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Zusammenfassung

Die Schistosomiasis ist nach wie vor eine der haufigsten parasitdren Erkrankungen der Welt
und verursacht erhebliche gesundheitliche und wirtschaftliche Folgen, insbesondere in
armeren, landlichen Regionen. Durch Immunreaktionen auf die im Wirt abgelegten Eier des
Parasiten konnen sich chronische Verlaufsformen manifestieren. Dabei kann es zu
irreversiblen Schaden kommen. Um dies zu verhindern sind eine friilhe und sichere Diagnose
sowie eine Behandlung mit Praziquantel (PZQ) unabdingbar. Zudem spielt der zuverlassige
Nachweis der Schistosomiasis eine Schliisselrolle bei der Uberwachung, Pravention und
Kontrolle der Erkrankung. In epidemiologischen Studien findet am haufigsten die
mikroskopische Kato-Katz (KK)-Methode zum Nachweis von Schistosoma mansoni Eiern im
Stuhl Anwendung. Dieses Verfahren ist au3erst spezifisch und bietet die Mdglichkeit der
Quantifizierung, wodurch die Intensitat der vorliegenden Infektion bestimmt werden kann. Die
Sensitivitdt der Testmethode ist jedoch nur moderat, insbesondere bei einer niedrigen
Infektionsintensitat. Zudem kann eine Infektion erst nach der Prapatenzzeit nachgewiesen
werden. Der ebenfalls haufig eingesetzte urinbasierte Point-of-Care Circulating Cathodic
Antigen (POC-CCA)-Test weist zwar eine hohere Sensitivitt aber geringere Spezifitat als das
KK-Verfahren auf. Als hochsensitive und sehr spezifische Methode zur Diagnose der
Schistosomiasis hat sich der Nachweis von Schistosoma-spezifischer DNA mittels Real-Time
PCR herausgestellt. Allerdings wird fir die Durchfiihrung dieser Technik ein gut ausgestattetes
Labor bendtigt, das sich in der Regel nicht in unmittelbarer Nahe zum Patienten im Feld
befindet. Daher ist es besonders wichtig, Uber praktikable und schnelle
Konservierungsmethoden zu verfligen, die bevor die Extraktion und Amplifikation der DNA
stattfindet, einen einfachen Transport und eine einfache Lagerung des Probenmaterials

ermaoglichen.

Das Ziel des ersten Teils der vorliegenden Arbeit war, die Sensitivitdt und Spezifitat der
klassischerweise verwendeten KK-Methode und des POC-CCA-Tests mit der
Real-Time PCR- Methode unter Verwendung von Stuhlproben, Urinproben, Serumproben
sowie auf Filterpapier getrocknete Blutproben (dried blood spots — DBSs) zu vergleichen.
Zudem wurde die Anwendbarkeit der Real-Time PCR aus Serum- und Urinproben zur
Therapiekontrolle Uberprift. Die dazu notwendigen Studien wurden alle in der Region Mwanza
in Tansania durchgefiihrt, welche als hochendemisch fir S. mansoni gilt. Fir die
Untersuchungen zur stuhlbasierten Real-Time PCR wurden als Studienteilnehmer Schulkinder
gewahlt. Aufgrund der erforderlichen Blutabnahme wurden die anderen Teilstudien nur mit
erwachsenen Probanden durchgefihrt. Unter Verwendung der KK-Methode als Goldstandard
erzielten die Real-Time PCR aus Stuhlproben und der POC-CCA-Test sehr hohe

Sensitivitdten von 99,5% bzw. 89,7%, jedoch nur geringe Spezifitdten von 29,55% und
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22,73%. Die KK-Methode weist bekanntermaf3en nur eine geringe bis moderate Sensitivitat
auf und ist daher nicht gut als Referenz geeignet. Deshalb wurde zusatzlich eine latente
Klassenanalyse angewandt, um die tatsachlich Erkrankten zu ermitteln und anhand dieser die
diagnostische Gute der verwendeten Tests zu bestimmen. Hier zeigte der POC-CCA-Test die
hdchste Sensitivitat (99,5%) sowie eine Spezifitdt von 63,4%. Der Real-Time PCR-Test hatte
eine Sensitivitat von 98,7% und die héchste Spezifitat (81,2%). Die Spezifitat der KK-Technik
betrug 72,8%, die Sensitivitat war signifikant niedriger (89,7%) als bei den anderen beiden
Methoden. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass der POC-CCA-Schnelltest empfindlicher ist
als die KK-Methode und zum Screening von S. mansoni-Infektionen eingesetzt werden kann.
Die Stuhl-PCR war zwar ebenfalls hochsensitiv und zeigte unter den drei getesteten
Diagnoseverfahren die hochste Spezifitat, aber aufgrund der hdheren Kosten und der
komplizierten Anwendung sollte fir  epidemiologische Untersuchungen in
Hochpravalenzregionen der POC-CCA-Test bevorzugt werden. Bei unklaren Diagnosen kann
die Real-Time PCR-Methode als Bestatigungstest Anwendung finden.

In der Teilstudie zur serum- und urinbasierten Real-Time PCR in einer endemischen Region
vor und nach der Behandlung mit PZQ wurden folgende Ergebnisse erzielt: Unter Verwendung
einer kombinierten Referenz aus den Ergebnissen des parasitologischen KK-Tests und / oder
der serumbasierten PCR konnte zu Studienbeginn eine Pravalenz von S. mansoni von 77,1%
ermittelt werden. In Bezug auf die Sensitivitat zeigte der DNA-Nachweis aus Serum (96,3%)
und der POC-CCA-Assay (77,8%) die hochsten Ergebnisse. Die urinbasierte Real-Time PCR
zeigte die geringste Empfindlichkeit (33,3%). Durch die Behandlung mit Praziquantel wurde
eine signifikante Reduktion der S. mansoni Pravalenz erreicht. Zwanzig Wochen nach
Therapie konnte durch die KK-Methode keine, mit dem POC-CCA-Test 33,3% und mit der
serumbasierten Real-Time PCR 58,3% Infektionen festgestellt werden. Die Analyse der mittels
der serumbasierten PCR bestimmten mittleren C--Werte im zeitlichen Verlauf zeigte, dass
dieser eine Woche nach der Behandlung signifikant abnahm (von 30,3 auf 28) und 20 Wochen
spater Uber den Basiswert (34,9) anstieg. Der Ci-Wert ist umgekehrt proportional zur DNA-
Ausgangsmenge, die in die PCR eingesetzt wurde. Dies deutet darauf hin, dass kurz nach der
Therapie ein DNA-Anstieg zu verzeichnen war und 20 Wochen spéater weniger DNA als zu
Beginn der Studie nachweisbar war. Dieser DNA-Verlauf Ilasst verschiedene
Interpretationsmoglichkeiten zu. Die Daten zeigen jedoch, dass die serumbasierte Real-Time
PCR eine ausgezeichnete diagnostische Genauigkeit aufweist. Da die hachgewiesene DNA
jedoch keine Rickschlisse auf das Parasitenstadium zulédsst und es sich hierbei auch um
DNA aus im Gewebe verbliebenen Eiern oder Reinfektionen handeln konnte, ist diese
Methode in Hochpravalenz- Regionen nicht zur Therapiekontrolle geeignet. Die Verwendung
von Urin zum DNA-Nachweis erzielte keine vielversprechenden Ergebnisse. Die Sensitivitat
der Real-Time PCR aus DBSs war ebenfalls sehr gering (45,4%) und kann ohne weitere
2



ausfuihrliche  Testung  hinsichtlich ~ Lagertemperatur,  Lagerdauer, verschiedener

Filterpapierarten und Extraktionsmethoden nicht empfohlen werden.

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse dieser Studien, dass sowohl die stuhl- als auch die
serumbasierte Real-Time PCR bei der Erkennung und Bewertung der Infektionspravalenz,
einem wichtigen Aspekt epidemiologischer Studien, deutlich empfindlicher ist als das
mikroskopische KK-Verfahren. Aufgrund des hohen Kosten- und Personalaufwandes und der
Notwendigkeit eines gut ausgestatteten Labors wird sich diese Methode aber nicht zum
Screening in hochendemischen Landern durchsetzen. Sie kann jedoch einen Mehrwert bei der
Diagnose der Schistosomiasis bieten, vor allem bei friihen oder leichten Infektionen. Zudem
kann diese hochsensitive und spezifische Methode als Bestatigungstest bei unklaren

Diagnosen herangezogen werden.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden malakologische Untersuchungen zur ldentifizierung
potenzieller Ubertragungsorte fur die Schistosomiasis rund um die im Viktoriasee gelegene
Insel ljinga durchgefiihrt. Diese Analysen fanden innerhalb eines Pilotprojektes zur
Eliminierung der Erkrankung auf der Insel ljinga statt, wobei ein intensiviertes
Behandlungsprotokoll, welches die gesamte Inselbevilkerung einschloss, Anwendung fand.
Die Kontrolle der Praziquanteleffektivitat nach mehreren Behandlungsrunden bringt eine Reihe
diagnostischer Herausforderungen mit sich. Hier kénnte die Beurteilung der Schistosoma-
Infektion in den Zwischenwirtschnecken vor und nach der Therapie als Indikator fur den Erfolg
der MalBnahme dienen. Zu diesem Zweck erfolgte zunéchst eine Baseline-Untersuchung, bei
der Schnecken an Uferregionen gesammelt wurden, an denen die Inselbewohner haufigen
Wasserkontakt hatten. Die Schnecken wurden anhand morphologischer Merkmale identifiziert
und mithilfe der Real-Time PCR-Methode auf Infektionen mit S. mansoni untersucht.
Insgesamt wurden 35,4% (279/788) S. mansoni- positive Zwischenwirtschnecken
(Biomphalaria) detektiert. Dies verdeutlicht, dass an den meisten Wasserkontaktstellen um die
Insel ljinga ein potentielles Risiko fiir die Ubertragung der Schistosomiasis besteht. Die mithilfe
der KK-Methode ermittelte Gesamtpravalenz von S. mansoni in der humanen Bevolkerung
betrug 68,9%. Nachdem die Bewohner der Insel viermal mit PZQ behandelt wurden, zeigte
sich in der kontinuierlich Uberwachten Sentinelgruppe eine Reduktion der Pravalenz auf
28,7%. Zu diesem Zeitpunkt wurde ebenfalls die Analyse der Schnecken wiederholt und es
konnten 16,8% (57/350) Schnecken mit einer S. mansoni Infektion nachgewiesen werden. Die
Reduktion der Infektionshaufigkeit in den Schnecken vor und nach der viermaligen
Behandlung der Bevdlkerung war signifikant (x* = 74.335, p < 0,001). Dies deutet darauf hin,
dass die intermediaren Wirtsschnecken zur Uberwachung von KontrollmaRnahmen verwendet

werden kbnnen.



Summary

Schistosomiasis remains one of the most common parasitic infections in the world, causing
significant health and economic consequences, particularly in rural areas. Immune reactions
to the parasite's eggs deposited in the host can lead to chronic progression. This may result in
to irreversible damage. In order to prevent this, an early and reliable diagnosis and a
concomitant therapy will be indispensable. In addition, the reliable detection of schistosomiasis
plays a key role in monitoring, prevention and control of the disease. In epidemiological studies,
the microscopic Kato-Katz (KK) method is most frequently used to detect eggs in stool. This
method is highly specific and offers the possibility of quantification, which allows to determine
the intensity of the existing infection. However, especially at low infection intensities, the
sensitivity of the test method is rather moderate. Furthermore, infections can only be detected
after the prepatent period. The also frequently used urine-based Point-of-Care Circulating
Cathodic Antigen (POC-CCA) test shows a higher sensitivity but lower specificity than the KK
method. The detection of schistosome-specific DNA through Real-Time PCR has proven to be
a highly sensitive and very specific method for the diagnosis of schistosomiasis. However, this
assay requires a well-equipped laboratory, which is usually not located in the immediate vicinity
of the patient in the field. Therefore, it is particularly important to have practical and rapid
preservation methods that allow easy transport and storage of the sample material before DNA

extraction and amplification takes place.

The aim of the first part of this dissertation was to compare the sensitivity and specificity of the
classical KK method and the POC-CCA test with the Real-Time PCR method using stool
samples, urine samples, serum samples and blood samples dried on filter paper (dried blood
spots — DBS). In addition, tests were conducted regarding the applicability of Real-Time PCR
from serum and urine samples for therapy control. The necessary studies were all carried out
in the Mwanza region of Tanzania, which is considered to be highly endemic for S. mansoni.
Schoolchildren were selected as study participants for the studies on stool-based Real-Time
PCR. Due to the required blood collection, the other partial studies were conducted with adults
only. Using the KK method as gold standard, the Real-Time PCR from stool samples and the
POC-CCA test achieved very high sensitivities of 99.5% and 89.7%, respectively, but only low
specificities of 29.55% and 22.73%. The KK method is known to have low to moderate
sensitivity and is therefore not well suited as a reference. For this reason, a latent class
analysis was carried out to determine the true patients and the diagnostic quality of the tests
used. The POC-CCA test showed the highest sensitivity (99.5%) and a specificity of 63.4%.
The Real-Time PCR test had a sensitivity of 98.7% and the highest specificity (81.2%). The
specificity of the KK technique was 72.8%, the sensitivity was significantly lower (89.7%) than

with the other two methods.



These results show that the POC-CCA rapid test is more sensitive than the KK method and
can be used to screen for S. mansoni infections. Although stool PCR is also highly sensitive
and shows the highest specificity of the three diagnostic methods tested, the POC-CCA test
should be preferred for epidemiological investigations in high prevalence regions on account
of the higher costs and complicated application. If the diagnosis is unclear, the Real-Time PCR

method can be used as a confirmatory test.

The following results were obtained in the partial study regarding the use of serum and urine-
based Real-Time PCR in an endemic region before and after treatment with Praziquantel
(PZQ): Using a combined reference of the results of the parasitological KK test and / or the
serum-based PCR, a prevalence of S. mansoni of 77.1% could be determined at the beginning
of the study. In terms of sensitivity, DNA detection from serum (96.3%) and the POC-CCA
assay (77.8%) showed the highest results. Urine-based Real-Time PCR showed the lowest
sensitivity (33.3%). Treatment with Praziquantel significantly reduced the prevalence of S.
mansoni. Twenty weeks after therapy, no infections could be detected with the KK method,
33.3% with the POC-CCA test and 58.3% with the serum-based Real-Time PCR. Analysis of
mean

Crvalues determined by serum-based Real-Time PCR over time showed that it decreased
significantly (from 30.3 to 28) one week after treatment and increased above the baseline value
(34.9) 20 weeks later. The Ci-value is inversely proportional to the initial amount of DNA added
to the PCR. This suggests that shortly after therapy there was an increase in DNA and 20
weeks later less DNA was detectable compared to the beginning of the study. This DNA
progression offers various interpretation possibilities. However, the data show that serum-
based Real-Time PCR has excellent diagnostic accuracy. Yet, since the detected DNA does
not allow conclusions to be drawn about the parasite stage and this could also be DNA from
eggs remaining in the tissue or reinfections, this method is not suitable for therapy control in
high prevalence regions. The use of urine for DNA detection did not yield promising results.
The sensitivity of the Real-Time PCR from DBSs was also very low (45.4%) and cannot be
recommended without further extensive testing with regard to storage temperature, storage

time, different filter paper types and extraction methods.

In summary, the results of these studies showed that Real-Time PCR is significantly more
sensitive than microscopy in the detection and evaluation of infection prevalence, an important
aspect of epidemiological studies. However, due to the high costs and personnel involved and
the need for a well-equipped laboratory, this method will not be accepted for screening in high-
endemic countries. Yet, it can provide added value in the diagnosis of schistosomiasis,
especially in early or light infections. In addition, this highly sensitive and specific method can

be used as a confirmatory test for unclear diagnoses.
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The second part of this dissertation describes malacological investigations to identify potential
transmission sites for schistosomiasis around ljinga Island located on Lake Victoria. These
analyses took place as part of a pilot project to eliminate the disease on this island, using an
intensified treatment protocol that included the entire island population. The control of
Praziquantel effectiveness after several rounds of treatment poses a number of diagnostic
challenges. Here, the assessment of the schistosoma infection in the intermediate host snails
before and after the therapies could serve as an indicator for the success of the measure. For
this purpose, a baseline study was carried out, in which snails were collected from shore
regions where the islanders had frequent contact with water. The snails were identified on the
basis of morphological characteristics and examined for infections with S. mansoni using the
Real-Time PCR method. A total of 35.4% (279/788) S. mansoni positive intermediate host
shails (Biomphalaria) were detected. This shows that there is a potential risk of schistosomiasis
transmission at most water contact points around ljinga. The total prevalence of S. mansoni in
the human population determined by the KK method was 68.9%. After treating the community
with Praziquantel four times, the prevalence of S. mansoni in the continuously monitored
sentinel group was reduced to 28.7%. At this time, the analysis of the snails was repeated and
16.8% (57/350) snails with a S. mansoni infection were detected. The reduction in the
frequency of infection in the snails before and after the fourfold treatment of the population was
significant (x> = 74,335, p < 0.001). This suggests that the intermediate host snails can be used

to monitor control measures.
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1.1 Definition

Die Schistosomiasis ist eine parasitare Infektionskrankheit, die durch Trematoden der Gattung
Schistosoma verursacht wird [1]. Als synonyme Bezeichnung wird haufig Bilharziose - nach
dem deutschen Tropenarzt Theodor Bilharz, der 1851 adulte Stadien des Erregers bei einer
Obduktion in einer Kairoer Klinik entdeckte - verwendet [2,3]. Die Schistosomiasis wird zu den
vernachlassigten Tropenkrankheiten (neglected tropical diseases — NTDs) gezahlt [4] und
betrifft vor allem armere Menschen, die in landlichen Gebieten leben und oftmals keinen
Zugang zu sauberem Wasser und keine adaquate Sanitarversorgung haben [5]. Der
Ubertragungszyklus des Parasiten erfordert die Kontamination von Wasser mit menschlichen
Fakalien, bestimmte SuRwasserschnecken als Zwischenwirte und den Kontakt des Menschen
mit zerkarienhaltigem Wasser [6]. Die Infektion kann beim Fischfang, bei landwirtschaftlichen
Tatigkeiten, bei Haushaltstatigkeiten wie dem Holen von Wasser, dem Waschen der Kleidung
oder beim Spielen der Kinder in zerkarienhaltigem Wasser erfolgen [5]. Entsprechend der
Lokalisation der adulten Schistosomen im Menschen (urogenitale oder mesenteriale Venen)
und dem daraus resultierenden Krankheitsbild lassen sich zwei Hauptformen der Erkrankung

unterscheiden:

e die urogenitale Schistosomiasis oder Blasenbilharziose (verursacht durch
Schistosoma haematobium)
¢ die intestinale Schistosomiasis oder Darmbilharziose (verursacht durch S. mansoni,

S. japonicum, S. mekongi und S. intercalatum) [1].

1.2 Epidemiologie

Zu den wichtigsten humanpathogenen Arten gehéren S. haematobium, S. mansoni und
S. japonicum. Schistosoma haematobium und S. mansoni kommen sowohl in Afrika als auch
im Nahen Osten vor und sind fUr die Hauptkrankheitslast in Afrika sidlich der Sahara
urséchlich [6]. Schistosoma mansoni tritt zudem auf dem amerikanischen Kontinent auf.
Schistosoma japonicum ist in Asien, vor allem auf den Philippinen und in China verbreitet. Die
Schistosomiasis kann dartiber hinaus durch drei weitere, lokal verbreitete Arten verursacht
werden: S. mekongi im Mekong-Becken sowie S. guineensis und S. intercalatum in West- und
Zentralafrika [1]. In 78 Landern wurden Féalle von Schistosomiasis ermittelt, in 52 dieser Lander
tritt die Erkrankung endemisch mit maRigen bis hohen Ubertragungsraten auf. Schatzungen
zufolge leben weltweit etwa 779 Millionen Menschen in Ubertragungsgebieten und sind damit
der Gefahr einer Infektion ausgesetzt [7]. Nach Angaben der Weltgesundheitsorganisation
(World Health Organization, WHO) hatten im Jahr 2017 mindestens 220,8 Millionen Menschen
eine praventive Therapie gegen Schistosomiasis bendtigt, weniger als die Halfte (102,3

7



1. Einleitung

Millionen) wurden behandelt [5]. Uber 90% der Betroffenen leben in Afrika sudlich der Sahara.
Zu den Landern mit der hdchsten Pravalenz zahlen Nigeria (29 Millionen), die Vereinigte
Republik Tansania (19 Millionen), Ghana und die Demokratischen Republik Kongo (beide 15
Millionen) [8,9].

1.3 Entwicklungszyklus

Wenn Eier der Parasiten Uber menschliche Exkrete in SiRwasser gelangen, schlipfen
Mirazidien (Wimpernlarven), die sich mithilfe von Zilien fortbewegen kénnen und spezielle
SuRwasserschnecken als geeigneten Zwischenwirt aufsuchen und infizieren [10]. In der
Schnecke findet eine asexuelle Vermehrung zu Mutter- und Tochtersporozysten und
schlie3lich zu tausenden Zerkarien (Gabelschwanzlarven) statt, die von der Schnecke wieder
ins Wasser ausgeschieden werden [11-13]. Der Entwicklungszyklus innerhalb der Schnecken
dauert ca. vier bis sechs Wochen [14]. Die infektioésen Zerkarien kbnnen im Wasser ca. ein bis
drei Tage Uberleben [15]. Durch ihren gegabelten Schwanz sind sie zur Bewegung befahigt
und mussen im Wasser einen geeigneten Endwirt auffinden. Um die Haut des Menschen zu
durchdringen, reichen den Larven wenige Minuten aus [16,17]. Die Zerkarien verlieren dabei
ihren Gabelschwanz und gelangen als Schistosomula in die Kapillaren und LymphgefalRe [10].
Uber BlutgefaRRe folgt eine Wanderung tber Lunge [18] und Leber und schlieRlich gelangen
die jungen Wurmer in den Pfordaderkreislauf [10,14]. Die Reifung zu adulten Schistosomen
dauert insgesamt ca. funf bis sieben Wochen [1]. Nach der Verpaarung wandern die
Wurmparchen zu den Mesenterialvenen (S. mansoni, S. japonicum und S. intercalatum) oder
zum  Venenplexus der Harnblase (S. haematobium) [10]. Die adulten,
getrenntgeschlechtlichen Wirmer sind ca. 7 bis 20 mm lang und ernahren sich durch anaerobe
Glykolyse von Blut, aus welchem sie weiterhin Aminosauren fir das Wachstum, die
Entwicklung und Reproduktion gewinnen [14,19]. Die anfallenden Endprodukte des
Blutverdaus, z.B. Hamozoin aus dem Hamoglobinabbau, sammeln sich im Darm der
Schistosomen und werden ins Blut des Wirtes ausgewirgt [10,14]. Die Weibchen produzieren
taglich hunderte (afrikanische Arten) bis tausende (orientalische Arten) Eier [14]. Diese
gelangen nach einer Durchwanderung der Organwand und Schleimhaut in das Lumen des
Darmes (intestinale Arten) bzw. der Harnblase (S. haematobium) und werden schlieflich tber
Stuhl oder Urin ausgeschieden, wo sie bis zu sieben Tage lebensfahig bleiben kdnnen [14].
Die Lebensdauer der erwachsenen Schistosomen betragt im Durchschnitt fiinf bis zehn Jahre
[20].
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Abbildung 1: Lebenszyklus von Schistosoma spp. (Quelle: CDC/ Alexander J. da Silva, PhD;
Melanie Moser, https://www.cdc.gov/dpdx/schistosomiasis/index.html, frei von urheberrechtlichen
Einschrankungen, Abrufdatum 23.03.2020)

1.4 Zwischenwirt

Der komplexe Lebenszyklus von  Schistosoma spp. beinhaltet spezifische
SuRwasserschnecken als Zwischenwirte. Die geographische Verbreitung der Schistosomiasis
ist vom Vorhandensein dieser Schneckenzwischenwirte abhéngig [21-24]. Schistosoma
mansoni benotigt SiRwasserschnecken der Gattung Biomphalaria, S. haematobium und
S. intercalatum Schnecken der Gattung Bulinus, S. japonicum amphibische Schnecken der
Gattung Oncomelania und S. mekongi Tricula-Schnecken als Zwischenwirte [1,25]. In Afrika
dienen Schnecken der beiden Gattungen Biomphalaria und Bulinus als Vektoren fiir die
Schistosomiasis. Als geeignete Lebensrdume kommen fast alle pflanzenreichen
SuRgewasser, von kleinen tempordren Teichen und Bachen bis hin zu groRen Seen und
Flissen in Betracht [25]. In den letzten Jahrzehnten sind zudem kiinstlich angelegte Stauseen
und Bewasserungssysteme als Lebensrdume fiir Wasserschnecken hinzugekommen und
haben zur Verbreitung der Schistosomiasis beigetragen [26,27]. In Subsahara-Afrika leben
Schatzungen zufolge 76% der Bevolkerung in der Nahe von Gewassern, die
Zwischenwirtschnecken enthalten [28]. Zahlreiche Studien konnten einen direkten
Zusammenhang zwischen der Nahe des Wohnortes zu solchen kontaminierten Wasserstellen
und den Infektionsraten zeigen [29,30]. Die GroRe der Schneckenpopulation und die
Ubertragungsraten kénnen durch saisonale Schwankungen in der Niederschlagsmenge, des

Wasserstands und der Temperatur maf3geblich beeinflusst werden [25]. In Tansania, entlang
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des Viktoriasees sind Biomphalaria choanomphala, B. pfeifferi, B. sudanica und B. angulosa
die bedeutendsten Zwischenwirtarten fir S. mansoni [21,22,31]. Biomphalaria sudanica
kommt Uberwiegend in der Vegetation am Seeufer oder in den sumpfigen Gebieten nahe des
Sees vor, B. choanomphala im See und B. pfeifferi hauptsachlich in saisonalen Gewéssern
und Uberschwemmten Gebieten im Landesinneren [21-23,31-33]. Innerhalb der Gattung
Bulinus stellen Bulinus africanus, B. globosus und B. nasutus die haufigsten Zwischenwirtarten
fur S. haematobium dar [23,24,33]. Alle Biomphalaria- und Bulinus- Arten sind Hermaphroditen
und zur Selbst- oder gegenseitigen Befruchtung fahig [34,35]. Fur die Reproduktion sind
Temperaturen zwischen 22°C und 26°C optimal [25,36], Bulinus- Arten kénnen aber auch
Temperaturen zwischen etwa 10°C bis 35°C tolerieren [25]. Sechs bis acht Tage nach der
Eiablage schlipfen die jungen Schnecken und erreichen abhangig von der Art und den
Umweltbedingungen ihre Reife innerhalb von vier bis sieben Wochen. Das Nahrungsangebot
und die Temperatur sind hierbei die wichtigsten Faktoren. Die Lebensdauer der Schnecken
kann mehr als ein Jahr betragen [25].

1.5 Pathogenese, Morbiditat & Mortalitat

Vier bis sechs Wochen nach der Erstinfektion kann die akute Form der Schistosomiasis
(Katayama-Syndrom) als Folge der Migration und Reifung der Schistosomen, der Eiproduktion
und der Freisetzung von Ei-Antigenen auftreten [1,10,14]. Typische Symptome sind Fieber,
Kopfschmerzen, Husten, Ubelkeit, Bauchschmerzen, Myalgien und ausgepragte Eosinophilie,

die mehrere Wochen andauern kdnnen [1].

Die chronische Schistosomiasis ist durch Abwehrreaktionen gegen gewebsstandige Eier
bedingt. Ein Grol3teil der Eier wird nicht ausgeschieden, sondern verbleibt dauerhaft in Darm
oder Leber (S. mansoni, S. japonicum und S. mekongi) bzw. in Harnblase und
Urogenitalsystem (S. haematobium) [1]. Eiantigene werden freigesetzt und l6sen entziindliche
Reaktionen und die Bildung von Granulomen aus [1,14,37]. Die adulten Wirmer spielen
hingegen kaum eine Rolle fur die pathologischen Veranderungen [38]. Prinzipiell hangt die
Schwere der Symptome sowohl von der Intensitat der Infektion als auch von der individuellen
Immunreaktion ab [14]. Bei etwa 10% der infizierten Personen treten schwere
Krankheitsverlaufe auf [39]. Gerade Kinder sind aufgrund Schistosoma-verursachter Anamien
und Mangelerndhrung in ihrer Entwicklung beeintrachtigt [40]. Als Folge der anhaltenden
Entziindungen zeigen sie ein verringertes Wachstum, eine verminderte korperliche Fitness
sowie schlechtere kognitive und schulische Leistungen [41-43]. Bereits Kleinkinder sind der
Gefahr einer Infektion durch die elterlichen Badepraktiken mit zerkarienhaltigem Wasser
ausgesetzt [44,45]. Oftmals ist die Prévalenz dieser Altersgruppe &hnlich hoch wie bei
Schulkindern [45] auch wenn geringere Infektionsintensitaten beobachtet werden [46]. In einer

Studie in Ghana konnten Infektionen mit S. haematobium schon bei Sauglingen im Alter von
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nur vier Monaten nachgewiesen werden [47], bei Untersuchungen in Uganda konnte ein
durchschnittliches Alter von 17,8 Monaten fir erstmals diagnostizierte Infektionen mit S.
mansoni ermittelt werden [45]. Analysen im landlichen Niger zeigten S. haematobium-
Pravalenzen von 50,5-60,5% bei Kindern unter funf Jahren und 55,6-72,2% bei ihren Mittern
[44]. In der Regel treten die héchsten Préavalenzen und Infektionsintensitaten im Alter zwischen
sechs und zwanzig Jahren auf und nehmen mit zunehmendem Alter wieder ab [1,48]. In
mehreren Untersuchungen in endemischen Gebieten konnte gezeigt werden, dass die
Pravalenz bei Kindern im Schulalter héher war (60-80%) als bei Erwachsenen (20-40%)
[49-51]. Diese Unterschiede sind auf mehrere Faktoren, wie z.B. der Entwicklung von
Immunmechanismen gegen die Infektion und einer verringerten Exposition gegeniber

zerkarienhaltigem Wasser mit zunehmendem Alter zurickzufiihren [52-55].

Die Symptome der intestinalen Schistosomiasis kdnnen unspezifische intermittierende
Unterleibsschmerzen, Durchfall und Rektalblutungen sein [56]. Im Verlauf der Erkrankung
konnen sich fokale Fibrosen, Strikturen, Fisteln und papillomatdése Wucherungen im Darm
ausbilden. Bei manchen Patienten fihrt die Erkrankung zu einer ausgepragten Leberfibrose
und nachfolgenden Hepatosplenomegalie mit Periportalfibrose [57]. Die hepatozellularen
Funktionen bleiben dabei erhalten, was diese Auspragung von der Leberzirrhose und anderen
Lebererkrankungen unterscheidet [58]. Als Komplikation einer portalen Hypertonie kénnen
Aszites und Hamatemesis aufgrund von Osophagusvarizen auftreten und schnell zum Tod
fuhren [59]. Bei Patienten mit fortgeschrittener Leberfibrose kann zudem eine erhebliche
pulmonale Hypertonie auftreten, die durch eine granulomatdse Lungenarteriitis verursacht
wird. Die Entwicklung von der Erstinfektion zur fortgeschrittenen Fibrose dauert etwa
funf bis funfzehn Jahre [60], Periportalfiborosen kénnen jedoch schon bei Vorschulkindern
auftreten [61].

Als Folge einer abnormalen Migration der Wurmer und ins zentrale Nervensystem
geschwemmte Eier, kann eine Neuro-Schistosomiasis entstehen. Hierbei kann es zu fokalen
oder generalisierten Anféallen, Nystagmus, Kopfschmerzen, Rickenschmerzen und

Muskelschwéche kommen [37].

Das Leitsymptom der durch S. haematobium verursachten urogenitalen Bilharziose ist die
Hamaturie, die haufig mit einer gesteigerten Harnfrequenz, Brennen beim Harnlassen und
suprapubischem Unbehagen auftritt [1]. Da die Hamaturie in endemischen Regionen sehr weit
verbreitet ist, wird sie als natirliches Zeichen der Pubertat bei Jungen wahrgenommen und
mit der Menstruation bei Madchen verwechselt [62]. Als weitere mdgliche urogenitale
Symptome kénnen Dysurie, Harnleiterstenose, Hydronephrose, Zystitis, Urethritis, Salpingitis,
Prostatitis, Epididymitis und Hydrozele auftreten [63]. Wahrend des chronischen Verlaufs der

Erkrankung kann es zur Harnwegsfibrose und obstruktiven Uropathie kommen. Dies kann

11



1. Einleitung

durch bakterielle Superinfektion und Nierenfunktionsstdrung zum Tod fuhren. Zu den weiteren

Folgen des chronischen Verlaufs zahlt das Plattenepithelkarzinom der Harnblase [63,64].

Bei der weiblichen genitalen Schistosomiasis kdnnen entzindliche L&sionen in den
Eierstocken, Eileitern, im Geb&rmutterhals, in der Vagina und in der Vulva entstehen und zu
Unfruchtbarkeit und einem erhdhten Risiko fiir Schwangerschaftsabbriiche fuhren [1]. Bei
Mannern kann sich die urogenitale Form mit Hamatospermie, Orchitis, Prostatitis, Dyspareunie
und Oligospermie auflern [65]. Weiterhin konnte ein Zusammenhang zwischen der
urogenitaler Bilharziose und der HIV-Pravalenz festgestellt werden [66]. Das Risiko der
HIV-Akquisition ist bei Frauen und Mannern mit urogenitaler Schistosomiasis erhéht. Zudem
kann die Schistosomiasis den Verlauf der HIV-Erkrankung beschleunigen und die
Virusibertragung auf Sexualpartner erleichtern [67].

1.6 Schistosomiasis in Tansania

Bereits aus historischen Studien der 1920er Jahre geht hervor, dass damals die urogenitale
und intestinale Bilharziose im Land endemisch war [21,31,68—70]. Die Schistosomiasis stellt
nach wie vor ein groRes Gesundheitsproblem dar und Tansania gehort heute zu den Landern
mit der hdchsten Pravalenz [8]. Schatzungen zufolge sind 51,5% der 43,5 Millionen Einwohner
von der Erkrankung betroffen [71] und die Pravalenz scheint mit zunehmender
Bevolkerungszahl ebenfalls zu steigen (von 19% im Jahr 1977 auf etwa 51,5% im Jahr 2012)
[31]. Die Verbreitung von S. mansoni und S. haematobium héngt vom Vorkommen der
entsprechenden Zwischenwirte ab [72]. Schnecken der Gattung Biomphalaria, die als
Zwischenwirt fir S. mansoni fungieren, sind entlang des Ufers des Viktoriasees haufig zu
finden [21]. Ebenso konnten hohe Pravalenzen von S. mansoni in Gemeinden ermittelt
werden, die entlang des Seeufers oder auf den Inseln im Viktoriasee leben [31,32,73-75]. In
einer Studie von Siza et al. [76] in der Region Mwanza, bei der die erwachsene Bevolkerung
untersucht wurde, konnte insgesamt eine Pravalenz von S. mansoni von 18,9% ermittelt
werden. Sehr hohe Pravalenzen wurden im llemela Distrikt (42,9%), Magu Distrikt (42%) und
in Sengerema (51,1%) detektiert. Mit zunehmender Entfernung zum See nahm die Pravalenz
der intestinalen Schistosomiasis ab, die Pravalenz der urogenitalen Bilharziose hingegen zu
[76]. In einer weiteren Studie der selben Region wurde bei einem Drittel der untersuchten
Dorfer Pravalenzen von S. mansoni von mehr als 50% gefunden [77]. Schistosoma
haematobium ist insbesondere an der Ost- und Sidostkiste, auf den Inseln Unguja und
Pemba (Sansibar) sowie in nordwestlichen Regionen des Landes endemisch [78]. Ebenso wie
in anderen endemischen Landern variiert in Tansania die Pravalenz und Infektionsintensitat

der Schistosomiasis je nach geographischer Region, dem Alter und Geschlecht [31].
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1.7 Diagnose der Schistosomiasis

Die friihzeitige und genaue Diagnose der Schistosomiasis ist fir das Patientenmanagement,
die Beurteilung der Behandlungseffektivitat und zur Uberwachung von Kontrollprogrammen
von entscheidender Bedeutung [79]. Je friher die Infektion nachgewiesen werden kann, desto
eher kann eine entsprechende Behandlung erfolgen und damit zum Abbruch des
Ubertragungszyklus und zur Vermeidung chronischer Komplikationen filhren. Es stehen
verschiedene Diagnosemoglichkeiten zur Verfigung, die im Folgenden n&her vorgestellt

werden.

1.7.1 Parasitologische Methoden

Der Goldstandard fir die Diagnose der Schistosomiasis ist seit Jahrzehnten der
mikroskopische Nachweis von Eiern in Urin- oder Stuhlproben [80,81]. Durch die typische
GrolRe, Form und besonderen Merkmale, wie z.B. dem lateralen Stachel bei S. mansoni,
kénnen die Eier leicht erkannt und identifiziert werden. Die Mikroskopie gilt als hochspezifisch,
da detektierte Schistosoma-Eier einen direkten Beweis fur eine Infektion liefern [80]. Die
Methoden sind relativ einfach durchzufihren und kostengiinstig, es wird jedoch geschultes
Laborpersonal und Zugang zu einem Mikroskop benétigt [80,82]. Zum Nachweis von
Infektionen mit S. mansoni wird in epidemiologischen Studien und zur Ermittlung der
Behandlungseffizienz am haufigsten die Kato-Katz Methode verwendet [83]. Diese Technik
erm@glicht neben dem Nachweis auch eine Quantifizierung der Infektion, welche durch das
Zahlen der Eier in einer definierten Menge Stuhl und anschliel3ender Berechnung der Eier pro
Gramm Stuhl (EPG) erfolgt. Ein Standard KK-Ausstrich, mit ca. 50 mg Stuhl hat somit eine
Nachweisgrenze von 20 EPG Stuhl (1 Ei pro Objekttrager) [80]. Die ermittelten
Infektionsintensitaten konnen anhand der WHO-Klassifikation in leicht, mittel und schwer
eingestuft werden [84] und als indirektes Maf3 fur die Wurmlast und Morbiditat verwendet
werden [7]. Ein grolRer Nachteil der KK-Methode ist allerdings die geringe Sensitivitat bei
chronischen Infektionen oder Infektionen mit geringer Intensitat [85,86]. Da die
Eiausscheidung taglichen Schwankungen unterliegt und die Eier nicht gleichmalig in der
Stuhlprobe verteilt sind, steigt die Empfindlichkeit der Methode mit der Anzahl der analysierten
Proben. Bei einigen Patienten kénnen Proben von drei oder mehr aufeinanderfolgenden
Tagen notwendig sein um eine Diagnose zu stellen [87—89]. Konzentrationstechniken wie die
Formol-Ether- oder SAF-Technik kénnen die Eier in der Probe anreichern und somit den
Nachweis erleichtern, erfordern aber mehr Laborequipment- und Material und finden daher in

ressourcenarmen Umgebungen meist keine Anwendung [90-92].

Der Nachweis der Eier von S. haematobium erfolgt ebenfalls mikroskopisch. Die Eier werden
im Urin ausgeschieden und kénnen nach der Konzentration der Probe durch Sedimentation,

Zentrifugation oder Filtration gut nachgewiesen werden. Am weitesten verbreitet ist die
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Methode der Nucleopore Membranfilter-Technik [80], bei der eine definierte Menge Urin
(meist 10 ml) mithilfe einer Spritze und einem vorgeschalteten Filterhalter durch einen
Nylon-Filter (12-20 um Porengrof3e) gefiltert wird. Falls Eier von S. haematobium vorhanden
sind (GrofRe 150 x 60 um), kdnnen diese den Filter nicht passieren und verbleiben auf der
Filteroberflache. Bei mikroskopischer Betrachtung des Filters kénnen die Eier identifiziert und

guantifiziert werden [93,94].

Die mikroskopischen Nachweisverfahren eignen sich jedoch nicht zur Diagnose der akuten
Schistosomiasis, da die Eiablage erst vier bis sechs Wochen nach der Infektion beginnt
[80,95].

1.7.2 Immundiagnostische Verfahren

Der Nachweis von Antikdrpern gegen schistosomale Antigene ist ein wichtiges Verfahren zur
Diagnose von Infektionen in Gebieten mit geringer Endemie, bei Kindern mit anfanglicher
aktiver Infektion und bei Reisenden, die aus endemischen Gebieten zurtickkehren [96,97]. Die
eingesetzten Tests sind sehr empfindlich, lassen jedoch keine Unterscheidung zwischen
aktueller und friherer Erkrankung zu, da die Antikorpertiter noch Monate bis Jahre nach
erfolgreicher Heilung der Infektion persistieren konnen [80,98]. Daher ist die Verwendung
serologischer Verfahren in hochendemischen Gebieten, in denen der Grol3teil der Bevolkerung
bereits Kontakt mit Schistosomen hatte und zur Kontrolle der Therapie, von geringem Wert [1].
Daruber hinaus konnen Kreuzreaktionen mit anderen Helminthen auftreten, was die
Testspezifitat deutlich verringert [99]. Um die Sensitivitat und Spezifitat zu erhdhen, kdnnen
verschiedene serologische Tests und / oder verschiedene Antigene kombiniert werden [100].
Am weitesten verbreitet sind ELISA-Techniken, Immunfluoreszenz-Antikorper-Tests (IFAT)
und Agglutinationstests bei denen Antigene oder Schnittpréaparate verschiedener
Parasitenstadien eingesetzt werden, um spezifische IgG-Antikorper zu detektieren
[90,101,102].

Eine weitere Mdglichkeit zur Diagnose der Schistosomiasis ist der Nachweis von Antigenen
des Parasiten im Blut oder Urin von Patienten. Die am besten untersuchten Antigene sind das
zirkulierende kathodische Antigen (CCA) und zirkulierende anodische Antigen (CAA). Ein
kommerzieller Point-of-Care  Kassettentest, der CCA in  Urinproben detektiert
(POC-CCA- Test), ist seit mehr als 10 Jahren verflgbar [103]. Er ist unter Feldbedingungen
einfach anzuwenden und seine Performance wurde in zahlreichen Studien untersucht.
Coulibaly et al. [46] konnte in einer Studie mit Kleinkindern zeigen, dass ein einzelner
POC-CCA-Test sensitiver war als mehrfach durchgefiihrte KK-Untersuchungen, sowohl vor
als auch 3 Wochen nach der Behandlung mit Praziquantel. Darliber hinaus erlaubte die
Intensitat der positiven Testbande Ruckschlisse auf die Intensitat der Infektion [46,90].
Prinzipiell ist CCA bei allen Schistosoma-Spezies nachweisbar, die Sensitivitdt unterscheidet
14
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sich jedoch zwischen den Arten. Die hochsten CCA-Konzentrationen finden sich bei
S. mansoni-Infektionen, weshalb der Test besonders gut fir die Diagnose der intestinalen
Schistosomiasis geeignet ist [104]. In Versuchen mit Pavianen konnte gezeigt werden, dass
der Schnelltest ab einer Infektion mit ca. 50 Wirmern positive Testergebnisse ausgibt [105].
Die Sensitivitat des POC-CCA-Tests ist stark mit der Infektionsintensitat korreliert [106] und
leichte Infektionen werden oft als negativ detektiert [107]. Darliber hinaus kénnen falsch
positive Ergebnisse auftreten [87]. Nichtsdestotrotz ist der Nachweis von CCA in Urin ein
schneller und einfacher Weg zur Identifizierung einer aktiven Schistosomiasis, nicht-invasiv

und in epidemiologischen Studien gut einsetzbar.

Zum Nachweis von CAA im Serum wurde eine hochempfindliche sogenannte up-converting
phosphor (UCP)-Technologie in Kombination mit einem lateral flow assay (LF)
(UCP-LF CAA-Test) entwickelt. Zur Testdurchfihrung ist ein Probenvorbereitungsschritt
notwendig, fur den eine gewisse Laborausstattung notwendig ist. Darliber hinaus beinhaltet
der Tests auch einen Konzentrationsschritt, der die Sensitivitat erhdht, indem er die Analyse
eines erhohten Probenvolumens ermoglicht [108,109]. Bereits vier Wochen nach der
Exposition konnten positive CAA-Werte gemessen werden, teilweise noch bevor die
Schistosoma-spezifischen Antikoérper positiv wurden [109]. Der UCP-LF CAA-Test ist ein
gattungsspezifischer Test, der Infektionen aller Schistosoma-Arten nachweisen kann [109].
Dieses Verfahren erzielte bereits in mehreren Studien vielversprechende Ergebnisse und
scheint auch zum Nachweis leichter Infektionen hochsensitiv zu sein [109-111]. Weiterhin
Zeigte eine Studie von Corstjens et al. [108], dass das UCP-LF-Format auch fir den Nachweis

von CAA im Urin verwendet werden kann. Kommerziell ist dieser Test noch nicht verflgbar.

1.7.3 Indirekte Diagnoseverfahren

In einer Meta-Analyse von King und Bertsch [112] konnte gezeigt werden, dass Urinteststreifen
fur die schnelle Erkennung von Hamaturie im Urin, einen wirksamen Marker fir den Nachweis
einer Blasenbilharziose bei Patienten in endemischen Gebieten darstellen [112]. Insgesamt
konnte eine Sensitivitat von 81% und eine Spezifitdit von 89% fir den Nachweis von
Ei-positiven Urinen ermittelt werden [112]. Eine Kontamination der Urinprobe mit Blut durch
Menstruation, bakterielle Blasenentziindungen oder sexuell tGbertragbare Infektionen kénnen
zu falsch negativen Ergebnissen fuhren [113,114]. Um die Sensitivitdt und Spezifitdt zu
verbessern, wird empfohlen zusétzlich zur Hamaturie das Vorliegen einer Proteinurie und
Leukozyturie zu Uberprifen [115]. Bei der intestinalen Bilharziose sind die indirekten Marker
nicht so eindeutig, gerade bei Symptomen wie blutigen Durchfdllen missen auch andere
Ursachen ausgeschlossen werden [80]. In endemischen Regionen fir S. mansoni und
S. japonicum haufig auftretende Symptome sind Hepatosplenomegalie und Splenomegalie,

welche klinisch durch Tastuntersuchungen nachgewiesen werden kénnen [80].
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Als weitere indirekte Methode spielt die Ultraschalluntersuchung eine wichtige Rolle bei der
Diagnose der hepatosplenischen und urogenitalen Schistosomiasis. Sie hat sich als sichere,
schnelle, nicht-invasive und relativ kostenguinstige Technik zur Beurteilung von Bilharziose
bedingten Organverdnderungen etabliert. Allerdings héangt die Interpretation des
Ultraschallbildes von der Erfahrung des Untersuchers ab und ist mdglicherweise nicht dazu
geeignet, frGhe Veranderungen der betroffenen Organe zu erkennen [116]. Durch die
Bildgebung kdnnen beispielsweise periportale Fibrosen, Splenomegalie und das
Vorhandensein von Kollateralgefafen detektiert werden. Darliber hinaus kann der Grad der
periportalen Fibrose mithilfe der Sonographie durch Messung der Pfortaderdicke bestimmt
werden [117]. Ultraschalluntersuchungen stellen ein gutes Instrument zur Messung der
Morbiditat dar und bieten zudem die Madoglichkeit die Entwicklung pathologischer

Veranderungen nach der Behandlung zu visualisieren [116].

1.7.4 Molekulare Methoden

Eine sehr spezifische und hochempfindliche Methode zur Diagnose der Schistosomiasis ist
der Nachweis Schistosoma spezifischer DNA in Serum, Plasma, Urin oder Stuhl mittels
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) [87,90,99]. Der Schlisselschritt bei DNA-basierten
Diagnosemethoden ist die DNA-Extraktion, da sich die Ausbeute und Qualitat der DNA direkt
auf das Ergebnis des Amplifikationsverfahrens auswirken [79]. Haufig wird hierzu die
biochemische Phenol-Chloroform-Extraktion angewendet. Da das Verfahren sehr
zeitaufwandig ist und zudem toxische und mutagene Komponenten enthalt [118], wird immer
haufiger auf kommerzielle Extraktionskits zuriickgegriffen. Diese Kits sind flir verschiedene
Anwendungsbereiche und Probenmaterialien optimiert, ermdglichen eine schnelle
DNA-Extraktion und zeigen gute Ergebnisse hinsichtlich Qualitdt und Quantitat der
extrahierten DNA  [119]. In zahlreichen Studien  wurden  verschiedene
DNA-Amplifikationsassays unter Verwendung verschiedener klinischer Proben getestet, u.a.
die Methode der klassischen PCR, Real-Time PCR und LAMP (loop-mediated isothermal
amplification) [120-127]. Der Vorteil der Real-Time PCR besteht in der Moglichkeit der
Quantifizierung des Zielgens mithilfe fluoreszierender Farbstoffe, deren Signalstarke direkt
proportional zur Anzahl der amplifizierten DNA-Molekile ist. Hierfur ist jedoch ein
entsprechendes Real-Time PCR Gerat notwendig. Die isothermale LAMP-Methode ist
hingegen eine einfache und schnelle Technik, die ohne Thermocycler durchgefiihrt werden
kann. Unter Verwendung von sechs Primern wird die DNA-Zielsequenz unter einer
gleichbleibenden Temperatur (60-65°C) innerhalb einer Stunde vervielfaltig [128]. Das
Ergebnis dieser Amplifikationsreaktion kann fiir das blo3e Auge sichtbar gemacht werden. Ein
haufiges Problem dieses Verfahrens ist allerdings durch Kontamination verursachte falsch

positive Ergebnisse [79].
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Bei Verwendung von Urinproben (S. haematobium) oder Stuhlproben (S. mansoni und weitere
Erreger der intestinalen Schistosomiasis) wird hauptsachlich aus Eiern stammende DNA
nachgewiesen. Diese Verfahren sind sensitiver als die mikroskopischen Analysen, unterliegen
jedoch auch dem Problem der unregelmafigen Ausscheidung und Verteilung der Eier in den
Probenmaterialien [129]. Eine Alternative stellt der Nachweis von sogenannter zellfreier
Parasiten-DNA (cell-free parasite DNA - CFPD) dar. Hierbei handelt es sich um DNA aus
Zellen oder Zellfragmenten, die von adulten Wirmern, Larvenstadien oder Eiern abgegeben
werden [126]. Die CFPD liegt im Serum/Plasma gleichméaRig verteilt vor [79] und ermdglicht
nach der Infektion eine sehr frihe Diagnose [126]. In Versuchsreihen mit Hamstern konnte
gezeigt werden, dass S. mansoni-spezifische DNA im Serum bereits 14 Tage nach der

Infektion nachweisbar war [122].

Die Nachteile der molekularen Nachweismethoden sind die hohen Kosten fir Gerate,
Reagenzien bzw. Testkits und der Bedarf an gut ausgebildetem Laborpersonal [130].
Trotzdem kann die PCR ein nutzliches zusatzliches Instrument zur friihen Diagnose, zur
Bestatigung serologischer Tests, zur Uberprifung der klassischen Methoden oder zum

Nachweis von Schistosoma-Infektionen mit geringer Intensitét sein [123].

1.7.5 Untersuchung des Zwischenwirtes

Neben der Diagnose von aktiven Schistosoma-Infektion bei der humanen Bevdlkerung, kann
der Nachweis von Infektionen im Zwischenwirt ebenfalls wichtige Informationen fiir das
Monitoring und die Bewertung von Kontroll- und Eliminierungsprogrammen liefern. Eine
Moglichkeit zur Identifizierung kontaminierter Habitate in der Umwelt ist die Xenodiagnose von
Schnecken, beispielsweise durch die Uberpriifung dort gesammelter Schnecken oder
ausgesetzter Sentinel-Schnecken [131]. Patente Infektionen kénnen durch den sogenannten
cercarial-shedding test nachgewiesen werden. Dieser beruht auf einem lichtinduzierten
Aussto3 von Zerkarien aus den Schnecken, die anschlielend mikroskopisch identifiziert
werden kdnnen [132]. Prapatente Infektionen kénnen durch histologische Untersuchung von

Schneckengewebe oder durch PCR-Verfahren nachgewiesen werden [133,134]

1.8 Behandlung

Zur Behandlung der Schistosomiasis ist das Medikament Praziquantel das Mittel der Wahl. Es
kann zur Behandlung aller humanpathogenen Arten von Schistosoma eingesetzt werden
[135], was insbesondere in Regionen wo mehrere Arten gleichzeitig vorkommen kénnen, ein
bedeutendes Merkmal ist [136]. In epidemiologischen Studien wurden mit diesem Arzneimittel
Heilungsraten von 60-90% erzielt [135,137-139]. Bei nicht vollstdndig ausgeheilten Personen
zeigte sich zumindest eine deutlich verminderte Eiausscheidung, was die Ausbildung von
Langzeitfolgen stark vermindert [135]. Die empfohlene Dosis zur Therapie von Infektionen mit

S. haematobium und S. mansoni betrdgt 40 mg/kg Kérpergewicht und kann in der
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Schwangerschaft nach dem ersten Trimester sicher angewendet werden. Zur Behandlung von
Infektionen mit S. japonicum und S. mekongi wird eine héhere Dosis von 60 mg/kg
Korpergewicht empfohlen [135,140]. Durch die GroRe der Tabletten und den bitteren
Geschmack gestaltet sich die Behandlung von Kleinkindern (junger als finf Jahre) schwierig.
Deshalb erfolgt die Therapie meist Uber zerkleinerte und in z.B. Orangensaft aufgeloste
Tabletten. Die bei kleinen Kindern erzielten Heilungsraten sind jedoch geringer als bei anderen
Altersgruppen, was  mdoglicherweise  durch eine falsche  Extrapolation der
Erwachsenendosierung verursacht sein kénnte [141]. Eine leicht anzuwendende, padiatrische

Formulierung (Schmelztablette) befindet sich derzeit in der klinischen Prifung [142].

Das Medikament PZQ ist gut vertraglich und verursacht nur leichte Nebenwirkungen. Zu den
haufigsten Nebenwirkungen zahlen Ubelkeit, Erbrechen, Bauchschmerzen, Unwohlsein und
Schwindel. Bei schweren Infektionen kdnnen etwa zwei bis vier Stunden nach der Einnahme
des Arzneimittels intensive Koliken und blutige Durchfalle auftreten. Mdglicherweise ist dies
auf die Antigenfreisetzung und die Abschwemmung der abgestorbenen ,Wurmmasse®
zuriickzufuhren [14]. Der Wirkmechanismus von PZQ ist auf molekularer Ebene noch nicht
vollstandig geklart. Laboruntersuchungen haben gezeigt, dass das Medikament zu
krampfartigen Kontraktionen der Muskulatur der Parasiten fiihrt und Vakuolen im Tegument
gebildet werden, wodurch sich die Trematoden von den Venenwéanden lésen und sterben. Es
wird angenommen, dass die Muskelkontraktion und Tegumentschadigung auf eine Stérung
der Kalziumhomoostase in den Wuiurmern zurlickgehen. Daher wurden die
Kalzium-lonenkanale der Schistosomen indirekt als molekulares Ziel von PZQ identifiziert [88].
Die Effizienz von PZQ hangt vom Alter der Infektion ab. Es ist erst ca. sechs bis sieben Wochen
nach der erworbenen Infektion hoch wirksam [143,144]. Die Wirkung bezieht sich demzufolge
hauptsachlich auf die adulten Wirmer, aber nicht auf die juvenilen Stadien [145]. Das bedeutet
eine unvollstdndige Heilung der Menschen, die zum Zeitpunkt der Behandlung unreife
Schistosomen in sich tragen, welche daraufhin zu adulten Parasiten heranreifen kénnen [146].
Dagegen sind einige Malariamedikamente, wie Artemisinin-Derivate (Artemether und
Artesunat) und Mefloquin wirksam gegen juvenilen Stadien aber weniger effektiv gegen adulte
Schistosomen [147,148]. Durch eine systematische Uberpriifung und Metaanalyse konnten
Perez del Villar et al. [146] demonstrieren, dass die Kombination aus Artemisininderivaten und
PZQ zu doppelt so hohen Heilungsraten flhrte als die alleinige Gabe von PZQ. Bedacht
werden sollte allerdings, dass durch die Anwendung von Artemisinin in
Massenbehandlungsprogrammen gegen Schistosomiasis auch die Méglichkeit des Auftretens
von Artemisinin-resistenter Malaria begunstigt werden koénnte [146]. Fur eine
Resistenzentwicklung auf PZQ gibt es auch nach dem intensiven Einsatz in vielen
endemischen Landern keine eindeutigen Beweise. Experimentell konnten jedoch Resistenzen
induziert werden, sodass die Gefahr einer durch Massenbehandlung hervorgerufenen
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Resistenz bestehen bleibt und hinsichtlich neuer antischistosomaler Wirkstoffe geforscht

werden sollte [149].

Praziquantel ist aufgrund seiner hervorragenden Vertraglichkeit und der guten Wirksamkeit
hervorragend zur Verabreichung in jahrlichen Massenbehandlungsprogrammen geeignet. Es
kann neben Gesundheitspersonal auch von z.B. geschulten Lehrern verabreicht werden, um
eine moglichst grof3e Reichweite zu erzielen. Auch wenn haufig schnelle Reinfektionen
auftreten, fuhrt die Behandlung zur Senkung der Morbiditdt und vermindert damit
Langzeitfolgen der intestinalen und urogenitalen Schistosomiasis [150].

1.9 Pravention & Kontrolle

Zur Pravention und Kontrolle der Schistosomiasis ist das Verstandnis des komplexen
Lebenszyklus und der damit verbundenen Zirkulation des Parasiten zwischen
SuRwasserschnecken und Menschen von entscheidender Bedeutung [1]. Zur Bekdmpfung
der Erkrankung miissen sektortibergreifende MalRnahmen, die Umwelt-, Verhaltens-,
Parasiten-, Vektor- und Wirtsfaktoren umfassen, durchgefihrt werden [38]. Zwar wurde
einerseits in mehreren Studien gezeigt, dass eine jahrliche Massenbehandlung mit PZQ zu
einer signifikanten Reduktion der Pravalenz und Morbiditat fihrt [151,152], andererseits wurde
festgestellt, dass trotz einiger jahrlicher Behandlungsrunden in Subsahara-Afrika, die
Pravalenz der Schistosomiasis in vielen Regionen nach wie vor sehr hoch ist [8,153].
Praziquantel stellt zwar das Rickgrat von Kontrollprogrammen dar, kann aber als einzelnes
Instrument, ohne andere flankierende  MaRnahmen, die  Transmission in
Hochpravalenzregionen nicht unterbrechen [154,155]. Es ist nicht 100% wirksam gegen adulte
Schistosoma, kann juvenile Stadien nicht abtéten und wirkt nicht praventiv gegen
Reinfektionen [156]. Ein weiteres Problem stellt der unzureichende Abdeckungsgrad mit dem
Arzneimittel dar [157]. Im Jahr 2018 wurde eine globale Abdeckung von lediglich 41,6%
gemeldet [158]. Praziquantel wird zwar oft kostenfrei zur Verflgung gestellt, aber Mittel fir den
Transport, vor allem auch in entlegene Regionen und die sichere Verabreichung unter
medizinischer Kontrolle sind nur selten gewéhrleistet [157]. Zudem wurde in vielen Landern
Uber eine geringe Compliance-Rate berichtet (< 50%) [159]. Ein moglicher Grund hierfur
konnte die Angst der Patienten vor Nebenwirkungen durch die Medikamenteneinnahme sein.
Berichten zufolge erleiden bis zu 80% der Teilnehmer von Behandlungskampagnen
voribergehende Nebenwirkungen wie Schwindel, Ohnmacht, Erbrechen und Durchfall [160].
Des Weiteren besteht bei den Patienten der Wunsch nach individueller Diagnose, um
festzustellen, ob Uberhaupt eine Infektion mit Schistosoma vorliegt, bevor entsprechende
Medikamente verabreicht werden [157]. Um einerseits die Teilnahmebereitschaft in der
Bevilkerung zu erhohen, andererseits aber auch Einfluss auf das Risikoverhalten

(Kontamination von Gewassern, Kontakt zu zerkarienhaltigem Wasser) zu nehmen, ist das
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Verstandnis Uber die Krankheit von zentraler Bedeutung [157]. Um den Lebenszyklus des
Parasiten langfristig zu durchbrechen sind aber ebenso MalRnahmen zur Verbesserung der
Wasserversorgung (z.B. Wasserqualitat, Wassermenge und Entfernung zum Wasser), der
Sanitarversorgung (z.B. Zugang zu verbesserten Latrinen, Latrinenwartung) und
Hygienepraktiken (z.B. persdnliche Hygiene, Wasseraufbereitung- und Lagerung) erforderlich
[1,157]. In den ersten 60 Jahren der Bekampfung der Schistosomiasis, als es noch keine
Medikamente flr Massenbehandlungsprogramm gab, war die Schneckenkontrolle die primare
Methode, um die Transmission zu verhindern. Dazu wurde hauptsachlich das chemische
Molluskizid Niclosamid verwendet, obwohl es auch Versuche beziiglich
Habitatveranderungen, biologischen Konkurrenten und Raubern der Schnecken gab [161].
Aufgrund der hohen Kosten, der Toxizitdt, der Umweltkontamination und der mdglichen
Resistenzentwicklung der Schnecken gegen chemische Molluskizide, sind diese fur die
Langzeiteindammung der Krankheit ungeeignet [162]. Die Forschung bewegt sich in Richtung
naturlicher Molluskizide, da viele Pflanzen potenzielle Wirkstoffe enthalten, die
umweltfreundlich und weniger toxisch sind [163].

Die Kontrolle der Schistosomiasis erfordert die integrierte Anwendung aller genannten
Methoden: Diagnostik, praventive Chemotherapie, Aufklarung und Gesundheitserziehung,
Verhaltensanderung, Verbesserung der Wasser- und Sanitéarversorgung, Schneckenkontrolle
und vielleicht irgendwann ein prophylaktischer oder Ubertragungshemmender Impfstoff
[1,38,157].

20



2. Problemstellung & Zielsetzung

2. Problemstellung & Zielsetzung

Die exakte Diagnose der Schistosomiasis ist fir die Pravention und Kontrolle der Erkrankung
von entscheidender Bedeutung [164]. Sie ermdglicht eine frihzeitige Behandlung und
verhindert dadurch die Entstehung chronischer Komplikationen. Darlber hinaus ist eine
prazise Diagnostik zur Uberwachung von Eliminationsprogrammen, bei der
Arzneimittelentwicklung und Impfstoffbewertung wichtig, da hier der Infektionsstatus Uber
einen langeren Zeitraum hinweg beobachtet werden muss [1]. Es stehen zwar verschiedene
parasitologische und immunologische Verfahren zur Diagnose der Schistosomiasis zur
Verfliigung, diese sind jedoch in Abhéngigkeit der jeweiligen Anwendungssituation nur bedingt
geeignet und weisen zum Teil nur geringe Sensitivitdten auf. Die WHO empfiehlt in
Behandlungsprogrammen den mikroskopischen Nachweis der Eier im Stuhl oder Urin
aufgrund der einfachen Handhabung im Feld [164,165]. Diese klassischen Methoden liefern
in Regionen mit hoher Pravalenz und Infektionsintensitaten zuverlassige Ergebnisse, leichte
Infektionen werden dagegen h&ufig nicht erkannt und fuhren zu Fehldiagnosen. Zudem sind
parasitologische Verfahren erst nach Ablauf der Prapatenzzeit anwendbar, da zuvor keine Eier
produziert und ausgeschieden werden. Immundiagnostische Methoden kdnnen hier eine gute
Alternative darstellen. Die Anwendung serologischer Tests ist allerdings in endemischen
Gebieten nicht sinnvoll, da die Antikérper auch nach erfolgreicher Therapie noch lange im
Korper persistieren kénnen und somit eine Unterscheidung zwischen einer aktuellen und
vergangenen Infektion nicht zulasst [166,167]. Aufgrund der einfachen und schnellen
Anwendbarkeit des POC-CCA Schnelltests, wird dieser haufig in epidemiologischen Studien
zur Diagnose aktiver Infektionen eingesetzt. Allerdings ist die Sensitivitat, vor allen in Gebieten
mit niedriger Pravalenz, nur moderat und durch mogliche Kreuzreaktionen mit anderen
Helmintheninfektionen sind falsch positive Ergebnisse mdéglich [87]. Hochsensitive Tests sind
notwendig, um akute Infektionen, Infektionen mit geringer Intensitat und Therapieversager
diagnostizieren zu kénnen. Als geeignetes Instrument fiir diese Anwendungsbereiche wurde
der molekulare Nachweis parasitarer DNA mittels PCR-Methoden erkannt [168]. Frei
zirkulierende DNA-Fragmente werden von Parasiten in verschiedene Koérperfllissigkeiten
freigesetzt und kénnen hier durch PCR-Analysen nachgewiesen werden [52,169]. Gerade zur
Diagnose leichter Infektionen haben sich DNA-Nachweistests als deutlich tberlegen erwiesen
[52]. Das Ergebnis molekularer Nachweismethoden hangt allerdings direkt von der Quantitat
und Qualitat des eingesetzten DNA-Templates ab. Von daher spielen die Art der Probe, die
Probenkonservierung, die Probenlagerung sowie die DNA-Extraktion aus diesen Proben eine
zentrale Rolle. Die erstrebenswerteste Probe ware Urin, da dieser leicht verfligbar ist, die
Probensammlung nicht invasiv ist und Urinproben leicht in Schulen und Kliniken gesammelt
werden konnen. Eine weitere Mdglichkeit ist die Verwendung von dried blood spots (DBSSs),

da hier lediglich Blut aus der Fingerbeere entnommen werden muss und keine
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Venenblutentnahme notwendig ist. Zurzeit liegen jedoch nur begrenzte Daten zur Verwendung
verschiedener klinischer Probenmaterialien im Vergleich vor. Ob die Methode der Real-Time
PCR aufgrund der Madglichkeit der quantitativen Analyse, zur Uberprifung des
Therapieerfolges verwendet werden kann, wurde ebenfalls noch nicht hinreichend untersucht.
Deshalb war das Ziel dieser Arbeit die diagnostische Leistung der Real-Time PCR zum
Nachweis von S. mansoni spezifischer DNA in Stuhl,- Urin- und Blutproben mit den
Ergebnissen des KK-Verfahrens und des POC-CCA-Tests zu vergleichen. Darlber hinaus
wurden verschiedene Arten der Probenkonservierung getestet. Des Weiteren wurde die
serumbasierte Real-Time PCR-Methode genutzt, um den Verlauf der DNA vor und nach der
Behandlung mit PZQ zu beobachten und damit grundlegende Daten fiir die Uberprifung der
Therapie zu generieren. Zur Beurteilung der Wirksamkeit von PZQ ist ein prazises
Diagnoseinstrument notwendig, da eine geringe Anzahl Uberlebender Parasiten die
Unterbrechung der  Transmission  verhindert und damit den Erfolg von
Bekdmpfungsmalinahmen zunichte machen kann. Deshalb sind empfindlichere
Nachweisverfahren sowohl im klinischen Umfeld fir frihe Diagnosen als auch in

epidemiologischen Studien, insbesondere in Eliminationsphasen, erforderlich.

Zum Verstandnis der Epidemiologie und Kontrolle der Krankheit sind ebenfalls Kenntnisse
Uber die Zwischenwirte, deren Verbreitung und Lebensraumpréaferenz entscheidend [170]. In
der vorliegenden Arbeit wurden deshalb malakologische Studien im Rahmen des
Pilotprojektes ,Proof of concept study on sustainable schistosomiasis elimination through an
integrated community based approach on ljinga Island, Mwanza, Northwestern Tanzania“
durchgefihrt. Das Ziel dieses 5-jahrigen Projektes ist eine nachhaltige Kontrolle der
Erkrankung Schistosomiasis durch einen multidisziplindren Ansatz zu bewirken. Folgende

Malnahmen stehen dabei im Vordergrund:

1. Intensiviertes Therapieprogramm, das wiederholte Behandlungen aller

Inselbewohner (sowohl Erwachsene als auch Kinder) vorsieht

2. Mehrfache Gesundheitsaufklarung um das Bewusstsein fir die Schistosomiasis
und den damit verbundenen schwerwiegenden Komplikationen zu scharfen und

dadurch zu Verhaltensdnderungen beizutragen
3. Verbesserung der Wasser- und Sanitarversorgung

Die Hauptziele der malakologischen Analysen war Transmissions-Hotspots in den
Ufergebieten der Insel ljinga zu identifizieren und zu Uberprifen, ob die Analyse der
Zwischenwirte  als  Monitoring-Tool  fir  die  Effektivitat der  durchgefiihrten

Behandlungskampagnen der Inselbewohner verwendet werden kann.

Folgende konkrete Ziele wurden im Rahmen der vorliegenden Dissertation bearbeitet:
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1. Untersuchungen anhand humaner Proben:

Performance des Nachweises von S. mansoni DNA in Stuhlproben mittels
Real-Time PCR im Vergleich zum mikroskopischen KK-Verfahren und urinbasiertem
POC-CCA-Schnelltest

Verwendung von Serum, Urin oder DBSs fir die Diagnose der durch S. mansoni
verursachten Schistosomiasis mittels Real-Time PCR im Vergleich zu den klassischen
Methoden

Verwendung der serumbasierten Real-Time PCR zum Nachweis von S. mansoni DNA
vor und nach Behandlung mit Praziquantel

Performance der KK-Methode, des POC-CCA-Tests und der serumbasierten

Real-Time PCR in Abhangigkeit vom HIV-Status

2. Malakologische Untersuchungen auf der Insel ljinga:

Identifizierung der Zwischenwirtschnecken in der Studienregion

Identifizierung von Transmissions-Hotspots via Real-Time PCR-Analysen der
Schnecken hinsichtlich Infektionen mit S. mansoni

Korrelation der Schneckenhaufigkeit mit physikochemischen Wasserwerten,
biotischen Faktoren und Wasserkontaktverhalten der Inselbevélkerung

Spiegeln sich Pravalenzverdnderungen von S. mansoni in der menschlichen
Bevolkerung durch die Behandlung mit PZQ im Zwischenwirt wieder und kdnnen
Untersuchungen der SuiuRwasserschnecken demzufolge zur Beurteilung von

KontrollmafRnahmen verwendet werden?
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3. Material & Methoden

3.1 Studienorte und Studienteilnehmer

Mwanza ist die zweitgréRte Stadt Tansanias und liegt direkt am Ufer des Viktoriasees im
Nordwesten des Landes. Bei der letzten Volkszahlung 2012 wurden 706.453 Einwohner
registriert [171]. Mwanza ist die Hauptstadt der gleichnamigen Region Mwanza, welche in
sieben Distrikte unterteilt ist: llemela, Kwimba, Magu, Misungwi, Nyamagana, Sengerema und
Ukerewe [172]. Schatzungen zufolge leben etwa eine Mio. Menschen dieser Region in
Uferndhe des Viktoriasees und damit in den Gebieten, die die hdchste Pravalenz von
S. mansoni aufweisen [173]. Die Region ist durch ein tropisches Klima mit zwei Regenzeiten
gekennzeichnet, einer kurzen Regenzeit von Oktober bis Dezember und einer langen
Regenzeit von Marz bis Mai. Der jahrliche Niederschlag betragt im Durchschnitt 1.200 mm und

die durchschnittliche Jahrestemperatur betragt 26,5°C.

Die in dieser Arbeit vorgestellte Querschnittsstudie zur Real-Time PCR-Diagnostik aus
Stuhlproben wurde im Marz 2015 in einer Schule in Kayenze (llemela Distrikt) bzw. in einer
Schule in Chabula (Magu Distrikt) durchgefuhrt. Das Studienkollektiv setzte sich aus 305
Schulkindern im Alter von 7-16 Jahren zusammen. Beide Schulen befanden sich in

unmittelbarer Nahe zum See.

Die Studien zur Validierung der Real-Time PCR-Methode aus verschiedenen humanen
Probenmaterialien bzw. zur Therapiekontrolle wurden im Méarz bzw. Juli 2018 ebenfalls in der
Gemeinde Kayenze, am Sudufer des Viktoriasees durchgefiihrt. Da hier neben Stuhl- und
Urinproben auch mehrfache Blutabnahmen erforderlich waren, wurden in die Studien nur
erwachsene Teilnehmer zwischen 17 und 70 Jahre eingeschlossen. Eine in den letzten zwolf
Monaten erhaltene Behandlung mit PZQ galt als Ausschlusskriterium fur die Partizipation. Die
Mehrheit der in Kayenze lebenden Bevdlkerung ist vom See abhangig um ihren taglichen
Wasserbedarf zu decken (Trinken, Kochen, Baden, Geschirr und Wéasche waschen usw.) bzw.
um ihren beruflichen Aktivitaten, wie der Fischerei oder Landwirtschaft nachzugehen. Die
Region ist endemisch fur S. mansoni [174-176] und die Intensitat der Infektion durch den
haufigen beruflichen Wasserkontakt auch im Erwachsenenalter hoch [75]. Jahrliche
Massenbehandlungen mit den Medikamenten PZQ und Albendazol gegen
Helmintheninfektionen finden nur innerhalb der Schulen statt, jedoch nicht in der erwachsenen
Bevolkerung [174].

Die Pilotstudie zur Elimination der Schistosomiasis und die innerhalb dieses Projektes
durchgefiihrten malakologischen Untersuchungen fanden auf der Insel ljinga statt. Die Insel
liegt im Viktoriasee unweit des Festlands und gehdrt zum Magu Distrikt. Im Dezember 2016

wurde innerhalb des Eliminationsprojektes eine permanente Einwohnerzahl von 1.850 ermittelt
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(Zahlung von Haus zu Haus). Die Inselgemeinde besteht aus den funf Doérfern Kashishi,
Mwamalangale, Ngambaji, llago und Igadi. Subsistenzlandwirtschaft, Fischerei und Viehzucht
bilden die Existenzgrundlage der meisten Bewohner. Da zu Projektbeginn nur der See als
Wasserquelle zur Verfligung stand, wurde das Seewasser permanent als Hauptwasserquelle
fur den Hausgebrauch, zur landwirtschaftlichen Bewasserung etc. verwendet. Die Projektziele
umfassen neben einer Verbesserung der Wasser- und Sanitdrversorgung auch eine
Reduzierung der Pravalenz mithilfe eines intensivierten Behandlungsprotokolls der gesamten
Bevolkerung. Dazu wurden von Marz 2017 bis Dezember 2017 vier Behandlungsrunden mit
PZQ durchgefuhrt, wobei alle Altersgruppen einbezogen wurden. Die ersten drei
Behandlungen wurden im monatlichen Abstand durchgefiihrt, die vierte Medikation folgte ein
viertel Jahr spater. Um den Verlauf der Préavalenz nach den jeweiligen Behandlungen
Uberprifen zu koénnen, wurden regelméRige Untersuchungen einer Sentinelgruppe
durchgefuhrt. Diese bestand aus 223 Schulkindern, welche jeweils nach der Chemotherapie
bzw. nach der vierteljahrigen Behandlungspause mittels der KK-Methode Uberwacht wurden.

3.2 Ethik und Zustimmung zur Teilnahme

Alle Studienteilnehmer wurden umfassend lber die jeweiligen Studien informiert und haben
eine schriftiche Einverstandniserklarung (in  Suaheli Ubersetzt) unterschrieben. Bei
Minderjahrigen wurde die schriftliche Einwilligung durch die Eltern oder gesetzlichen Vertreter
erteilt. Bei Analphabeten wurde ein Fingerabdruck als ,Unterschrift* der Einwilligungserklarung
verwendet, nachdem eine klare mindliche Beschreibung der Studieninhalte erfolgt war. Die
Teilnahme war stets freiwillig und kostenlos. Alle Studienteilnehmer, bei denen eine
Schistosomiasis durch die mikroskopischen Untersuchungen oder den POC-CCA-Test
diagnostiziert wurden, wurden mit Praziquantel (WHO empfohlene klinische Dosis: 40 mg/kg

Kdrpergewicht) behandelt.
Fur alle Studien wurden Ethikantrége gestellt und wie nachfolgend aufgefiihrt, genehmigt:

¢ Die Studie ,Comparison of sensitivity and specificity of three diagnostic tests to detect
Schistosoma mansoni infections in school children in Mwanza region, Tanzania“ wurde
von der Ethikkommission der Catholic University of Health and Allied Sciences
(CUHAS), Mwanza, Tansania, unter dem Titel ,Pilot study to evaluate the sensitivity of
a modified technigue of Schistosoma CCA detection in urine“ geprift und genehmigt
(Zertifikat-Nr. CREC/062/2014).

e Die Studie ,Diagnostic accuracy and applicability of molecular approaches for the
detection of schistosome DNA in human blood and urine samples pre- and post-
treatment® wurde sowohl von der Ethikkommission der CUHAS Universitat, Mwanza,
Tansania (Zertifikat-Nr. CREC/243/2017) als auch vom National Institute for Medical
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Research (NIMR), Dar es Salaam, Tansania (Zertifikat-Nr.
NIMR/HQ/R.8a/Vol.IX/2679) geprift und ausdricklich genehmigt.

e Fir die Studien auf der Insel ljinga unter dem Titel ,Proof of concept study on
sustainable schistosomiasis elimination through an integrated community based
approach on ljinga Island, Mwanza, Northwestern Tanzania®, lagen Ethikvoten vom
NIMR Dar es Salaam (Zertifikat-Nr. MR/53/100/434), vom Lake Zone Institutional
Review Board, NIMR, Mwanza, sowie der Ethikkommission der CUHAS Universitéat vor
(Zertifikat-Nr. CREC/156/2016). Zudem wurden Genehmigungen der Regional- und

Bezirksverwaltungen der Region Mwanza und des Magu Distrikts, eingeholt.

3.3 Labormethoden

3.3.1 Mikroskopische Stuhluntersuchung mittels Kato-Katz Technik

Bei der KK-Technik handelt es sich um ein qualitatives und semi-quantitatives
mikroskopisches Verfahren zum Nachweis der Eier von Schistosoma spp., Ascaris
lumbricoides, Trichuris trichiura und Hakenwirmern in Stuhlproben. In der vorliegenden Arbeit
wurde nach folgendem Standardprotokoll vorgegangen [83,177]: Zunachst wird die Stuhlprobe
mit einem Spatel durch einen Sieb gedriickt, um groRe Partikel zu entfernen. Eine Schablone,
welche ein Loch definierter Gré3e und Dicke enthalt, wird auf einem Objekttrager platziert.
Das Loch wird daraufhin mit der gesiebten Probe befillt und die Schablone anschliel3end
wieder entfernt. Die sich nun auf dem Objekttrager befindende Probe (41,7 mg) wird mit einem
in Malachitgriin-Glycerin-Lésung getrankten Stiick Zellophan abgedeckt. Anschlie3end wird
ein zweiter Objekttrager dariber gelegt und vorsichtig nach unten gedrickt, sodass die
Stuhlprobe unter dem Zellophan gleichmaRig verteilt wird. Der obere Objekttrager wird danach
wieder entfernt. Dieses Stuhlquetschpraparat wird nach 24 h systematisch unter dem
Mikroskop untersucht, die Anzahl der Eier im gesamten Praparat gezahlt und mit 24

multipliziert, um die Anzahl der Eier pro Gramm Stuhl (EPG) zu erhalten.

Die WHO empfiehlt die KK-Technik zur Diagnose der intestinalen Schistosomiasis in Regionen
mit Pravalenzen > 10-50%. Dabei sollen zwei dicke Stuhlausstriche von einer Stuhlprobe
angefertigt und mikroskopiert werden. In den vorliegenden Studien wurden die beiden
Ausstriche von zwei erfahrenen Labortechnikern unabhangig voneinander auf Eier von
S. mansoni untersucht. Zur Qualitatssicherung wurden 10% der negativen und positiven
Praparate von einem dritten Laboranten gegengeprift. Zur Quantifizierung wurde der
Mittelwert EPG beider KK-Ausstriche berechnet und die Intensitat der S. mansoni Infektion
nach WHO Angaben als leicht (1-99 EPG), moderat (100-399 EPG) oder schwer (> 400 EPG)
kategorisiert [84].

26



3. Material & Methoden

3.3.2 Urinbasierter POC-CCA Schnelltest

Der POC-CCA-Kassettentest wird zum qualitativen Nachweis einer aktiven Infektion mit
Schistosoma spp. verwendet. Bei diesem Schnelltest wird das sogenannte zirkulierende
kathodische Antigen (CCA) nachgewiesen, welches von adulten Schistosomen tber Vomitus
ins Blut des Wirtes abgegeben und zum Grof3teil tber Urin ausgeschieden wird [103]. Dieses
Parasitenantigen ist bei allen Schistosoma-Spezies nachweisbar, die Sensitivitat
unterscheidet sich jedoch zwischen den Arten [104]. Die héchsten CCA-Konzentrationen
finden sich bei S. mansoni-Infektionen, weshalb der Test besonders gut fir die Diagnose der
intestinalen Schistosomiasis geeignet ist. Laut Hersteller kénnen mittlere bis schwere
Infektionen mit S. haematobium ebenfalls nachgewiesen werden. In Versuchen mit Pavianen
konnte gezeigt werden, dass der Schnelltest Ergebnisse ab einer Infektion mit ca. 50 Wirmern
als positiv ausgibt [105]. In mehreren Studien wurde dargelegt, dass aus der Farbintensitat der
Testbande Rickschlisse auf die Infektionsintensitat gezogen werden konnen [46,107].

In der vorliegenden Arbeit wurde der POC-CCA-Test nach Herstellerangaben
(Rapid Diagnostics, Pretoria, Suidafrika) durchgefuihrt und die Testergebnisse nach einer

Vier-Punkte-Skala bewertet: negativ, 1+ (einschlie3lich Spuren), 2+ und 3+.

3.3.3 Nachweis von S. haematobium

Zum Nachweis von Infektionen mit S. haematobium wurde ein zweistufiger Ansatz verwendet,
bei dem nur Hamaturie-positive Urinproben durch anschlieBende Urinfiltration
weiteruntersucht werden [178]. Dazu wurden zunachst alle Urinproben mithilfe eines
Urinteststreifens (Roche Combur 9) auf Mikrohdmaturie untersucht. Der Reagenzstreifen
wurde kurz in Urin getaucht und das Testergebnis ein bis zwei Minuten spater im direkten
Vergleich zur mitgelieferten Farbskala abgelesen. Von den Mikrohamaturie-positiven Proben
wurden 20 ml Urin durch einen Spritzenfilter mit 20 um Maschenweite gedrtickt (Millipore Art.
Nr. NY2002500). Daraufhin wurden die Filter mikroskopisch auf das Vorhandensein von
S. haematobium-Eiern untersucht [178—180]

3.3.4 Probenhandling und DNA Extraktion (Stuhlproben, Urinproben, Serum, DBS,
Urinfilter)

Je nach Art der Probe mussten fiir den Transport nach Deutschland zunéchst verschiedene
Schritte zur Konservierung des Probenmaterials bzw. zur Stabilisierung der DNA (Schutz vor
Degradation) durchgefuihrt werden. Die DNA wurde anschlieBend mit den fir die jeweiligen
Anwendungen geeigneten, kommerziell erhaltlichen Kits extrahiert. Im nachfolgenden wird die

Vorgehensweise fir die unterschiedlichen Probenmaterialien beschrieben.

1. Stuhlproben: Die Konservierung der Stuhlproben erfolgte durch Zugabe von Ethanol 70%.

Der Transport und die Lagerung fanden bei Raumtemperatur (RT) statt. Unmittelbar vor der
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Extraktion der DNA musste das Ethanol wieder entfernt werden. Dazu wurde die
Stuhl-Ethanol-Suspension fiir 1 Minute bei 9.500 g zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Das Pellet wurde anschlieBend zweimal mit je 1 ml PBS gewaschen. Die DNA wurde
anschlielend mit dem QIAamp® DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) isoliert.

Zur Eluierung wurden 200 ul Puffer AE verwendet.

2. Serum: Das in speziellen Serumréhrchen abgenommene Vollblut wurde fur 5 Minuten bei
1.200 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen tberfuihrt und
erneut zentrifugiert (15 Minuten bei 3.000 g). Beide Zentrifugationsschritte wurden bei
Raumtemperatur durchgefihrt. Der hieraus gewonnene Uberstand wurde in ein 2 ml
Kryor6hrchen pipettiert und bei -20°C gelagert und transportiert. Die DNA-Extraktion erfolgte
aus 2 ml aufgetautem Serum (bei RT) und wurde mit dem QlAamp® Circulating Nucleic Acid
Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) laut Herstellerangaben durchgefuhrt. Zur Eluierung wurden
50 ul Puffer AVE verwendet.

3. Urinproben: Um das Wachstum von Bakterien und Pilzen zu verhindern, Viren zu
inaktivieren und DNA vor Degradation zu schitzen, wurden die Urinproben mit einem
speziellen Urinkonservierungsmittel der Firma Norgen® (Thorold, Kanada) versehen. Dazu
wurde eine Einzeldosis des Reagenz (Norgen's Urine Preservative) zu je 15 ml frischem Urin
gegeben, gemischt und die Proben anschlieRend bei Raumtemperatur gelagert. Zur Extraktion
wurden jeweils 4 ml des konservierten Urins eingesetzt und ebenfalls das QlAamp®
Circulating Nucleic Acid Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet. Die Eluierung erfolgte
in 50 pl Puffer AVE.

4. Dried blood spots: Zur Praparation der DBSs wurden Whatman® 903 Protein Saver cards
(GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ, USA) verwendet. Auf jedes der vier
Probenfelder wurden 125 ul EDTA-BIut aufgetragen und die Karten anschlieBend, geschitzt
vor direktem Sonnenlicht, getrocknet. Nach ca. 3 h Trocknungszeit wurden die DBSs einzeln
in Zip-Beutel mit Trockenmittel verpackt und bis zur weiteren Bearbeitung bei Raumtemperatur
gelagert. Zur DNA-Extraktion wurden mithilfe einer Harris Uni-Core Stanze (Qiagen, Hilden,
Deutschland) acht Kreise mit einem Durchmesser von je 6 mm ausgestanzt. Je zwei dieser
ausgestanzten Papiere wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefal? mit 200 pl PBS uberfihrt
(insgesamt vier Reaktionsgefal3e pro DBS) und fir 16-18 h bei RT und 300 U/min inkubiert.
AnschlieBend wurden die Proben 2 min bei 8.000 rpm (RT) zentrifugiert und der Uberstand
aller vier Reaktionsgefal3e der gleichen Probe auf ein QlAamp® Mini Spin-S&ulchen
Ubertragen. Die DNA wurde daraufhin mit dem QlAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden,

Deutschland) laut Herstellerprotokoll isoliert und in 30 ul Puffer AE eluiert.

Alle Eluate wurden bei -20°C gelagert.
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3.3.5 Real-Time PCR

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) stellt ein automatisiertes Verfahren zur
Vervielfaltigung eines beliebigen DNA-Abschnitts zwischen zwei Oligonukleotid-Primern, die
gegenlaufig an komplementare Strange gebunden sind, dar [181]. Theoretisch ist mit dieser
Technik eine exponentielle Vervielféaltigung der DNA mdglich. Bei der klassischen PCR erfolgt
der Nachweis der amplifizierten Sequenz am Ende der Reaktion und erfordert eine
nachfolgende Gelelektrophorese und Bildanalyse. Bei der Methode der Real-Time PCR entfallt
diese Art der Post-PCR Analyse, da die PCR-Amplifikation und der PCR-Nachweis in einem
Schritt kombiniert werden [182,183]. Zudem bietet dieses Verfahren, durch den Einsatz
fluoreszierender Farbstoffe, die Moglichkeit der Quantifizierung. In der vorliegenden Arbeit
wurden TagMan-Sonden verwendet. Diese besitzen neben dem Reporter-
Fluoreszenzfarbstoff einen sogenannten Quencher, der das Fluoreszenzsignal ,l6scht®. Bei
der Synthese des DNA-Doppelstrangs wird die gebundene Sonde, durch die zusatzliche 5'-3'-
Exonuklease-Aktivitat der Tag-Polymerase, abgebaut. Dabei entfernen sich Fluorophor und
Quencher voneinander und ein steigendes Fluoreszenzsignal kann detektiert werden. Da die
Menge der erzeugten PCR-Produkte (Amplikons) im direkten Verhaltnis zum Anstieg des
Fluoreszenzsignals steht, ist eine Quantifizierung hinsichtlich der DNA-Menge im eingesetzten

Template moglich.

Der Prozess der Real-Time PCR wir in einem Real-Time Thermocycler durchgefihrt und

besteht in der Regel aus 40 Zyklen, wobei sich jeder Zyklus aus drei Schritten zusammensetzt:

1. Denaturierung: Doppelstrangige Ausgangs-DNA (dsDNA) wird durch Erhitzen auf 95°C in

einzelstrangige DNA (ssDNA) ,aufgeschmolzen®

2. Annealing: Hybridisierung der fur die Zielsequenz spezifischen Primer an komplementare
Sequenzen; gewahlte Temperatur basiert auf der errechneten Schmelztemperatur (Twm) der

Primer (typischerweise 5°C unter der Ty der Primer)

3. Elongation: Primer-Verlangerung durch Aktivitat der DNA-Polymerase bei 70-72°C. Bei sehr

kurzen Amplikons kann dieser Schritt mit Annealing-Schritt kombiniert werden.

3.3.5.1 Zielsequenz und verwendete Primer

Die in dieser Arbeit verwendetet Real-Time PCR war spezifisch fur eine 121 bp tandem repeat
Sequenz von S. mansoni SM1-7 (GenBank Zugangsnummer M61098), welche von
Hamburger et al. [184] beschrieben wurde. Das verwendete Primer/Sonden-Set bestand aus
einem Forward-Primer Sm 5'-CCG ACC AAC CGT TCT ATG A-3'; einem Reverse-Primer Sm
5'CAC GC TCT CGC AAA TAA TCT AAA-3' [185]; und einer Sonde Sm 5'-[FAM] TCG TTG
TAT CTC CGA AAC CAC TGG ACG [(BHQ1])-3T122]. Das Primer/Sonden-Set wurde zur

Analyse aller Probenarten (Stuhl, Blut, Urin und Schnecken) genutzt.
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Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins Genomics, Ebersberg,

Deutschland synthetisiert.

3.3.5.2 Real-Time PCR Amplifikation

Jeder Reaktionsansatz setzte sich aus 1x QuantiFast Pathogen Master Mix (QuantiFast ®
Pathogen PCR + IC Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland), 400 nM Forward- und Reverse-Primer,
200 nM Sonde und 2,5 pl Template zusammen (Gesamtvolumen 25 pl). Das Real-Time PCR
Programm bestand aus folgenden Schritten: 5 min bei 95°C, gefolgt von 40
aufeinanderfolgenden Zyklen von 15 s bei 95°C und 30 s bei 60°C. Die Real-Time PCR wurde
mit dem Applied Biosystems™ StepOneTM Real-Time -PCR-System durchgefiihrt. Das
Ergebnis wurde als Schwellenwertzyklus (Ci-Wert) ausgegeben. Dieser beschreibt den
Amplifikationszyklus, wo das Fluoreszenzsignal die Hintergrundfluoreszenz tberschreitet und
ist umgekehrt proportional zur Menge der entsprechenden Nukleinsauren in der Probe (je

niedriger der C-Wert, desto gréRer die DNA-Ausgangsmenge in der Probe).

In jedem PCR-Lauf wurde eine Non-Template Kontrolle (C; = 0) und eine S. mansoni positiv
Kontrolle mitgefihrt. Letztere bestand je nach zu testender Probenart aus extrahierter DNA
aus einer Suspension mit 100 S. mansoni-Eiern oder aus DNA von im Labor mit S. mansoni
infizierten Biomphalaria-Schnecken (beides wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe
von Professor Grevelding, Justus-Liebig-Universitat Giel3en zur Verflgung gestellt). Zudem
wurde in jedem PCR-Reaktionsgefal? eine interne Kontrolle (im QuantiFast ® Pathogen PCR
+ IC Kit bereits enthalten) zur Uberprufung der erfolgreichen Amplifikation und zum Ausschluss
von PCR-Inhibitoren (C; < 33) verwendet (Abbildung 1).
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Abbildung 2: Typischer Amplifikationsplot der Real-Time PCR. Rn (Quotient aus
Fluoreszenzfarbstoff der verwendeten Sonde und Referenzfarbstoff) ist gegen die Anzahl der Zyklen
aufgetragen. Positive Kontrolle (a), Testproben (b) und interne positive Kontrollen (c) (modifiziert nach
Fuss et al. 2019 [186].
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3.3.5 HIV Testung

Die Untersuchung der Patienten auf eine HIV-Infektion erfolgte nach den nationalen
tansanischen HIV-Richtlinien, in welchen die Verwendung von Schnelltests zum qualitativen
Nachweis einer Infektion empfohlen wird [187]. Gemal den nationalen Anforderungen wurden
die Studienteilnehmer sowohl vor als auch nach dem HIV-Test beraten. Nach dem nationalen
Testalgorithmus wird eine HIV-Infektion auf der Grundlage von Ubereinstimmenden
Ergebnissen von zwei oder drei seriell durchgefuhrten HIV-Schnelltests bestétigt. Der zweite
Test sollte nur durchgefuihrt werden, wenn der erste Test positiv ist und der dritte Test nur,
wenn die beiden ersten Tests keine Ubereinstimmenden Resultate aufweisen. In der hier
dargestellten Studie wurden die beiden Schnelltests Determine® (Alere Determine, Chiba,
Japan) und UNI-GOLD® (Trinity Biotech PLC, Bray, Irland) verwendet. Zeigten beide Tests
keine Ubereinstimmung, wurde ein dried blood spot fir einen zusatzlichen ELISA-Test
angefertigt. Alle Tests wurden laut Herstellerangaben durchgefihrt.

3.4 Malakologische Untersuchungen

3.4.1 Schneckensammlung

Zur Sammlung der Schnecken wurden Stellen entlang der Uferlinie ljingas gewahlt, die
regelmafig von der Bevdlkerung aufgesucht wurden, um den hauslichen Wasserbedarf zu
decken. Zwei erfahrene lokale Forschungsassistenten fihrten intensive Befragungen der
Inselbevdlkerung durch, um die an den Sammelstellen stattfindenden Arten zur
Wassernutzung zu ermitteln. Folgende Aktivitaten wurden dabei erfasst: 1. Waschen/Baden,
2. Geschirr spulen, 3. Wasser holen, 4. Schwimmen/Spielen, 5. Defékation, 7. Wasche
waschen, 8. Zweirad waschen, 9. durchwaten , 10. Fischfang, 11. landwirtschaftliche Nutzung.

Daruber hinaus wurden Beobachtungen zu Aktivitaten rund um die Wasserstellen notiert.
Die Positionen aller 16 Sammelpunkte wurden mit einem tragbaren GPS erfasst und kartiert.

Die erste Schneckensammlung fand im Februar/Méarz 2016, vor Beginn der langen Regenzeit
statt. Fur die Sammlung wurden Kescher verwendet, die durch die Vegetation gestreift wurden
[22]. Hangengebliebene Schnecken wurden mit Pinzetten abgesammelt und in beschriftete
Behalter Uberfihrt. Die gesammelten Schnecken wurden anhand ihrer morphologischen
Merkmale mit dem "Key to the identification of East and Central African freshwater snails of

medical and veterinary importance” [188] bestimmit.

Die zweite Sammlung von Schnecken fand im Februar 2018 an den gleichen Stellen wie zuvor
statt. Zwischen erster und zweiter Sammlung wurde nahezu die gesamte Bevdlkerung ljingas

viermal mit dem Medikament PZQ behandelt.

Zu beiden Untersuchungszeitpunkten wurden die Schnecken der Gattung Biomphalaria in

absolutem Ethanol konserviert und zur weiteren Analyse nach Wirzburg transportiert.
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Aufgrund der bekannten Nachteile und der Unterschatzung der Anzahl durch Schistosoma
infizierter Schnecken, wurde der klassischerweise angewendete ,cercarial shedding test* in
unseren Studien nicht durchgefuhrt [189,190].

3.4.2 DNA Extraktion

Von jeder Sammelstelle wurden maximal 50 zufallig ausgewéhlte Schnecken fir die
DNA-Extraktion verwendet. Die Schnecken wurden mit Pinzetten vorsichtig aus dem
Schneckenhaus geldst und anschlieBend zur Entfernung des Ethanols dreimal mit PBS
gewaschen. Dazu wurden die Schnecken in 2,0 ml Reaktionsgefal3e uberfuhrt, je 1 ml PBS
zugegeben und 1 min bei 8.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
eben beschriebene wiederholt. Danach wurde jede Schnecke mit 500 pl PBS versehen und
die Extraktion mit dem Qiagen QlAamp® cador® Pathogen Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) durchgefiihrt (einschlieBlich des Vorbehandlungsprotokolls ,Rapid Partial
Disruption of Tissue®). Die extrahierte DNA wurde in 150 pl Puffer AVE eluiert.

3.4.3 Real-Time PCR

Die Real-Time PCR Methode wurde, wie bereits unter Punkt 3.3.5.1 ,Zielsequenz und
verwendete Primer‘ bzw. Punkt 3.3.5.2 ,Real-Time PCR Amplifikation“ beschrieben,
durchgefihrt.

3.4.4 Sequenzierung

Schnecken der Gattung Biomphalaria konnen sowohl als Zwischenwirt flir S. mansoni als auch
fur S. rodhaini fungieren. Bei der Verwendung der Sequenz SM 1-7 als Zielsequenz kénnen
Kreuzreaktionen auftreten. Zur genauen Analyse wurden deshalb ca. 20% der positiv auf
S. mansoni getesteten PCR-Amplifikationsprodukte zusétzlich einer DNA-Sequenzierung in
beide Richtungen (Forward- und Reversprimer) unterzogen (Microsynth Seqglab, Géttingen,
Deutschland). Die beiden Ergebnisse einer Probe wurden mit dem Global Alignment Tool
(NCBI-BLAST) (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) [191-193] zusammengefihrt und

hinsichtlich Sequenziibereinstimmungen mit S. mansoni bzw. S. rodhaini unter Verwendung

des Tools WormBase (https://parasite.wormbase.org/index.html) tberprift [194,195].

3.4.5 Wasserparameter

An allen Sammelpunkten wurden folgende Wasserwerte mit einem tragbaren Multimeter
(PCE-PHD 1) (PCE Germany GmbH, Meschede, Deutschland) gemessen: Temperatur (°C),
pH-Wert, Leitfahigkeit (mS), Salzgehalt (%) und geldster Sauerstoff (mg/L). Zudem wurde die
Art und Haufigkeit (geschatzt in %) der Vegetation notiert.
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3. Material & Methoden

3.5 Statistik

3.5.1 Analyse der verschiedenen diagnostischen Tests aus humanen Probenmaterial
Die Analyse der gesammelten Daten wurde mit den Programmen Microsoft Excel 2013
(Microsoft Corporation, Redmond, USA), IBM SPSS™ Statistics Version 24 (SPSS Inc.,
Chicago, USA) und Software R Version 3.5.0 (The R Foundation for statistical Computing,
Wien, Osterreich) durchgefiihrt. Die Ergebnisse der diagnostischen Tests wurden zur
Auswertung in binare Variablen umcodiert (1 = positiv und 0 = negativ). Die kategorischen
Variablen wurden als Haufigkeiten und Prozentsétze dargestellt. Alle kontinuierlichen
Variablen wurden mit einem univariaten Test analysiert und als Mittelwert oder Median mit
Standardabweichung angegeben. Der arithmetische Mittelwert der S. mansoni Eier pro
Gramm Stuhl (MWEPG) wurde aus den Eizahlen von je zZwei
KK-Ausstrichen berechnet. Die Mittelwerte der verschiedenen Gruppen der Studienteilnehmer
(Geschlecht, Alter) wurden mit dem t-Test (zwei Gruppen) oder ANOVA (mehr als zwei
Gruppen) verglichen. Anhand der WHO-KIlassifikation wurde die Intensitéat der Infektion als
leicht (1-99 EPG), mittel (100-399 EPG) oder schwer (> 400 EPG) kategorisiert [84]. In einem
Teil der hier vorgestellten Studien wurde zudem die Intensitéat der Infektion Uber die
Farbintensitat der POC-CCA-Testbande (leicht = 1+, mittel = 2+ und schwer = 3+) und dem
Zyklusschwellenwert (C-Wert) der Real-Time PCR (leicht = C; 2 30, schwer = C; < 30)
bestimmt. Zur Validierung der Diagnosemethoden wurde in Abh&ngigkeit der jeweiligen Studie
die latente Klassenanalyse (LCA) [196,197] bzw. eine Kombination der positiven
Testergebnisse der serumbasierten Real-Time PCR und/oder der KK-Methode verwendet
[198]. Um die Sensitivitat und Spezifitat mithilfe der LCA zu berechnen, wurde das
poLCA-Paket fir R verwendet [199,200]. Die Ergebnisse der Mikroskopie, des
POC-CCA-Tests und der stuhlbasierten Real-Time PCR wurden hierbei als Indikatoren fur
eine zugrunde liegende latente Klasse kombiniert. Die dadurch ermittelte ,wahre
Krankheitsklasse® wurde mit den tatsdchlich beobachteten Testergebnissen in Beziehung
gesetzt. Bei der Verwendung der kombinierten Referenz wurde fir beide verknipften
Testmethoden eine Spezifitdt von 100% angenommen. Deshalb wurden bei diesem Modell
nur die Sensitivitat und der negative Vorhersagewert (NPV) berechnet. Der Kappa-Koeffizient
(k) wurde als UbereinstimmungsmalR fiir die verschiedenen diagnostischen Assays
angewandt. Um Korrelationen zwischen C-Werten, EPG Stuhl und Intensitdten der
POC-CCA-Testbande zu untersuchen wurden Korrelationstests nach Spearman- (rs) bzw.
Kendall-Tau (1) durchgefuhrt. Der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test wurde fiir Vergleiche der
mittleren C-Werte genutzt. Um signifikante Unterschiede in der Haufigkeitsverteilung der
Referenz und den anderen eingesetzten Tests zu ermitteln, wurde der McNemar-Test
verwendet. Bei allen statistischen Analysen wurde ein p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant
angesehen.
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3.5.2 Malakologische Datenanalyse

Die gesammelten Daten der malakologischen Studien wurden ebenfalls tabellarisch in
Microsoft Excel 2013 dokumentiert und die statistischen Analysen mithilfe des Programms IBM
SPSS™ durchgefihrt. Die GPS-Koordinaten der Sammelstellen wurden zur Erstellung von
Karten in die ExpertGPS-Software (TopoGrafix, Massachusetts, USA) Ubertragen. Um
Korrelationen zwischen der Anzahl gesammelter Schnecken, der Anzahl infizierter Schnecken,
den physikochemischen Parametern und der Vegetation zu bestimmen wurden Spearman-
Korrelationen (rs) verwendet. Zum Vergleich der Pravalenz von S. mansoni in der
Schneckenpopulation beider Untersuchungszeitpunkte wurde der Chi?-Test (x?) angewandt.
Der Vergleich der Wasserparameterdaten der beiden Jahre erfolgte mit dem gepaarten t-Test.
Ein p-Wert < 0,05 galt als statistisch signifikant.
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4. Ergebnisse

4.1 Studie zum Nachweis von S. mansoni DNA in Stuhlproben mittels
Real-Time PCR

Ziel dieser Studie war die Methode der Real-Time PCR zum Nachweis von S. mansoni
spezifischer DNA aus Stuhlproben hinsichtlich ihrer diagnostischen Genauigkeit mit dem
klassischerweise verwendeten mikroskopischen KK-Verfahren und dem urinbasierten
POC-CCA-Schnelltest zu vergleichen. Die hierfir notwenigen Proben wurden von
Schulkindern zur Verfugung gestellt, die in einer fir Schistosomiasis hochendemischen

Region am Seeufer des Viktoriasees in Tansania leben.

Ein Grof3teil der hier dargestellten Ergebnisse wurden bereits in der Zeitschrift PLOS ONE in
der Publikation ,Comparison of sensitivity and specificity of three diagnostic tests to detect
Schistosoma mansoni infections in school children in Mwanza region, Tanzania® (Fuss et al.,
2018) publiziert [201].

4.1.1 Charakterisierung der Studienpopulation

Insgesamt nahmen 305 Schulkinder aus 2 verschiedenen Grundschulen (Chabula und
Kayenze) teil. Vollstdndige Datensets (KK, POC-CCA und Real-Time PCR-Resultate) lagen
fur 297 Kinder (97,4%) vor. 67% (199) der Proben stammten von Schiilern der Kayenze
Grundschule, 33% aus Chabula. Die Studiengruppe bestand aus 146 Madchen (49,2%) und
151 Jungen mit einem Durchschnittsalter von 10,45 Jahren (7 bis 16 Jahre).

4.1.2 Pravalenz und Intensitat der Schistosoma mansoni Infektion

Die durch das KK-Verfahren ermittelte Pravalenz betrug 85,2% (95% KI: 81,2-89,2), durch
den POC-CCA-Schnelltest 94,9% (95% KI: 92,4-97,4). Die Real-Time PCR detektierte DNA
von S. mansoni in 92,9% (95% KI: 90,0-95,8) der Proben (Tabelle 1). Die Urinuntersuchung
mittels Urinteststreifen zeigte 12 Proben mit Hamaturie an. Diese wurden anschlie3end
durch Urinfiltration auf eine Infektion mit S. haematobium weiteruntersucht. In Proben von 2
Kindern konnten Eier von S. haematobium nachgewiesen werden, wobei bei einem der

beiden Kinder eine Doppelinfektion mit S. mansoni vorlag.
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Tabelle 1 Pravalenz (mit 95% Konfidenzintervallen (KI)) von S. mansoni je nach Diagnosemethode
(modifiziert nach Fuss et al. 2018 [201]).

Methode N positiv/ Pravalenz in %
N getestet  (95% KIl)

Kato-Katz  253/297 85,2 (81,2; 89,2)

POC-CCA  282/297 94,9 (92,4; 97,4)

Real-Time  276/297 92,9 (90,0; 95,8)
PCR Stuhl

Von den 253 Kindern, die ein positives KK-Resultat zeigten, konnten 91 (36%) leichte, 116
(45,8%) mittlere und 46 (18,2%) schwere S. mansoni Infektionsintensitaten ermittelt werden.
Von den 282 POC-CCA positiven Proben, zeigten abhangig von der Farbintensitat der
Testkassettenbande 108 eine schwere Infektion (starke Intensitat der Farbbande), 115 eine
moderate und 59 eine schwache Infektionsintensitat. Durch den Einsatz der Real-Time PCR
konnte S. mansoni spezifische DNA in 276 Proben detektiert werden. Von diesen wiesen 56
eine schwache Infektionsintensitét (C; > 30) und 220 eine starke Infektionsintensitat (C; < 30)
auf (Tabelle 2).

Tabelle 2 Anzahl (%) der S. mansoni Infektionen eingeteilt nach Infektionsintensitdt je nach
diagnostischem Verfahren (modifiziert nach Fuss et al. 2018 [201]).

Methode und

0,
Intensitatskategorien N (%)
Kato-Katz
Negativ 44 (14,8)

Leicht (1 - 99 EPG) 91 (30,6)
Mittel (100 - 399 EPG) 116 (39,1)
Schwer (= 400 EPG) 46 (15,5)

POC-CCA

Negativ 15 (5,1)
Leicht (+) 59 (19,9)
Mittel (++) 115 (38,7)
Schwer (+++) 108 (36,4)
Real-Time PCR Stuhl

Negativ (Ct > 38) 21 (7,1)
Leicht (30 > C: < 38) 56 (18,9)
Schwer (C: < 30) 220 (74,1)

Durch alle drei verwendeten Tests konnten 81,8% (243/297) der getesteten Proben als
S. mansoni positiv, 2,7% als negativ klassifiziert werden. Von den 44 (14,8%) mikroskopisch
negativen Proben detektierte sowohl die Real-Time PCR als auch der POC-CCA-Test 29
positive Falle. In 7 Proben, in denen Eier von S. mansoni nachgewiesen werden konnten,

zeigte nur einer der beiden anderen Tests ebenfalls ein positives Ergebnis. In 3,4% (10) der
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Proben war eine Infektion mit S. mansoni nur durch einen Test nachweisbar (3 Proben durch
KK, 2 Proben durch Real-Time PCR, 5 Proben durch POC-CCA).

4.1.3 Sensitivitat und Spezifitat
Um die diagnostischen Parameter der verwendeten Tests zu bestimmen, wurden einerseits
der KK-Test als Referenzmethode (trotz der bekannten Einschréankungen) und andererseits
eine LCA durchgefiihrt (Tabelle 3).

Wenn das KK Verfahren als Goldstandard verwendet wurde, war sowohl die Sensitivitat des
POC-CCA-Tests (98,3%, 95% KI: 96,8-99,8%) als auch der Real-Time PCR (96,8%,
95% KI: 94,9-98,8%) hoch. Die Spezifitat beider Tests war jedoch sehr gering (22,7% fiur den
POC-CCA-Test, 29,6% fir die Real-Time PCR).

Um den ,wahren” Infektionsstatus der Teilnehmer zu bestimmen, wurde eine LCA
durchgefihrt und die diagnostischen Parameter der verwendeten Methoden berechnet. Auch
hier zeigten sich sehr hohe Werte fiir die Sensitivitdt der Real-Time PCR (98,7%) und des
POC-CCA-Schnelltests (99,5%). Die Sensitivitat der KK-Methode war etwas geringer (89,7%).
Die mit der LCA berechneten Spezifititen lagen deutlich Uber den Werten, die mit dem
KK-Test als Referenz kalkuliert wurden. Die héchste Spezifitdt wurde von der Real-Time PCR
(81,2%) erreicht, gefolgt von der KK-Methode (72,8%). Die niedrigste Spezifitdt wurde beim
POC-CCA-Test festgestellt (63,4%).

Tabelle 3 Sensitivitat und Spezifitat mit 95% Konfidenzintervallen (95% KI) der einzelnen Methoden im

Vergleich zu Kato Katz als Goldstandard bzw. latenten Klassenanalyse (modifiziert nach Fuss et al.
2018 [201]).

Sensitivitat in %  Spezifitat in %

Methode (95% KI) (95%K1)
Kato-Katz als Goldstandard

Kato-Katz N/A N/A

POC-CCA 98,27 (96,8; 99,8) 22,73 (18,0; 27,5)
Real-Time PCR 96,84 (94,9; 98,8) 29,55 (24,4; 34,7)
Stuhl

Latente Klassenanalyse

Kato-Katz 89,7 (85,9; 93,5) 72,8 (46,3; 99,4)
POC-CCA 99,5 (98,1; 100) 63,4 (34,6; 92,1)
Real-Time PCR 98,7 (96,5; 100) 81,2 (54,7; 100)
Stuhl

4.1.4 Korrelation zwischen Ci-Werten, Anzahl Eiern im Stuhl und Intensitat der
POC-CCA-Testbanden

Um zu dberprifen, ob es einen Zusammenhang zwischen den Ci-Werten der Real-Time PCR
bzw. den via KK-Test ermittelten EPG und der POC-CCA-Testbandstéarke gibt, wurden diese

Daten miteinander korreliert. Zwischen der Intensitdt der POC-CCA-Testbande und den
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C+-Werten der Real-Time PCR wurde ein negativer Zusammenhang gefunden (rs = -0,28)
(Abbildung 3). Zwischen der Intensitat der POC-CCA-Testbande und der Anzahl an Eiern im
Stuhl konnte hingegen ein positiver Zusammenhang beobachtet werden (rs = 0,57) (Abbildung
4). Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass es eine negative Korrelation zwischen den
Ci-Werten der Real-Time PCR und der Anzahl der Eier im Stuhl (rs = -0,32) gibt (Abbildung 5).
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Abbildung 3: Zusammenhang zwischen der Intensitdt der POC-CCA Testbande und den
Zyklusschwellenwerten (Ci-Werten) der Real-Time PCR. Es ist eine negative Korrelation
(Spearmans Korrelationskoeffizient rs = -0,28; p < 0,001) zwischen der Intensitat der S. mansoni
Infektion, die durch den POC-CCA-Test (Intensitat der Farbbande) bestimmt wurde und den Ci-Werten
der S. mansoni spezifischen Real-Time PCR zu sehen (modifiziert nach Fuss et al. 2018 [201]).
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Abbildung 4: Zusammenhang zwischen der Intensitat der POC-CCA-Testbande und der Anzahl
Eier pro Gramm Stuhl (EPG) des KK-Tests. Die Anzahl EPG Stuhl ist positiv mit der Intensitat der
POC-CCA-Testbande korreliert (Spearmans Korrelationskoeffizient rs = 0,57; p < 0,001) (modifiziert
nach Fuss et al. 2018 [201]).
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Abbildung 5: Zusammenhang zwischen den Schwellenwerten (Ci-Werten) der S. mansoni-
spezifischen Real-Time PCR und der Anzahl Eiern pro Gramm Stuhl (EPG). Die CiWerte
korrelieren negativ mit dem Grad der Schistosomeninfektion (bestimmt nach EPG) (Spearmans
Korrelationskoeffizient rs = -0,32; p < 0,001). Schistosoma mansoni Real-Time PCR positive Proben
zeigen einen abnehmenden Ci-Wert mit steigender Infektionsintensitéat (modifiziert nach Fuss et al. 2018
[201)).

Um zu ermitteln, welchen Einfluss die Starke der S. mansoni Infektion auf die Sensitivitat des

POC-CCA-Tests hat, wurden die Daten unter Beriicksichtigung der verschiedenen
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Intensitatsklassen analysiert. Die Einteilung in leichte, mittlere oder schwere Intensitat der
Infektion erfolgte aus den KK-Ergebnissen (EPG) und den C-Werten der Real-Time PCR. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 6 dargestellt. Exakte Fisher-Test Berechnungen zeigten, dass
die Sensitivitat des POC-CCA-Tests bei Infektionen mit niedriger Intensitat signifikant von der
bei mittleren oder schweren Infektionsintensitaten abweicht (p = 0,042). Bei mittleren und
schweren Infektionen betrug die Sensitivitat 99,1% bzw. 98,6%. Bei leichten
Infektionsintensitaten nahm die Sensitivitat des POC-CCA-Tests (86,2%) ab. Von 13 Proben,
welche sowohl im KK- als auch im Real-Time PCR-Test negativ waren, zeigte der POC-CCA

Kassettentest bei 5 Proben eine positive Testbande (38,5%).

100 I =l
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Sensitivitat POC-CCA in %

25

negativ leicht mittel schwer

Intensitat der Infektion

Abbildung 6: Sensitivitdt des POC-CCA-Urinschnelltests (mit 95% Konfidenzintervallen) bei
unterschiedlichen Intensitatsklassen der S. mansoni Infektionen. Die Kategorisierung der Intensitat
der Infektionen in leicht, mittel oder schwer wurden durch die Kato-Katz (KK)-Methode (Anzahl Eier pro
Gramm Stuhl (EPG)) und die Schwellenwerte (C--Werte) der Real-Time PCR-Ergebnisse bestimmt.
Infektionen mit niedriger Intensitat: KK 1 - 99 EPG oder Ci-Wert der Real-Time PCR > 30. Infektionen
mit mittlerer Intensitat: KK 100 - 399 EPG oder C-Wert < 30. Infektionen mit hoher Intensitat: KK > 400
EPG und Ci+Wert der Real-Time PCR < 30. Die Spezifitit des POC-CCA-Tests betrug 61,5%
(modifiziert nach Fuss et al. 2018 [201]).

4.2 Studie zum Nachweis von S. mansoni DNA in Urinproben, Serum und

dried blood spot cards mittels Real-Time PCR

Die folgenden Studien wurden durchgefiihrt, um zu Uberprifen welches Probenmaterial und
welche Art der Probenkonservierung zur Diagnose der Schistosomiasis mittels Real-Time
PCR geeignet ist und ob der Nachweis S. mansoni spezifischer DNA zur Therapiekontrolle
verwendet werden kann. Zudem wurde Uberpriift ob das Vorliegen einer Koinfektion mit HIV

die Testperformance beeinflusst.
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4.2.1 Charakterisierung der Studienpopulation

Insgesamt wurden 334 Studienteilnehmer im Alter von 17-97 Jahren in die Studie einbezogen.
Von diesen waren 35,9% mannlich und 64,1% weiblich. Das Durchschnittsalter betrug
40,2 + 15,2 Jahre. Die Altersgruppen und das Geschlecht der Studienteilnehmer sind in
Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4 Demographische Merkmale der Studienteilnehmer aus Kayenze, Nordwestliches Tansania.

Geschlecht Altersgruppen in Jahren Gesamt
17-30N (%) 31-40N (%) 41-50N (%) 50-97 N (%)

Mannlich 40 (40,0) 32 (32,7) 21 (32,8) 27 (37,5) 120 (35,9)

Weiblich 60 (60,0) 66 (67,3) 43 (67,2) 45 (62,5) 214 (64,1)

Gesamt 100 98 64 72 334

4.2.2 Pravalenz und Intensitat der Schistosoma mansoni Infektion

Tabelle 5 zeigt die Pravalenz der S. mansoni-Infektion hinsichtlich der demographischen
Merkmale der Studienteilnehmer, dem HIV-Serostatus sowie der beiden Diagnosemethoden.
Basierend auf der KK-Technik betrug die Gesamtpréavalenz von S. mansoni 42,5% (142/334,
95% KI: 37,2-48,0), verglichen mit 68,2% im POC-CCA-Test (227/333; 95% KI: 62,9-73,1). Die
ermittelte Pravalenz zeigte keinen Unterschied zwischen Manner und Frauen. Ebenso wurden
keine signifikanten Unterschiede in der Pravalenz von S. mansoni-Infektionen zwischen den
verschiedenen Altersgruppen festgestellt. Der Mittelwert der Eier pro Gramm (MWEPG) Stuhl
betrug 174 EPG (95% KI: 124-223). Mannliche Teilnehmer hatten im Vergleich zu den
weiblichen Teilnehmern einen héheren MWEPG (196 MWEPG vs. 159 MWEPG). Allerdings

war dieser Unterschied ebenfalls statistisch nicht signifikant (p = 0,468).

Es gab eine signifikante negative Korrelation zwischen den drei verschiedenen
Intensitatsgruppen der S. mansoni Infektionen (leichte Infektion: 1-99 EPG, mittlere
Infektionsintensitat: 100-399 EPG, schwere Infektion: = 400 EPG) und den Altersgruppen
(rs=-0,165, p < 0,01). Innerhalb der Altersgruppe 17-30 konnten 53,1% der mittleren (17/32)
und 50,0% der schweren Infektionsintensitaten (10/20) nachgewiesen werden. Die Intensitat
der Infektion, welche Uber die Bandenstéarke des POC-CCA-Tests bestimmt wurden (1+, 2+,

3+) korrelierte ebenfalls negativ mit den Altersgruppen (rs = -0,186, p < 0,01).

Bei drei Studienteilnehmern konnten Infektionen mit S. haematobium (Doppelinfektionen mit

S. mansoni) nachgewiesen werden (0,9%).

Von den 41 HIV-seropositiven Studienteilnehmern konnten 43,9% (18/41) mit Hilfe der
KK-Technik und 82,9% (34/41) mittels POC-CCA-Test als S. mansoni positiv diagnostiziert

werden.
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Mit der KK-Technik wurden 26,6% leichte Infektionen, 9,6% mittlere und 6,0% schwere
Infektionen ermittelt. Der POC-CCA-Tests war bei 9,1% der Patienten mit leichten, 3,1% mit

mittleren und 5,0% mit schweren Infektionsintensitaten negativ.

4.2.3 Pravalenz HIV-Infektion

Die Gesamtpravalenz der HIV-Infektion betrug 12,9% (41/318, 95% KI: 9,4-17,1). Weibliche
Teilnehmer hatten keine signifikant hohere Pravalenz als mannliche Teilnehmer (14,4% vs.
10,0%, p = 0,263). Die hochste Pravalenz (22,0%) konnte bei den 41-50 Jahrigen
nachgewiesen werden. Die Altersgruppen > 30 Jahre wiesen statistisch die hodchste
HIV-Seropositivitat auf (p < 0,01).

Tabelle 5 Pravalenz der S. mansoni-Infektion diagnostiziert mit der Kato-Katz-Technik bzw. dem
POC-CCA-Test, getrennt nach Geschlecht, Alter und HIV-Infektionsstatus.

Variablen N Kato-Katz p-Wert POC-CCA p-Wert
Methode N Test N (%)
(%)
Mannlich 120 58 (48,3) 81 (67,5)
- p = 0,107 p = 0,844
Geschlecht  \yeiblich 214 84 (39,3) 146 (68,5)
17-30 100 52 (52,0) 73 (73,0)
31-40 98 43 (43,3) 67 (69,1)
Altersgruppe p = 0,063 p = 0,529
in Jahren 41-50 64 22 (34,4) 41 (64.1)
50-97 72 25 (34,7) 46 (63,9)
HIV- Positiv 41 18 (43,9) 34 (82,9)
Serostatus _ p=0,773 p < 0,05
Negativ 277 115 (41,5) 183 (66,3)
_ 1-99 89 89 (26,6) 80 (90,9)
Infektions-
intensitat 100-399 32 32(9,6) N/A 31 (96,9) p < 0,001
S. mansoni
(EPG) =400 20 20 (6,0) 19 (95,0)

Eine HIV-Schistosoma mansoni-Koinfektion wurde durch das KK-Verfahren in 43,9% der Falle
nachgewiesen. Mittels POC-CCA-Test zeigte sich in der HIV-positiven Gruppe in 82,9% der

Falle eine Schistosoma-Koinfektion (Tabelle 5).

4.2.4 Verwendung der serumbasierten Real-Time PCR zum Nachweis von S. mansoni

DNA vor und nach Behandlung mit Praziquantel

In dieser Teilstudie wurde untersucht, ob der Nachweis zirkulierender freier DNA aus
Urin- bzw. Serumproben mittels Real-Time PCR fir die Diagnose von Schistosomiasis
geeignet ist. Die Ergebnisse wurden sowohl mit dem parasitologischen KK-Verfahren als auch

mit dem POC-CCA-Test verglichen. Dartber hinaus wurde untersucht, ob mittels
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serumbasierter Real-Time PCR der therapeutische Erfolg von PZQ beurteilt werden kann.
Dazu wurden die durch die serumbasierte Real-Time PCR detektierten Ci-Werte, die
umgekehrt proportional zur Menge der frei zirkulierenden S. mansoni DNA sind, wahrend der
Infektion (vor Behandlung mit PZQ) und eine (6-8 Tage) bzw. 20 Wochen (142-144 Tage) nach

Gabe des Medikamentes verglichen.

Ein Grofdteil der unter diesem Punkt dargestellten Ergebnisse wurden in der Zeitschrift
Infectious Diseases of Poverty unter dem Titel ,Evaluation of serum-based Real-Time PCR to
detect Schistosoma mansoni infection before and after treatment® (Fuss et al. 2020) publiziert
[202].

Serumproben von allen drei Untersuchungszeitpunkten lagen von 36 Probanden vor. Die
Stuhlprobe eines Studienteilnehmers fehlte bei der Erhebung der Basisdaten. Das
Studienkollektiv bestand aus 28 Frauen (77,8%) und 8 Mannern mit einem durchschnittlichen
Alter von 34,33 Jahren (18 bis 70 Jahre).

Basierend auf der KK-Technik betrug die Prévalenz von S. mansoni zu Studienbeginn 34,3%.
Die Anzahl der Eier von S. mansoni variierte zwischen 12 und 1248 EPG mit einem Mittelwert
von 268 (95% KI: 28-508). In 27 (75%) der Serumproben konnte DNA von S. mansoni mit der
Real-Time PCR nachgewiesen werden. Die C-Werte lagen dabei zwischen 22,6 und 38
(Median 30,3). Bei Verwendung der Urinproben zur Real-Time PCR-Analyse ergab sich eine
Pravalenz von 30,6%, wobei Ci-Werte zwischen 33,9 und 40 (Median 38,5) detektiert wurden.
Die mit dem POC-CCA-Schnelltest ermittelte Pravalenz betrug 63,9%. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 6 zusammengefasst.

Tabelle 6 Pravalenz von S. mansoni unter Verwendung verschiedener diagnostischer Tests. Mittelwerte
(mit 95% Konfidenzintervallen (KI)) und Mediane (Minimum, Maximum) der Eier pro Gramm Stuhl (EPG;

KK-Methode) bzw. der Ci-Werte (Real-Time PCR) zu Studienbeginn (vor Behandlung). N = S. mansoni
positiv/iGesamt getestet (modifiziert nach Fuss et al. 2020 [202]).

EPG (KK) bzw. Ci-Werte Real-Time
PCR

Methode N %

Mittelwert Median (Min, Max)
(95% KI)

Kato-Katz ~ 12/35 34,3 268 (27,9;508,1) 120 (12; 1248)

POC-CCA 23/36 63,9 N/A N/A

Real-Time 27/36 75,0 30,4 (28,8; 31,9) 30,3 (22,6; 38)
PCR Serum

Real-Time 11/36 30,6 37,7(36,3;39,1) 38,5 (33,9; 40,7)
PCR Urin

Zur zuverlassigen Bestimmung vorliegender S. mansoni Infektionen wurde eine Kombination
aus den Ergebnissen des parasitologischen KK-Tests und / oder der serumbasierten
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Real-Time PCR als Referenz verwendet. Dieses Vorgehen wurde bereits in anderen Studien
beschrieben [198,203]. Sowohl fur die KK-Methode als auch fir die Real-Time PCR wurde
hierbei eine Spezifitat von 100% angenommen. Fir die verwendeten Testmethoden wurden
deshalb nur die Sensitivitat und der negative Vorhersagewert (negative predicted value - NPV)

berechnet.

Mit diesem Verfahren wurden 77,1% (27/35) S. mansoni positive Individuen bestimmt.
Aufgrund einer fehlenden Stuhlprobe konnten nur die Ergebnisse von 35 Studienteilnehmern
in die kombinierte Referenz aufgenommen werden. Die KK-Methode wies eine Sensitivitéat von
44,4% und einen NPV von 34,8% auf. Die Ubereinstimmung zwischen den mikroskopischen
Ergebnissen und dem definierten Standard war gering (k = 0,268, p = 0,02). Der POC-CCA-
Test zeigte eine hohere Sensitivitat (77,8%) und einen hdheren NPV (53,9%) als der KK-Test
und die Kappa-Statistik betrug 0,535 (p < 0,001). Die besten Ergebnisse wurden mit der
serumbasierten Real-Time PCR erzielt (Sensitivitat 96,3%; NPV 88,9%). Zudem zeigte sich
eine hohe Ubereinstimmung mit der Referenz (k = 0,922, p < 0,001). Von 27 S. mansoni
positiven Proben wurde jedoch eine nicht als ,positiv‘ erkannt. Die Methode der urinbasierten
Real-Time PCR erreichte die geringste Sensitivitat (33,3%), sowie den geringsten NPV (28%).
Die Ubereinstimmung zwischen diesem Test und der Referenz betrug nur 0,119 (p = 0,25).
Diese Ergebnisse sind in Tabelle 7 zusammengefasst. Aufgrund der geringen diagnostischen
Performance der urinbasierten Real-Time PCR wurde diese Methode bei den weiteren
Untersuchungszeitpunkten nicht mehr durchgefihrt.

Tabelle 7 Sensitivitat, negativer Vorhersagewert (NPV) mit 95% Konfidenzintervallen (KI) und
Kappa-Statistik der verschiedenen diagnostischen Tests zu Studienbeginn. Als Referenz wurde eine

Kombination aus den Ergebnissen der serumbasierten Real-Time PCR und/oder den Kato-Katz
(KK)-Ergebnissen verwendet (modifiziert nach Fuss et al. 2020 [202]).

Sensitivitatin % NPVin %

Methode (95% KI) (95% K1) Kappa (p)
Kato-Katz 44,4 (255;64,7)  34,8(16,4;57,3) 0,268 (p=0,02)
POC-CCA 77,8(57,7,91,4) 53,9 (25,1;80,8) 0,535 (p <0,001)

Real-Time PCR Serum 96,3 (81,0; 99,9) 88,9 (51,8;99,7) 0,922 (p < 0,001)

Real-Time PCR Urin 33,3 (16,5;54,0) 28,0 (12,2;49,4) 0,119 (p = 0,25)

Die Behandlung mit PZQ flhrte zu einer signifikant reduzierten Pravalenz von S. mansoni. Mit
der Kato-Katz-Methode konnte 20 Wochen nach Therapie keine Infektion mehr festgestellt
werden (0%). Mit dem POC-CCA-Test konnte eine Pravalenz von 33,3% (12/36), mit der

serumbasierte Real-Time PCR 58,3% ermittelt werden.

Die serumbasierte Real-Time PCR detektierte im Vergleich zur klassischen Stuhluntersuchung

und dem POC-CCA-Schnelltest mehr S. mansoni infizierte Personen, sowohl vor der
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Behandlung als auch 20 Wochen nach Therapie mit PZQ. Die Analyse der Ci-Werte ergab zu
Studienbeginn einen Mittelwert von 30,3, sieben Tage nach Behandlung von 28 (z = -2,395,
p = 0,017). Zwanzig Wochen nach der Behandlung stieg der Mittelwert signifikant auf 34,9 an
(z =-3,323, p = 0,001) und war damit gréf3er als bei der Baseline-Untersuchung (z = -3,137,
p = 0,002). Der Verlauf der Ci-Werte zu den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten ist in
Tabelle 8 dargestellt. Eine signifikante Korrelation zwischen den Ci-Werten der urinbasierten
Real-Time PCR und den EPG Stuhl (1 = 0,098, P = 0,512) bzw. zwischen den C-Werten der
serumbasierten Real-Time PCR und den EPG Stuhl konnte nicht nachgewiesen werden
(r=-0,032, P =0,812).

Tabelle 8 Anteil der mittels serum-basierter Real-Time PCR positiv auf S. mansoni getesteter Proben,

Mittelwerte (mit 95% Konfidenzintervallen (KI)) und Mediane (Minimum, Maximum) der C-Werte zu den
verschiedenen Untersuchungszeitpunkten (modifiziert nach Fuss et al. 2020 [202]).

1 Woche nach 20 Wochen nach
Behandlung Behandlung

N Positive (%) 27 (75,0) 27 (75,0) 21 (58,3)
Ce-Mittelwert (95% KI) 30,4 (28,8;31,9) 28,4 (27,1;29,7) 33,9 (32,2; 35,5)
C-Median (Min, Max) 30,3 (22,6;38,0) 28,0 (21,5;35,9) 34,9 (26,6; 38.6)

Real-Time PCR Serum  vor Behandlung

4.2.5 Nachweis von S. mansoni spezifischer DNA mittels Real-Time PCR aus
Serumproben im Vergleich zu dried blood spot cards

Das Ziel dieser Teilstudie war es, den Nutzen von getrocknetem Blut auf DBSs fir den
molekularen Nachweis von S. mansoni DNA zu Uberprifen. Die Ergebnisse wurden dazu mit
der mikroskopischen Stuhluntersuchung, dem POC-CCA-Test und den Real-Time PCR

Resultaten aus gefrorenen Serumproben verglichen.

Ein Grolf3teil der hier dargestellten Ergebnisse wurden bei der Zeitschrift PLOS ONE unter dem
Titel ,Real-Time PCR detection of Schistosoma mansoni DNA from serum samples and dried
blood spot cards of an adult population in North-western Tanzania“ am 04.03.2020 zur

Publikation eingereicht.

Insgesamt stellten 100 der insgesamt 334 Studienteilnehmer, zusatzlich zu den
Stuhl-und Urinproben zum Nachweis der Schistosomiasis, Blutproben fir die serumbasierte
Real-Time PCR bzw. zur Anfertigung von DBSs zur Verfigung. Das Studienkollektiv setzte
sich aus 76 Frauen und 24 Mannern mit einem Durchschnittsalter von 35,6 Jahren (17 bis 70
Jahren) zusammen. Ein vollstandiges Probenset (Urin, Stuhl, Serum und DBS) lag von 93

Teilnehmern vor.

Die parasitologische Untersuchung mit der KK-Methode detektierte 42,9% (42/98) S. mansoni
positive Probanden. Die Zahl der S. mansoni Eier variierte zwischen 12 und 1248 EPG Stuhl.

Der MWEPG lag bei 151 (95% KI: 74-229). Die mit dem POC-CCA-Schnelltest ermittelte
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Pravalenz betrug 80%. Der Nachweis von S. mansoni spezifischer DNA mittels serumbasierter
Real-Time PCR erfolgte in 84 von 95 Proben (88,4%). Die ermittelten C-Werte lagen dabei
zwischen 22,6 und 37,4 (Median 30,1). Unter Verwendung der DBSs als Ausgangsmaterial
und Analyse mit Hilfe der Real-Time PCR-Technik konnte eine Pravalenz von 41% festgestellt
werden. Hierbei wurden C-Werte zwischen 32,5 und 39,9 gemessen (Median 37,2) (Tabelle
9). Der Vergleich der 37 Proben, bei denen sowohl mittels serumbasierter als auch DBS-
basierter Real-Time PCR S. mansoni DNA nachgewiesen werden konnte, zeigte das die C-
Werte der DBS-basierten Methode (Median 37,3, Minimum 32,5, Maximum 39,9) signifikant
hoéher waren als die mit Serumproben ermittelten C-Werte (Median 27,5, Minimum 22,6,
Maximum 33,6) (p < 0,001) (Abbildung 7).

Tabelle 9 Pravalenz von S. mansoni unter Verwendung verschiedener diagnostischer Tests. Median

(Minimum, Maximum) der Eier pro Gramm Stuhl (EPG) (mit Kato-Katz-Methode (KK) ermittelt) bzw. von
den Real-Time PCR detektierten Ci-Werten. N = S. mansoni positiv/Gesamt getestet.

EPG (KK) bzw. Ct-Werte Real-Time PCR

Methode N %

Median Minimum Maximum

Kato-Katz 42/98 42,9 36 12 1248
POC-CCA 80/100 80,0 N/A N/A N/A
Real-Time PCR 84/95 88,4 30,1 22,6 37,4
Serum
Real-Time PCR DBS 41/100 41,0 37,2 32,5 39,9
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Abbildung 7: Vergleich der Real-Time PCR Zyklusschwellenwerte (Ci-Werte) der Serumproben
und dried blood spot cards (DBSs). Schistosoma mansoni DNA konnte durch die
Real-Time PCR-Methode in 37 Serumproben und DBSs nachgewiesen werden. Der Median C+-Wert
der Serumproben betragt 27,5, der Median Ci-Werte der DBSs 37,3.
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Auch in dieser Studie wurde eine Kombination aus den Ergebnissen des parasitologischen
KK-Tests und / oder der Real-Time PCR aus Serumproben als ,Goldstandard“ verwendet. Mit
dieser Methodik konnten 92,5% (86/93) S. mansoni positive Studienteilnehmer ermittelt
werden. Die serumbasierte Real-Time PCR zeigte die htchste Sensitivitat (95,4%) und den
hochsten NPV (63,6%) sowie eine hohe Ubereinstimmung mit der Referenz (k = 0,755,
p<0,001). Vier der 86 positiven Falle konnten mittels dieser Technik jedoch nicht
diagnostiziert werden. Die geringste Sensitivitat (45,4%) und der niedrigste NPV (13%) wurden
mit der Methode der DBS-basierten Real-Time PCR erreicht. Die durch die Referenz ermittelte
Rate von S. mansoni Infektionen war hoher als die Positivitdtsrate bestimmt durch die
mikroskopische Analyse (p < 0,001), den POC-CCA-Test (p = 0,002) oder der DBS-basierten
Real-Time -PCR (p < 0,001). Dariiber hinaus zeigte sich nur eine geringe Ubereinstimmung
zwischen der Referenz und der KK-Methode bzw. der DBS-basierten Real-Time PCR. Diese
Ergebnisse sind in Tabelle 10 zusammengefasst.

Tabelle 10 Sensitivitat, negativer Vorhersagewert (NPV) mit 95% Konfidenzintervallen (KI), McNemar
und Kappa Statistik der verschiedenen verwendeten Diagnosemethoden. Als Referenz wurde eine

Kombination aus den Ergebnissen der serumbasierten Real-Time PCR und den Kato-Katz
(KK)-Ergebnissen verwendet.

Sensitivitatin % NPV in %

Methode p McNemar  Kappa (p)

(95% KIl) (95% KIl)
Kato-Katz 48,8 (37,9; 59,9) 13,7 (5,7; 26,3) < 0,001 0,126 (p = 0,013)
POC-CCA 84,9 (75,5; 91,7) 31,6 (12,6; 56,6) = 0,002 0,395 (p < 0,001)
Real-Time 95,4 (88,5; 98,7) 63,6 (30,8;89,1) =0,125 0,755 (p < 0,001)
PCR Serum
Real-Time 45,4 (34,6; 56,5) 13,0 (5,4; 24,9) < 0,001 0,111 (p = 0,019)
PCR DBS

4.2.6 Performance der KK-Methode, des POC-CCA-Tests und der serumbasierten
Real-Time PCR in Abhangigkeit vom HIV-Status

Von 35,2% (112/318) der Studienteilnehmer (86 Frauen (76,8%) und 26 Manner mit einem
Durchschnittsalter von 35 = 10,5 Jahren (17-70 Jahre)), die auf eine Infektion mit HIV
untersucht wurden, lagen ebenfalls Serumproben zur Real-Time PCR-Analyse zur Diagnostik
von S. mansoni vor. Daher konnte die Performance des POC-CCA-Schnelltests, des KK-Tests
sowie der serumbasierten Real-Time PCR im Vergleich zur Referenz (Kombination der
Ergebnisse aus KK-Test und serumbasierten Real-Time PCR) differenziert hinsichtlich des
HIV-Status betrachtet werden. In Tabelle 11 sind die Sensitivitat, der NPV und die
Ubereinstimmung (Kappa) der verschiedenen Tests mit dem definierten Standard in den
untersuchten Subgruppen dargestellt. Die durch die Referenz kalkulierte Pravalenz von
S. mansoni lag bei 86,6% (95% KI: 78,9-92,3). Die HIV-Pravalenz betrug in diesem
Studienkollektiv 17% (95% KI: 10,5-25,2). Im Vergleich zur Referenz wurden innerhalb der
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HIV-negativen Gruppe durch die Verwendung des KK-Tests 41 (51,25%), durch den POC-
CCA-Test 15 (18,75%) und durch die serumbasierte Real-Time PCR 4 (5,0%) falsch negative
Ergebnisse hinsichtlich Infektionen mit S. mansoni ermittelt. In der HIV-positiven
Patientengruppe wurden durch die KK-Methode 9 Proben (52,9%) als falsch negativ
klassifiziert. Sowohl der POC-CCA-Test als auch die Real-Time PCR detektierten alle S.
mansoni positiven Proben zuverlassig. Die Sensitivitdt und der NPV waren unabhéngig vom
HIV-Status bei der Methode der serumbasierten Real-Time PCR am hochsten (Sensitivitat 95-
100%, NPV 76,5-100%). Die Ubereinstimmung der Testresultate mit der kombinierten
Referenz  waren sehr hoch (k = 0,842 bzw. 1,0). Das mikroskopische
KK-Verfahren erreichte nur geringe Ubereinstimmungen mit der Referenz (k = 0,210) im
HIV-negativen und ebenfalls im HIV-positiven Kollektiv (k = 0,158). Die Sensitivitat war im
Vergleich zu den beiden anderen Untersuchungsmethoden am geringsten (47,1-48,8%). Der
POC-CCA-Assay erreichte eine Sensitivitat von 81,3% in der HIV-negativen und 100% in der
HIV-positiven Gruppe (Tabelle 11).

Tabelle 11 Sensitivitat und negativer Vorhersagewert (NPV) mit 95% Konfidenzintervallen (Kl), sowie
die Kappa-Statistik der verschiedenen diagnostischen Tests in Anbetracht des HIV-Status. Als Referenz

wurde eine Kombination aus den Ergebnissen der serumbasierten Real-Time PCR und / oder den
Kato-Katz (KK)-Ergebnissen verwendet.

Sensitivitat in % NPV in %

Kato-Katz (95% KI) (95% K1) Kappa (p)
Gesamt 48,5 (38,2; 58,8) 23,1 (13,5; 35,2) 0,201 (p < 0,001)
HIV-1 negativ 48,8 (37,4; 60,2) 24,1 (13,5; 37,6) 0,210 (p = 0,001)
HIV-1 positiv 47,1 (23,0; 72,2) 18,2 (2,3; 51,8) 0,158 (p = 0,202)
POC-CCA

Gesamt 84,5 (75,8; 91,1) 46,4 (27,5; 66,1) 0,521 (p < 0,001)
HIV-1 negativ 81,3 (71,0; 89,1) 42,3 (23,4; 63,1) 0,464 (p < 0,001)
HIV-1 positiv 100,0 (80,5; 100,0) 100,0 (15,8; 100,0) 1,0 (p <0,001)
Real-Time PCR Serum

Gesamt 95,9 (89,8; 98,9) 79,0 (54,4; 94,0) 0,862 (p < 0,001)
HIV-1 negativ 95,0 (87,7; 98,6) 76,5 (50,1; 93,2) 0,842 (p < 0,001)
HIV-1 positiv 100,0 (80,5; 100,0) 100,0 (15,8; 100,0) 1,0 (p <0,001)

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass bei HIV-negativen Studienteilnehmern signifikant mehr
Eier pro Gramm Stuhl ausgeschieden wurden (MWEPG 77,5 £+ 215,2) als bei HIV-positiven
Patienten (MWEPG 31,02 + 88,7) (p < 0,05). Ein Unterscheid zwischen dem mittleren C-Wert
der HIV-negativen/S. mansoni positiven Proben (MW C; = 30,24 %= 3,4) und
HIV-positiven/S. mansoni positiven Proben (MW C; = 29,73 + 3,3) konnte nicht beobachtet
werden (p = 0,652).
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4.3 Malakologische Studie auf der Insel ljinga

Die nachfolgend dargestellten Ergebnisse sind Teil des Pilotprojektes ,Proof of concept study
on sustainable schistosomiasis elimination through an integrated community based approach

on ljinga Island, Mwanza, Northwestern Tanzania®“.

Hauptziele der Studie waren die Datenerhebung zum Vorkommen der Zwischenwirtschnecken
und die Identifizierung von Transmissions-Hotspots. Zudem sollte Gberprift werden ob sich
Veranderungen in der Pravalenz von S. mansoni in der menschlichen Bevdlkerung durch die
Behandlung mit PZQ auch im tierischen Wirt wiederspiegeln. Damit kénnte die Analyse der
Schnecken zur Uberwachung und Bewertung der durchgefiihrten MaRnahmen dienen.
Zunéchst wurden dazu Basisdaten tber die Pravalenz und Intensitat der humanen S. mansoni

Infektionen ermittelt.

Ein Groliteil der folgenden Ergebnisse wurde bereits in der Zeitschrift BMC Infectious
Diseases in der Publikation ,Intestinal schistosomiasis of ljinga Island, north-western
Tanzania: prevalence, intensity of infection, hepatosplenic morbidities and their associated
factors® (Mueller et al., 2019) publiziert [204].

4.3.1 Baseline-Screening der humanen Bevoélkerung

4.3.1.1 Charakterisierung der Studienpopulation

Insgesamt haben 930 Bewohner ljingas mit einem durchschnittlichen Alter von 23,3 £ 18,5
Jahren in der vorliegenden Studie teilgenommen. Von diesen waren 513 (55,2%) weiblich und
418 (44,8%) mannlich. Die Altersgruppen und Geschlechterverteilung der Studienteilnehmer
sind in Tabelle 12 dargestellt. 87,2% der Probanden berichteten, dass sie noch nie an einer
Massenbehandlung gegen Schistosomiasis teilgenommen haben. Die Mehrheit der
erwachsenen Teilnehmer berichtete von Subsistenzlandwirtschaft, Viehzucht oder Fischfang
zu leben.

Tabelle 12 Alters- und Geschechterverteilung der Studienpopulation der Insel ljinga (modifiziert nach
Mueller et al. 2019 [204]).

Geschlecht -Altersgruppen (in Jahren)

1-5 6-15 16-25 26-35 36-45 246
Weiblich 45 (59,2%) 213 (50,9%) 65 (54,6%) 55 (53,4%) 65 (71,4%) 73 (57%)
Mannlich 29 (40,8%) 205 (49,0%0) 54 (45,4%) 48 (46,6%) 26 (28,6%) 55 (42,9%)
Gesamt 71 418 119 103 91 128

4.3.1.2 Mit KK-Methode ermittelte Pravalenz und Intensitat der Schistosoma mansoni Infektion
Gesamt betrachtet betrug die Pravalenz von S. mansoni 68,9% (95% KI: 65,8-71,8). Bei den
mannlichen Teilnehmern konnte eine Pravalenz von 74,3% (95% KI: 69,9-78,3) bei den
weiblichen Teilnehmern von 64,5% (95% KI: 60,3-68,6) ermittelt werden. Der Unterschied
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zwischen den beiden Geschlechtern war signifikant (x> = 10,35, p < 0,001). Die hdchsten
Pravalenzen von S. mansoni konnten in den Altersgruppen 6-15 Jahre (86,1%;
95% KI: 82,4-89,1) und 16-25 Jahre (57,1%; 95% KIl: 47,9-65,8) festgestellt werden und waren
im Vergleich zu den anderen Altersgruppen signifikant héher (x>= 105,61, p < 0,001). In
Tabelle 13 sind die Pravalenzen von S. mansoni hinsichtlich Geschlecht und Altersgruppen

dargestellt.

Tabelle 13 Pravalenz von S. mansoni kategorisiert nach Alter und Geschlecht (modifiziert nach Mueller
et al. 2019 [204]).

Anzahl N Pravalenz X2

Variable untersucht in % (N) 95% K p-Wert
Geschlecht  Weiblich 513 645(331) 603686 103523 0,001
Mannlich 417 74,3 (310)  69,9-78,3
Alter (in 15 71 549(39) 43,0663 10561 0,001
Jahren) 6-15 418 86,1 (360)  82,5-89,1
16-25 119 57,1(68)  47,9-65,8
26-35 103 55,3 (57)  45,4-64,7
36-45 91 51,7 (47) 41,3618
>46 128 54,7 (170)  45,8-63,2

Der Gesamtmittelwert der Eier pro Gramm Stuhl (MWEPG) betrug 85,65 (95% KI. 77,5-94,8).
Es konnte kein Unterschied zwischen den Geschlechtern festgestellt werden (Manner: 89,9
MWEPG; Frauen: 81,4 MWEPG; t =-0,2887, p = 0,77). Allerdings zeigte sich ein signifikanter
Unterschied zwischen den Altersgruppen 1-5 Jahre (91,9 MWEPG, 95% KI:58,8-143,5) und
6-15 Jahre (108,6 MWEPG, 95% KI:95.2-124.0) (F-Test = 10,71, p < 0.0001). Die hochsten
Infektionsintensitaten wurden in der Altersgruppe 6-15 Jahre nachgewiesen. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 14 und Abbildung 8 im Detail dargestellt. Bei 55,2% der Infizierten konnten
leichte, bei 20,4% moderate und bei 12,9% der Studienteiinehmer schwere

Infektionsintensitaten nachgewiesen werden (nach WHO-Klassifikation [84]).
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Tabelle 14 Mittelwerte der Eier pro Gramm Stuhl (EPG) von S. mansoni unterteilt nach Alter und
Geschlecht (modifiziert nach Mueller et al. 2019 [204]).

Variable Mittelwert EPG  95% K T-Test bzw. F-Test
Geschlecht  Weiblich 89,9 78,1-103,7 t=-0,2887,p =0,077
Mannlich 81,4 70,4-94,0
Alter (in 1-5 91,9 58,8-143,5 F =10,71, p < 0,0001
Jahren) 6-15 108,6 95,2-124,0
16-25 88,1 65,0-119,3
26-35 61,7 43,2-88,1
36-45 42,8 30,8-59,8
246 49,3 37,3-65,0
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Abbildung 8: Mithilfe der Kato-Katz Methode ermittelte Préavalenz und Intensitat der Infektionen
(MWEPG) innerhalb der definierten Altersgruppen. Die hdchsten Prévalenzen von S. mansoni
konnten in den Altersgruppen 6-15 Jahre (86,1%) und 16-25 Jahre (57,1%) festgestellt werden und
waren im Vergleich zu den anderen Altersgruppen signifikant hoher (x>= 105,61, p < 0,001). Die
hdéchsten Infektionsintensitaten wurden ebenfalls in der Altersgruppe 6-15 Jahre nachgewiesen (108,6
MWEPG).

4.3.1.3 Mit POC-CCA-Test ermittelte Pravalenz von Schistosoma mansoni

Urinproben fur den POC-CCA-Test standen von 929 Probanden zur Verfuigung. Die mithilfe
des Schnelltests ermittelte Gesamtpravalenz von Schistosoma betrug 94,5%
(95% KiI: 92,8-95,8). Die Pravalenz der mannlichen (96,2%) war hoher als die der weiblichen
Teilnehmer (93,2%) (x? = 3,9839, p = 0,046). Innerhalb der Altersgruppen konnte die héchste
Pravalenz (98,1%) bei den 6-15 jahrigen detektiert werden (x? = 34,2723, p < 0,001). In der
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nachfolgenden Tabelle sind die mittels POC-CCA-Test ermittelten Prévalenzen von

Schistosoma, aufgeteilt nach Alter und Geschlecht aufgefuhrt.

Tabelle 15 Mithilfe des POC-CCA-Test ermittelte Pravalenz von Schistosoma unterteilt nach Alter und
Geschlecht (modifiziert nach Mueller et al. 2019 [204]).

Variable ﬁ;]tzea;glulzh t ::;]rig/\o/a(\:\f)nz 95% K X p-Wert
Geschlecht  Weiblich 512 93,2 (477) 90,6-95,1 3,9839 0,046
Mannlich 417 96,2 (401)  93,8-97,6
Alter (in 15 71 958 (68) 87,4987 342723 0,001
Jahren) 6-15 418 98,1 (410)  96,2-99,0
16-25 119 91,6 (109)  84,9-95,5
26-35 103 88,4(91)  80,4-93,3
36-45 91 97,8(89)  91,4-99,5
246 127 87,4 (111)  80,3-92,2

4.3.2 Baseline-Untersuchung des Zwischenwirtes

Das Hauptziel dieser Studie war die Identifizierung der Schneckenarten, die in dieser
Studienregion als Zwischenwirte fur S. mansoni fungieren und damit an der Ubertragung der
Infektion beteiligt sind. An ausgewahlten Standorten entlang der Uferlinie, an denen die
Bewohner ljingas haufigen Wasserkontakt hatten, wurden Schnecken gesammelt. Zudem fand
eine Messung der physikochemischen Parameter des Wassers statt, biotische Faktoren
wurden notiert, sowie das Wasserkontaktverhalten der Inselbevélkerung erfragt. Des Weiteren
wurden durch Real-Time PCR-Analysen und anschlielender Sequenzierung Uberpruft, ob
DNA von S. mansoni in den gesammelten Schnecken nachweisbar war und

Ubertragungs-Hotspots identifiziert.

Ein Grof3teil der hier dargestellten Ergebnisse wurden bereits in der Zeitschrift Acta Tropica in
der Publikation ,Malacological survey to identify transmission sites for intestinal
schistosomiasis on ljinga Island, Mwanza, north-western Tanzania“ (Fuss, 2019) publiziert
[186].

4.3.2.1 Speziesbestimmung und Haufigkeit

Zur Schneckensammlung wurden 16 Stellen entlang des Seeufers rund um die Insel ljinga
aufgesucht. Insgesamt konnten 4.888, mithilfe eines Bestimmungsschliissels anhand ihrer
morphologischen Merkmale als B. sudanica identifizierte, StiBwasserschnecken gesammelt
werden [188]. Da an den verschiedenen Sammelstellen nicht exakt die gleiche Dauer nach
Schnecken gesucht wurde, wurde zum Vergleich der Daten die Anzahl der pro 15 Minuten
gesammelten Schnecken berechnet. Abbildung 9 zeigt die Schneckensammelstellen auf der

Insel ljinga. An allen 16 Orten wurde B. sudanica nachgewiesen. Anhand der Haufigkeit der
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gefundenen SuRwasserschnecken konnte folgende Einstufung erfolgen: 11 Sammelpunkte
»sehr haufig“ (> 30 Schnecken), vier Standorte ,mittlere Haufigkeit* (10 - 30 Schnecken) und
an einer Stelle ,geringe Haufigkeit* (< 10 Schnecken) [205].
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Abbildung 9: Positionen der Schneckensammlung auf der Insel ljinga. Die Farben der Punkte
représentieren die H&aufigkeit der gefundenen Biomphalaria an der jeweiligen Stelle:
hoch (> 30 Schnecken/15 min = rot), mittel (10 - 30 Schnecken/15 min = orange) und niedrig
(< 10 Schnecken/15 min = gelb) [205]. Die Karte wurde mit der ExpertGPS-Software (TopoGrafix,
Massachusetts, USA) erstellt (modifiziert nach Fuss et al. 2019 [186]).

4.3.2.2 Nachweis Schistosoma-spezifischer DNA mittels Real-Time PCR im Zwischenwirt

Insgesamt wurden 788 Schnecken mittels Real-Time PCR analysiert. In 35,4% (279/788) der
Schnecken konnte DNA von S. mansoni nachgewiesen werden. 14 Sammelplatze wiesen
positiv getestete Schnecken auf. An drei Sammelpunkten (Nr. 3, 5 und 12) konnte in Uber 90%
der getesteten Schnecken S. mansoni DNA detektiert werden. An vier Orten lag die Pravalenz

infizierter Schnecken unter 20% (Nr. 4, 8, 11 und 15). Nur an zwei Sammelpunkten (10 und
53



4. Ergebnisse

16) konnten keine infizierten Schnecken nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse sind in
Tabelle 16 und Abbildung 10 dargestellt.

Es ist bekannt, dass Biomphalaria-Arten als Zwischenwirte fir S. mansoni als auch fur die
Schwesternart S. rodhaini fungieren kénnen. Da bei Verwendung von SM 1-7 als Zielsequenz
Kreuzreaktionen auftreten kénnen, wurden 19,7% (55/279) der positiv auf S. mansoni
getesteten PCR-Amplikons zusatzlich sequenziert. Alle Sequenzen zeigten die héchste
Ubereinstimmung mit S. mansoni (BioProject PRIEA36577 [206,207]). Die e-Werte lagen

zwischen 4,0e* und 3,4e112,
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Abbildung 10: Anzahl der mit S. mansoni infizierten Schnecken an den jeweiligen Sammelstellen
auf der Insel ljinga. Die Farben der Punkte stellen den Prozentsatz der Biomphalaria dar, die mit
S. mansoni infiziert waren. Grin: Pravalenz = 0%; Orange: Pravalenz > 0% und < 90%; Rot: Pravalenz
> 90%. Die Karte wurde mit der ExpertGPS-Software (TopoGrafix, Massachusetts, USA) erstellt
(modifiziert nach Fuss et al. 2019 [186]).
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Tabelle 16 Anzahl der Biomphalaria-Schnecken, die an der jeweiligen Sammelstelle gesammelt und
mittels Real-Time PCR untersucht wurden, sowie die Anzahl (%) der mit S. mansoni infizierter
Schnecken (modifiziert nach Fuss et al. 2019 [186]).

Anzahl (%) mit

Anzahl Anzahl Anzahl Schistosoma

Sammelstelle Biomphalaria Biomphalaria/ getesteter infizierter
gesammelt 15 min Biomphalaria  Biomphalaria

1 340 114 50 15 (30)

2 126 45 50 15 (30)

3 571 430 50 46 (92)

4 509 191 50 9 (18)

5 96 25 50 47 (94)

6 441 146 50 16 (32)

7 568 291 50 17 (34)

8 705 216 50 2(4)

9 702 200 50 11 (22)

10 127 48 50 0 (0)

11 196 40 50 9 (18)

12 42 6 38 37 (97,4)

13 175 38 50 10 (20)

14 82 16 50 38 (76)

15 100 19 50 7 (14)

16 108 27 50 0 (0)

Gesamt 4888 1852 788 279 (35,4)

4.3.2.3 Analyse der physikochemischen Wasserparameter und biotischen Faktoren

Als Vegetation konnten an allen Sammelstellen Graser, aquatische Makrophyten,
Wasserhyazinthen und Binsen (Juncus-Arten) in unterschiedlich starker Auspragung
verzeichnet werden. Biomphalaria sudanica konnte zwar bei allen Vegetationsarten
gefunden werden, war jedoch am starksten mit Gras assoziiert (rs = 0,621, p = 0,010, n =
16). Die mittlere Wassertemperatur betrug 28,5°C + 1,6°C (26,1°C-31,5°C). Der pH-Wert
variierte stark zwischen den unterschiedlichen Sammelorten mit einem mittleren pH-Wert
von 7,16 + 0,77 (6,61-9,78). Die Leitfahigkeit betrug im Mittel 0,41 mS + 0,19 (0,107-0,634
mS). Der Salzgehalt lag im Mittel bei 0,021% * 0,0089 (0,01-0,03%) und der Mittelwert an
gelostem Sauerstoff betrug 6,97 mg/l + 2,83 (1,4-13,1mg/l). Es konnte kein signifikanter
Zusammenhang zwischen Wassertemperatur (p = 0,8), pH-Wert (p = 0,6), Leitfahigkeit (p =
0,9), gelostem Sauerstoff (p = 0,8) und der Haufigkeit gefundener Schnecken festgestellt
werden. Im Gegensatz dazu konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Anzahl
der infizierten Biomphalaria-Schnecken und dem Salzgehalt (rs = 0,504, p = 0,047, n = 16)

gezeigt werden.

Tabelle 17 veranschaulicht die physikochemischen Wasserwerte an den verschiedenen

Sammelstellen.
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Tabelle 17 Physikochemische Wasserwerte der verschiedenen Sammelstellen, sowie Mittelwerte mit
Standardabweichung (SD) (modifiziert nach Fuss et al. 2019 [186]).

Sammel- Temperatur pH-Wert Salzgehalt in % Leitfahigkeit geldster

stelle in°C in mS Sauerstoff in
mg/L

1 26,8 6,74 0,01 0,107 6,8

2 30,4 7,08 0,01 0,153 1,6

3 30,0 6,91 0,02 0,416 49

4 315 9,78 0,01 0,224 4,5

5 29,4 7,1 0,01 0,275 13,1

6 30,0 6,89 0,01 0,175 14

7 27,0 6,61 0,03 0,575 8,5

8 27,1 7,01 0,03 0,581 8,5

9 27,5 6,84 0,03 0,613 8,7

10 27,2 6,84 0,03 0,634 8,1

11 30,6 7,5 0,02 0,325 8,0

12 26,1 6,88 0,02 0,483 6,8

13 28,1 7,05 0,03 0,556 7,1

14 28,3 7,85 0,02 0,304 8,0

15 27,6 6,77 0,03 0,633 7,7

16 28,1 6,68 0,03 0,572 7,8

Mittel- 28,5 (= 1,6) 7,16 (£ 0,77) 0,021 (+ 0,009) 0,41 (x0,19) 6,97 (+ 2,83)

wert = SD

4.3.2.4 Wassernutzung an den Sammelstellen

Zwei erfahrene lokale Forschungsassistenten flihrten intensive Befragungen der
Inselbevdlkerung durch, um die Wassernutzung an den verschiedenen Sammelstellen zu
ermitteln. Darliber hinaus wurden Beobachtungen zu Aktivitaten rund um die Wasserstellen
notiert. An Sammelstelle Nr. 1 (die auch die Bootsanlegestelle fir die regelmafige
Fahrverbindung ist) wurde nur eine Tatigkeit genannt (Geschirrspllen). Alle anderen
Wasserstellen wurden zur Korperpflege, zum Waschewaschen und Geschirrspilen, zum
Wasserholen, zum Schwimmen/Spielen und zum Fischfang genutzt. Obwohl an allen
Sammelstellen die Defakation verneint wurde, konnten an einigen Orten menschliche Fakalien
gesichtet werden. Zum Zeitpunkt der Studie war das Seewasser die einzige Wasserquelle,

weshalb ein intensiver Seewasserkontakt zwingend notwendig war.

4.3.3 Untersuchungen der Sentinelgruppe

Durch den h&ufigen Kontakt mit zerkarienhaltigem Wasser sind Kinder und junge Erwachsene
am starksten von der Schistosomiasis betroffen. Sowohl die Pravalenz als auch die Intensitat
der Infektionen erreichen ihren H6hepunkt zwischen dem 10.-15. Lebensjahr und nehmen mit
zunehmendem Alter wieder ab [31,208]. Um den Erfolg des auf ljinga angewendeten
intensivierten Behandlungsschemas zu lberprifen, wurde ein Teil der dort lebenden
Schulkinder als ,Sentinelgruppe” zur regelmaRigen Kontrolle des Behandlungserfolges
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ausgewahlt. Die Untersuchungen erfolgten mittels KK-Technik und POC-CCA-Test und
wurden jeweils sechs Wochen nach der Behandlung mit PZQ durchgefiihrt. Die ersten drei
Behandlungen erfolgten im monatlichen Abstand, die vierte Behandlungsrunde fand ein viertel
Jahr spater statt. Da zwischen den letzten beiden Therapien eine Behandlungspause von drei
Monaten lag und hier hohe Reinfektionsraten zu erwarten waren, wurden die Probanden

zudem kurz vor der vierten Behandlung untersucht.

4.3.3.1 Charakterisierung der Studienpopulation
Die Sentinelgruppe bestand aus 223 Kindern im Alter zwischen 8 und 15 Jahren (11,2 + 1,7).
Davon waren 118 Madchen (52,9%) und 105 Jungen (47,1%).

4.3.3.2 Mit Kato-Katz ermittelte Pravalenz und Intensitat der S. mansoni Infektion

Trotz der ersten Gabe von PZQ konnte bei der parasitologischen Uberpriifung eine
Gesamtpravalenz von 33,6% (95% KIl: 27,5-40,2) festgestellt werden. Bei den Madchen wurde
eine Pravalenz von 29,7% (95% KI: 21,6-38,8) bei den Jungen von 38,1% (95% KI: 28,8-48,1)
detektiert. Dieser Unterschied war nicht signifikant (x> = 1,77, p = 0,183).

Nach der zweiten Behandlungsrunde sank die Prévalenz der Sentinelgruppe auf 12,6%
(95% KI: 8,5-17,6). Bei den Madchen konnte eine Pravalenz von 10,2% (95% KI: 5,4-17,1) bei
den Jungen von 15,2% (95% KI: 9,0-23,6) ermittelt werden. Dieser Unterschied war ebenfalls
nicht signifikant (x2 = 1,3, p = 0,254).

Nach der dritten medikamentdsen Therapie betrug die Gesamtpravalenz 3,6%
(95% KI: 1,6-6,9). Bei den Madchen konnte eine Pravalenz von 2,5% (95% KI: 0,5-7,3) bei den
Jungen von 4,8% (95% KI. 1,6-10,8) detektiert werden. Auch dieser Unterschied war nicht
signifikant (x> = 0,791, p = 0,374).

Zwischen der dritten und vierten Behandlung lag ein viertel Jahr Behandlungspause. In dieser
Zeit stieg die Pravalenz von S. mansoni wieder auf 19,3% (95% KI: 14,3-25,1) an. Es konnte
zudem ein signifikanter Unterschied zwischen der Pravalenz von S. mansoni bei den
weiblichen Teilnehmern (13,6%; 95% KI: 8,0-21,1) und mannlichen Teilnehmern

(25,7%; 95% KI: 17,7-35,2) festgestellt werden (x? = 5,274, p = 0,022).

Sechs Wochen nach der vierten Behandlung mit PZQ war erneut ein starker Anstieg der
Pravalenz zu verzeichnen. Die Gesamtpravalenz lag bei 28,7% (95% KI: 22,9-35,1). Die
Pravalenz bei den Madchen betrug 30,5% (95% KI: 22,4-39,7) bei den Jungen 26,7%

(95% KI: 18,5-36,2). Die Madchen zeigten hier eine hohere Pravalenz von S. mansoni als die
mannlichen Probanden, dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant (x> = 0,401, p =
0,527). In

Tabelle 18 und Abbildung 11 sind die mittels KK ermittelten Pravalenzen dargestellt.
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Tabelle 18 Pravalenz von S. mansoni kategorisiert nach Geschlecht und Kontrolluntersuchung (KU).

Pravalenz in % (95% KI)

Geschlecht  — =5 2. KU 3. KU 4. KU 5. KU
Weiblich 297 10,2 25 13,6 305
(21,6-38,8) | (5,4-17,1) (0,5-7,3) | (8,0-21,1) (22,4-39,7)
Mannlich 38,1 15,2 4,8 257 26,7
(28,8-48,1) | (9,0-23,6) (1,6-10,8) | (17,7-35,2) | (18,5-36,2)
Gesamt 336 12,6 3.6 19,3 28.7
(27,5-40,2) | (8,5-17,6) (1,6-6,9) | (14,3-25,1) | (22,9-35,1)
X3 p-Wert 1,77, 13, 0,791, 5274, 0,401,
p=0,183 p = 0,254 p=0,374 |p=0,022 p = 0,527

Der Gesamtmittelwert der EPG Stuhl betrug nach der ersten Behandlung 56,07 EPG
(95% KI: 32,88-78,27), nach der zweiten Therapie 80,29 EPG (95% KI: 43,99-116,58) und
nach der dritten PZQ Gabe 4,19 EPG (95% KI: 0,9-7,49). Vor der vierten Behandlung wurden
im Mittel 9,09 EPG (95% KI: 6,07-12,12) detektiert und nach der vierten Behandlung 23,79
EPG (95% KI: 14,93-32,64). Zwischen den Geschlechtern konnten keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden. Die mittlere Eiausscheidung der gesamten Sentinelgruppe
sowie getrennt nach Geschlecht ist fur alle Kontrolluntersuchungen in Tabelle 19
zusammengefasst.

Tabelle 19 Mittelwerte der Eier pro Gramm Stuhl (EPG) von S. mansoni je Kontrolluntersuchung (KU)
unterteilt nach Geschlecht.

Mittelwert EPG (95% KI)

Geschlecht =5 2. KU 3. KU 4. KU 5. KU
Weiblich 47.8 47.0 35 7.8 21,9
(19,8-75,8)  (15,7-78,3)  (-1,1-8,0)  (3,4-12,2) (9,0-34,8)
Mannlich 65.4 117,7 5,0 10,5 25.9
(27,0-103,7)  (49,1-186,3)  (0,2-9,9) (6,3-14,7) (13,8-38,1)
Gesamt 56,07 80,29 4,197 9,09 23.79

(32,88-79,27) (43,99-116,6) (0,9-7,49)  (6,07-12,12)  (14,93-32,64)

4.3.3.3 Mit POC-CCA-Test ermittelte Pravalenz von S. mansoni

Die mithilfe des Schnelltests ermittelte Gesamtpravalenz von Schistosoma betrug nach der
ersten Behandlungsrunde 53,4% (95% KI: 46,6-60,1). Nach der zweiten Behandlung sank
diese auf 10,8% (95% KI: 7,0-15,6) und stieg nach der dritten Behandlung wieder leicht auf
12,6% (95% KI: 8,5-17,6) an. In der Behandlungspause konnte ein Prévalenz von 32,7%
(95% KI: 26,6—-39,3) ermittelt werden. Nach der vierten PZQ Gabe stieg die Pravalenz auf den
gleichen Wert wie nach der ersten therapeutischen Intervention an (53,4%; 95% Kl: 46,6—60,1)
(siehe Abbildung 11). Hinsichtlich des Geschlechts gab es in keiner Kontrolluntersuchung

statistisch signifikante Unterschiede in der Pravalenz von S. mansoni.
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Abbildung 11: Pravalenz (mit Kato-Katz (KK) und POC-CCA-Test ermittelt) und Intensitat der
Infektion (MWEPG) bei den einzelnen Kontrolluntersuchungen (KU). Die nach der ersten Gabe von
Praziquantel (PZQ) mit Hilfe der KK-Technik detektierte Prévalenz von 33,6% erreichte den niedirgsten
Wert nach der dritten Behandlung (3,6%). Wahrend der nachfolgenden Untersuchungen (4. und 5. KU)
konnte jedoch wieder ein Antstieg bis auf 28,7% verzeichnet werden. Die mit dem POC-CCA-Test
ermittelte Pravalenz stieg nach funf Behandlungsrunden wieder auf den Ausgangswert (53,4%) an. Der
Gesamtmittelwert der EPG Stuhl betrug nach der ersten Behandlung 56,07 EPG, nach der zweiten
80,29 EPG. Nach drei Therapierunden sank die mittlere Zahl EPG Stuhl auf 4,19. Vor der vierten
Behandlung wurden im Mittel 9,09 EPG detektiert und bei der finften KU 23,79 EPG.

4.3.4 Malakologische Analyse nach 4 Behandlungsrunden der humanen Bevolkerung
Ziel dieser Studie war es zu Uberprifen, ob sich Veranderungen in der Pravalenz von
S. mansoni in der menschlichen Bevodlkerung durch die Behandlung mit PZQ auch im
Zwischenwirt wiederspiegeln. Da die adulten Schistosomen durch die Behandlung abgetotet
und somit weniger Eier ausgeschieden werden, sollte auch die Kontamination der Umwelt mit
Parasiteneiern und die nachfolgende Ubertragung des Parasiten auf die StiBwasserschnecken
reduziert sein. Somit kdnnte der Erfolg von Behandlungsprogrammen lber Untersuchungen
des Zwischenwirtes sichtbar gemacht werden. Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurde die
Pravalenz der S. mansoni-Infektion im intermedidaren Schneckenwirt vor und nach vier

Behandlungsrunden der nahezu gesamten Bevélkerung ljingas verglichen.

4.3.4.1 Speziesbestimmung und Haufigkeit

Im Jahr 2016 wurden insgesamt 1.852 B. sudanica Schnecken an den 16 aufgesuchten Stellen
gesammelt (15 min Sammlungsdauer pro Sammelstelle). Im Jahr 2018 wurden dieselben
Punkte erneut aufgesucht und es wurden insgesamt 640 B. sudanica an 12 Sammelplatzen

gesammelt. An vier Orten wurden keine Schnecken gefunden. In Tabelle 20 ist die Anzahl der
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gesammelten Schnecken von beiden Sammlungszeitpunkten dargestellt. Zudem konnten 8
Schnecken verschiedener Gattungen gesammelt werden, die keine Zwischenwirte flr
S. mansoni sind (4 Schnecken der Gattung Limnaea (Zwischenwirt fir Fasciola hepatica), 2

Schnecken der Gattung Melanoides und 2 Schnecken der Gattung Pila).

Tabelle 20 Anzahl der gesammelten Biomphalaria in 2016 bzw. 2018 je Sammelstelle.

Sammel- | 2016 | 2018
stelle Anzahl Biomphalaria
1 114 2

2 45 187
3 430 16

4 191 53

5 25 57

6 146 35

7 291 172
8 216 16

9 200 0

10 48 1

11 40 33
12 6 62
13 38 6

14 16 0

15 19 0

16 27 0
Gesamt 1852 640

4.3.4.2 Nachweis Schistosoma-spezifischer DNA mittels Real-Time PCR im Zwischenwirt

Zur Analyse standen 2018 nur von neun Sammelstellen ausreichend viele Biomphalaria zur
Verfugung (Nr. 2-8, 11 wund 12). Um die molekularbiologischen Daten beider
Untersuchungszeitpunkte vergleichen zu kdnnen, werden deshalb im Folgenden nur die

Sammelstellen bertcksichtigt, von denen Ergebnisse aus beiden Jahren vorliegen.

Von diesen neun Sammelpunkten wurden im Jahr 2016 insgesamt 438 Biomphalaria zur
Real-Time PCR-Analyse verwendet. In 46,6% (198/438) (95% KI. 18,1 - 75,1) der
untersuchten Schnecken konnte DNA der S. mansoni-Gruppe (S. mansoni bzw. S. rodhaini)
nachgewiesen werden. An allen neun Sammelplatzen konnten infizierte Schnecken detektiert
werden. Sequenzanalysen deuteten darauf hin, dass es sich hierbei um Infektionen mit
S. mansoni handelte (siehe Punkt 4.3.2.2 ,Nachweis Schistosoma-spezifischer DNA mittels

Real-Time PCR im Zwischenwirt®).

2018 wurden insgesamt 350 Biomphalaria mittels Real-Time PCR untersucht und es konnte
eine Préavalenz von 16,8% (57/350) (95% KI: 3,4 - 30,3) ermittelt werden. Auch hier wiesen

alle neun Sammelstellen mit Schistosoma infizierte Schnecken auf. Neunzehn der 57 (33,4%)
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positiven Real-Time PCR-Amplikons wurden zur weiteren Analyse sequenziert. Alle
Sequenzen zeigten die hochste Ubereinstimmung mit S. mansoni (BioProject PRIEA36577
[206,207]). Die e-Werte lagen zwischen 6,7e*? und 1,9e5.

Der Vergleich der Pravalenzdaten beider Untersuchungszeitpunkte zeigte einen signifikanten
Unterschied. Bei der Baseline-Untersuchung wurde die héchste Zahl infizierter Schnecken
verzeichnet. Bei der zweiten Analyse, also nach vier Behandlungsrunden der Inselbewohner,
wurden deutlich niedrigere Pravalenzen in der Schneckenpopulation festgestellt
(x2 (1) = 74.335, p < 0.001, @ = 0.307). Betrachtet man nur die Sammelstellen mit der in 2016
hochsten ermittelten Pravalenz (Nr. 3, 5 und 12) konnte ein Rickgang von 94,5% auf 7,4% im
Jahr 2018 festgestellt werden. Allerdings wiesen drei Orte (Nr. 2, 8 und 11) 2018 mehr infizierte
Schnecken als in der vorherigen Analyse auf (siehe Tabelle 21).

Bei der Real-Time PCR-Untersuchung der Schnecken der Gattungen Limnaea, Melanoides

und Pila konnte keine DNA von S. mansoni nachgewiesen werden.

Tabelle 21 Pravalenz von S. mansoni im Zwischenwirt Biomphalaria im Vergleich zum Zeitpunkt vor
Behandlung (2016) und nach viermaliger Behandlung der Inselbevélkerung (2018).

2016 2018
0 i 0 ;

e b Schaooma | MM Seeoms X pWen

Biomphalaria g_lelerter - Biomphalaria infizierter

iomphalaria n (%) Biomphalaria n (%)

2 50 15 (30) 50 24 (48)
3 50 46 (92) 16 1 (6,25)
4 50 9 (18) 50 2 (4)
5 50 47 (94) 50 6 (12)
6 50 16 (32) 35 2(5.7) 74,335 <0.001
[ 50 17 (34) 50 2 (4)
8 50 2(4) 16 4 (25)
11 50 9 (18) 33 14 (42,4)
12 38 37 (97,4) 50 2(4)
Gesamt 438 198 (46,6) 350 (35,4) 57 (16,8)

4.3.4.3 Analyse der physikochemischen Wasserwerte

Die Erfassung der Wasserparameter 2016 wurde bei der zweiten Schneckensammlung 2018
wiederholt. Die Mittelwerte der Temperatur (29,4°C * 3,3), des pH-Wertes (7,75 £ 0,75), der
Leitfahigkeit (0,065 mS £ 0,5) und des Salzgehaltes (0,036% = 0,028) waren 2018 hoher als
2016. Ein Vergleich dieser Parameter zwischen den beiden Jahren zeigte keine signifikanten
Ergebnisse (Temperatur: t = -1,01, p = 0,328; pH: t = -1,929, p = 0,073; Leitfahigkeit:
t=-1,592, p = 0,132; Salzgehalt: t = -1,831, p = 0,087). Allerdings konnte 2018 eine
signifikante Korrelation zwischen Schneckenhaufigkeit und pH-Wert (rs = -0,793, p < 0,001,
n = 16), Schneckenhaufigkeit und Salzgehalt (rs = 0,512, p = 0,043, n = 16), sowie
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Schneckenhaufigkeit und Leitfahigkeit (rs = 0,499, p = 0,049, n = 16) ermittelt werden.
2016 konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen diesen Parametern und der
Schneckenhaufigkeit festgestellt werden. In Tabelle 22 sind die mittleren Wasserwerte der
beiden Untersuchungszeitpunkte zusammengefasst.

Tabelle 22 Mittelwerte mit Standardabweichung (SD) der Wasserparameter zu beiden
Messzeitpunkten.

Wasserparameter Wasserwerte Wasserwerte

P 2016 (+ SD) 2018 (+ SD)
Temperatur (°C) 28,5 (1,6) 29,4 (3,3)
pH-Wert 7,16 (0,77) 7,75 (0,75)
Salzgehalt (%) 0,41 (0,2) 0,65 (0,5)
Leitfahigkeit (mS) 0,021 (0,009) 0,036 (0,028)
gel6ster Sauerstoff 7,0 (2,83) 7,0 (1,03)
(mg/L)
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5. Diskussion

5.1 Studie zum Nachweis von S. mansoni DNA in Stuhlproben mittels
Real-Time PCR

Diese Studie wurde durchgefiihrt, um die diagnostische Genauigkeit der parasitologischen
KK-Methode, des POC-CCA-Schnelltests und der Real-Time PCR aus Stuhlproben zu
vergleichen. Als Referenzmethode wurde einerseits die von der WHO empfohlene
KK-Methode verwendet, andererseits die LCA. Sowohl der Schnelltest als auch die Real-Time
PCR zeigten sehr hohe Sensitivitaten (> 96%) aber geringe Spezifitdten (< 30%) bei
Verwendung der KK-Methode als Standard. Eine mogliche Erklarung hierfir kdnnte die
geringe Sensitivitdt der mikroskopischen Nachweismethode und den dadurch vermutlich
falsch-negativ ermittelten Ergebnisse sein. Diverse Studien konnten zeigen, dass die
Sensitivitat der KK-Methode, insbesondere bei leichten Infektionen nicht zufriedenstellend ist
[164]. Die Analyse der Daten der vorliegenden Studie mithilfe der LCA zeigte, dass das
parasitologische Verfahren im Vergleich zu den beiden anderen Methoden die geringste
Sensitivitat aufwies. Gleichzeitig konnte eine sehr hohe Sensitivitat fir den POC-CCA-Test
(99,5%) und die Real-Time PCR (98,7%) ermittelt werden. Zahlreiche Studien zur
Performance des urinbasierten Schnelltests in endemischen Regionen demonstrierten
ebenfalls eine dem KK-Test lberlegene Sensitivitat [46,197,209,210]. Die Ergebnisse des
POC-CCA-Tests scheinen von den Ergebnissen der KK-Methode nicht abzuweichen, wenn
die durch das KK-Verfahren diagnostizierte Pravalenz der Bevdlkerung Uber 50% ist. Bei
niedrigeren KK-Prévalenzen kdnnen die durch den POC-CCA-Test detektierten Infektionen
wesentlich hoher sein [211]. Allerdings ist der mikroskopische Nachweis der Eier von
S. mansoni hochspezifisch, wohingegen beim Schnelltest falsch-positive Reaktionen durch
Harnwegsinfektionen, Hamaturie, den Einsatz von Diuretika usw. auftreten kénnen [212].
Dadurch besteht bei dieser Methode die Gefahr der Uberschatzung der tatsachlichen
Pravalenz. In der vorliegenden Studie waren die positiven Proben Uberrepréasentiert. Da die
Testevaluation von der Pravalenz der Infektion beeinflusst wird, sollten weitere
Untersuchungen zur Gite der Tests in Regionen mit geringerer Pravalenz folgen. In der
vorliegenden Studie wurden Infektionen mit S. haematobium Uber ein zweistufiges
Testverfahren nachgewiesen, wobei nur Hamaturie-positive Proben mikroskopisch
weiteruntersucht wurden. Leichte Infektionen konnten dabei mdglicherweise Ubersehen
worden sein aber zu einer positiven Reaktion im Schnelltest gefuhrt haben. Dies muss bei der
Interpretation der Ergebnisse bedacht werden, denn zum Vergleich der Methoden sollten die
Infektionen mit S. haematobium bekannt sein. Die Ergebnisse einiger Studien deuten
allerdings darauf hin, dass der POC-CCA-Test zur Diagnose der urogenitalen Schistosomiasis

nicht gut geeignet ist [103,211,213]. Ubereinstimmend mit anderen Studien konnte in der
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vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Sensitivitdt des Schnelltests bei geringerer
Intensitéat der Infektion abnimmt (Abbildung 6) [87,214,215]. Die Farbintensitat der
POC-CCA-Testbande wies eine starke Korrelation mit der Zahl EPG Stuhl auf, welche durch
die KK-Methode bestimmt wurde. Dies bestétigt die Ergebnisse friiherer Untersuchungen
[197,216]. Zudem wurde durch die negative Korrelation der Ci-Werte mit den EPG Stuhl
demonstriert, dass die Methode der Real-Time PCR zur Ermittlung der Infektionsintensitat
herangezogen werden kann (Abbildung 5). Dieser Zusammenhang begrindet sich vermutlich
dadurch, dass die in den Stuhlproben nachgewiesene DNA hdchstwahrscheinlich aus Eiern
stammt [217]. Espirito-Santo et al.,, konnten bei ihren Analysen allerdings keinen
Zusammenhang zwischen den C-Werten und der Anzahl EPG Stuhl finden [218]. Die hier
verwendete Real-Time PCR zeigte keine hdhere Sensitivitat als der POC-CCA-Test. In drei
KK-positiven Proben konnte keine DNA von S. mansoni detektiert werden. Mdéglicherweise
wurde dies durch vertauschte oder falsch beschriftete Proben verursacht. Durch
PCR-Methoden falsch-negativ ermittelte Ergebnisse wurden auch von anderen
Arbeitsgruppen beschrieben [219,220]. Als Ursachen werden oftmals chemische
Komponenten der Stuhlproben genannt, die einen inhibitorischen Effekt auf die
Amplifikationsreaktion haben, mdgliche Degradation der DNA wéhrend des Transports oder
der Lagerung der Proben sowie Schwankungen in der Zahl ausgeschiedener Eier und eine
ungleichmafige Verteilung der Eier im Stuhl [220]. Eine Hemmung der PCR-Reaktion konnte
in der vorliegenden Studie ausgeschlossen werden, da eine interne Inhibitionskontrolle
verwendet wurde. Darlber hinaus wurde keine klassische PCR sondern eine
Real-Time PCR-Technik verwendet, um Kontaminationen und ein Post-PCR-Handling zu
vermeiden. Hinsichtlich der Spezifitat erzielten die Real-Time PCR und die KK-Methode die
hochsten Werte. In einer ahnlichen Studie von Al-Shehri et al., wurden die hochsten
Spezifitaten hingegen beim POC-CCA-Test und der KK-Methode ermittelt [196].

Insgesamt konnte durch die vorliegenden Analysen gezeigt werden, dass der POC-CCA-Test
ein gut geeigneter Test zum Nachweis von S. mansoni-Infektionen in endemischen Gebieten
darstellt. Im Vergleich zur Real-Time PCR zeigten sich nur geringe Unterschiede. Auch in
Regionen mit geringer Pravalenz und Intensitét scheint die durch den POC-CCA ermittelte
Pravalenz héher zu sein als durch die Verwendung der KK-Methode [211]. Dies konnte durch
Untersuchungen von Vorschul- und Schulkindern in Regionen mit geringer Pravalenz bestatigt
werden [221]. Dadurch das mit dem mikroskopischen Nachweisverfahren neben der
gualitativen auch eine quantitative Analyse moglich ist und gleichzeitig andere Geohelminthen
nachgewiesen werden kdnnen, wird diese Technik in Feldstudien oft bevorzugt auch wenn die
Sensitivitat geringer ist als bei anderen Testmethoden [222]. Obwohl die Real-Time PCR eine
sehr gute Sensitivitat und die hochste Spezifitdt unter den 3 verwendeten Tests aufwies, ist
diese Methode nur bedingt fir den Einsatz im Feld geeignet. Der gréf3te Nachteil ist das
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erforderliche Equipment und speziell geschultes Laborpersonal. Trotzdem stellt die PCR ein
natzliches zusatzliches Instrument dar, um die klassischen Methoden zu Uberprifen oder

leichte Infektionen von S. mansoni zu detektieren.

5.2 Studie zum Nachweis von S. mansoni DNA in Urinproben, Serum und
dried blood spot cards mittels Real-Time PCR

5.2.1 Verwendung der serumbasierten Real-Time PCR zum Nachweis von S. mansoni
DNA vor und nach Behandlung mit Praziquantel

In dieser Studie wurde der Nachweis zirkulierender DNA von S. mansoni in Serum- und
Urinproben mit der Methode der Real-Time PCR als alternatives Diagnoseverfahren zum
mikroskopischen KK-Verfahren bzw. des urinbasierten POC-CCA-Tests untersucht.
Zirkulierende freie Schistosoma-DNA kommt in geringen Konzentrationen als Abbauprodukt
von parasitaren Zellen im Blutkreislauf vor und ist homogen in Plasma und anderen
Korperflissigkeiten des Wirtes verteilt [119,185,223,224]. Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigten, dass die meisten Infektionen durch die serumbasierte Real-Time PCR (75%)
nachgewiesen werden konnten, gefolgt vom POC-CCA-Test (63,9%). Mit der urinbasierten
Real-Time PCR wurden vergleichsweise wenig S. mansoni-positive Proben identifiziert
(30,6%). Um die diagnostische Genauigkeit der verwendeten Methoden zu bestimmen, wurde
als ,Goldstandard“ eine Kombination der mikroskopischen und serumbasierten Real-Time
PCR Ergebnisse verwendet. Dazu wurde fur beide Methoden eine Spezifitdt von 100%
angenommen. Diese Vorgehensweise wurde bereits in anderen Studien dberprift und
angewendet [46,198]. Die serumbasierte Real-Time PCR erzielte im Vergleich zu den anderen
Testmethoden die hdchste Sensitivitat (96,3%), wahrend die urinbasierte Real-Time PCR die
niedrigste Sensitivitat (33,3%) und die niedrigste Ubereinstimmung mit der kombinierten
Referenz (k = 0,119) aufzeigte. In experimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass
zellfreie DNA die Nierenbarriere des Menschen passieren kann. Im Urin von mit mannlichem
Blut transfundierten Frauen als auch bei Frauen, die mit mannlichen Féten schwanger waren,
konnten mannerspezifische DNA Sequenzen nachgewiesen werden [225]. Weitere
Untersuchungen konnten zeigen, dass zirkulierende zellfreie DNA im Blut als transrenale
DNA-Fragmente von ca.150-300 bp GroRRe im Urin erscheinen [226]. Der Nachweis von
S. mansoni-spezifischer DNA im Urin wurde in anderen Forschungsgruppen bereits erfolgreich
durchgefihrt [99,127,227,228]. In unseren Analysen konnte ebenfalls zellfreie DNA von
S. mansoni im Urin detektiert werden, die Methode wies aber im Vergleich zu den anderen
angewandten Tests die geringste diagnostische Giite auf. Die DNA im Urin wurde zum Schutz
vor Degradation mit einem speziellen Reagenz stabilisiert, moglicherweise war diese Art der
Konservierung nicht effektiv genug. Vielversprechende Ergebnisse zur Konservierung der
DNA wurden von Lodh et al. mit gefilterten Urinproben und anschlielender Trocknung der
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Filterpapiere [87,125] erzielt. Aufgrund der in dieser Arbeit unzureichenden Ergebnisse der
urinbasierten Real-Time PCR wurde zur Verlaufsbeobachtung nach der Behandlung mit
Praziquantel nur die serumbasierte PCR-Methode herangezogen. Zwanzig Wochen nach der
einmaligen Therapie konnten mit diesem Verfahren 58,3% S. mansoni positive Proben
ermittelt werden, mit der KK-Methode wurde hingegen keine Infektion festgestellt. Fur diese
Diskrepanz kénnen mehrere Faktoren ursachlich sein. Erstens deutet die geringe Sensitivitat
der Mikroskopie (44,4%) daraufhin, dass Proben in denen keine Eier nachgewiesen werden
konnten falsch negativ waren. Zweitens sind in hochendemischen Regionen schnelle
Reinfektionen moglich. Die Dauer vom Eindringen der Larve in den menschlichen Korper bis
zur Eiablage der adulten Wirmer betragt etwa 5-7 Wochen [1]. In dieser Prapatenzzeit kbnnen
zwar noch keine Eier nachgewiesen werden, der Nachweis von Schistosomen-DNA kann aber
durch die hochempfindliche Real-Time PCR-Technik bereits erfolgen. Da jedoch 20 Wochen
nach der Behandlung mit PZQ mikroskopisch keine Eier nachgewiesen werden konnten,
deutet dies auf eine eher langsame Dynamik der Reinfektion an dieser Ubertragungsstelle hin.
Drittens wurde in einigen Studien eine verminderte Wirksamkeit von PZQ beobachtet, sodass
mehrere Autoren die Frage aufwerfen, ob die Effektivitdit von diesem Arzneimittel zur
Behandlung der Schistosomiasis so hoch ist wie bisher angenommen [149,156,223,229]. Die
Beurteilung der Wirksamkeit des Medikamentes erfolgt konventionell mit dem
bekanntermaflRen nicht hochsensitiven KK-Verfahren, sodass diese gegebenenfalls
Uberbewertet wurde. Die Real-Time PCR-Methode kdnnte ein nitzliches Instrument zur
Beantwortung dieser Frage sein. Die letzten beiden hier dargelegten Griinde fir den
Unterschied der PCR-Resultate und den mikroskopischen Ergebnissen kénnten auch die
33,3% positiven POC-CCA-Testresultate in unserer Studie erklaren. Lamberton et al.
verglichen die Sensitivitit des POC-CCA-Tests und der KK-Methode nach der
medikamentdsen Therapie und konnten zeigen,dass der POC-CCA-Test sowohl 4 Wochen

als auch 6 Monate nach der PZQ-Behandlung empfindlicher als sechs KK-Slides war [230].

In der vorliegenden Studie konnten wir eine Woche nach Behandlung mit PZQ einen Abfall
des C-Wertes (Median C; = 28) und zwanzig Wochen spater einen Anstieg des CiWertes
(Median C; = 34,9) beobachten. Da der Ci-Wert umgekehrt proportional zur Menge an DNA im
Ausgangsmaterial ist, konnten Ruckschlisse zur Menge frei zirkulierender S. mansoni DNA
gezogen werden. Die Verringerung des C-Wertes eine Woche nach Therapie, deutete auf
einen Anstieg freier DNA hin. Diese stammte vermutlich von adulten Wirmern, die durch die
Therapie abgetdtet wurden und zu einem signifikanten Anstieg der DNA-Konzentration im
Korper fihrte [126]. Der nachfolgende Anstieg des Ci-Wertes bei der zweiten
Nachuntersuchung deutete auf eine geringere DNA-Menge im Koérper hin. Die Ci-Werte waren
hier hoher als zu Studienbeginn (Median C; = 30,3). Dies spricht daftr, dass hier die geringste
DNA-Menge im Korper vorlag. Ahnliche Ergebnisse wurden auch in anderen Studien berichtet
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[126,231]. Ob die DNA, die Wochen nach der Behandlung detektiert wurde, von noch lebenden
Wirmern, Larvenstadien oder Eiern stammte oder bereits Reinfektionen anzeigte, konnte nicht
verifiziert werden. Bei Menschen mit einer chronischen Infektion verbleibt eine grof3e Anzahl
der Eier im Gewebe. Aus diesen wird vermutlich Uber einen langeren Zeitraum DNA
freigesetzt, sodass die zirkulierende DNA auch mehrere Monate nach erfolgreicher Therapie
nachgewiesen werden kann [224,232]. In einer Studie zum Nachweis von S. japonicum mittels
klassischer PCR konnte 6-8 Wochen nach der Behandlung mit Praziquantel keine DNA des
Parasiten mehr nachgewiesen werden [233]. Ein Zusammenhang zwischen dem CWert und
der Anzahl der Eier in den Stuhlproben konnten in dieser, ebenso wie in zahlreichen anderen
Studien nicht gefunden werden [217,218]. Eine mégliche Erklarung dafiir ist, dass die Methode
der Real-Time PCR S. mansoni spezifische DNA aus allen Phasen des Lebenszyklus
detektiert. Eine positive PCR-Reaktion beweist zwar, dass die DNA des Parasiten vorhanden

ist, aber nicht, ob sie von adulten Wurmern, Eiern oder Larvenstadien stammt [217].

In Anbetracht eines fehlenden Diagnosestandards wurde in dieser Studie zwei Testmethoden
zu einer kinstlichen Referenz kombiniert. Da damit die Tests bis zu einem gewissen Grad,
anhand ihrer eigenen Ergebnisse bewertet wurden, ist nur eine eingeschrankte Interpretation
der Daten mdglich. Trotz dessen deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die Methode der
serumbasierten Real-Time PCR durch ihre hohe Sensitivitat in einer Vielzahl von Situationen
einen diagnostischen Mehrwert darstellen kann. Die Methode lasst die Diagnose der
Schistosomiasis schon in einem sehr frihen Infektionsstadium zu und kann Infektionen mit
geringer Intensitat sicher nachweisen. Dies konnte besonders fur Reisertickkehrer und
Migranten nutzlich sein, um mogliche chronische Komplikationen einer nicht erkannten
Krankheit zu vermeiden oder auch um KontrollmaBnahmen langfristig zu Uberwachen.
Dennoch wird das molekulare Nachweisverfahren in endemischen Gebieten die KK-Methode
oder den POC-CCA-Test aufgrund der einfachen und schnellen Durchfuhrbarkeit nicht
ersetzen kdonnen. Eine Alternative hierzu konnte die isothermale LAMP-Methode sein, die
keinen Thermocycler erfordert und somit auch in ressourcenarmen Umgebungen eingesetzt
werden kann. Ein Problem dieser Technik ist allerdings das haufige Auftreten falsch-positiver

Ergebnisse, welche durch Kontaminationen verursacht werden [79].

5.2.2 Nachweis von S. mansoni spezifischer DNA mittels Real-Time PCR aus
Serumproben im Vergleich zu dried blood spot cards

Die Entnahme, der Transport und die Lagerung von Blutproben sind in abgelegenen
tropischen Gebieten oft suboptimal [234]. Deshalb war das Ziel dieser Studie konservierte
Blutproben in Form von DBSs als DNA-Quelle fir die molekulare Analyse zu untersuchen. Im
Vergleich zur kombinierten Referenz konnte bei der Verwendung der DBS als

Ausgangsmaterial fur die Real-Time PCR jedoch nur eine Sensitivitat von 45,4% ermittelt
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werden, bei gefrorenen Serumproben 95,4%. Dartber hinaus waren die ermittelten Ci-Werte
bei Verwendung der DBSs (Median 37,3) signifikant hoher als bei den Serumproben (Median
27,5, p <0,001). Dies deutet darauf hin, dass die Konzentration parasitenspezifischer DNA im
fur die PCR Reaktion eingesetzten Template bei den Filterkarten geringer war als im Serum.
Dies konnte auf die geringe Menge Blut die zur Anfertigung der DBSs ben6étigt wurde bzw. das
geringe Volumen, welches fur den Extraktionsprozess verwendet wurde, zuriickzuflhren sein.
Das Extraktionsprotokoll fir Serum wurde mit einem Volumen von 2 ml Serum durchgefihrt.
Zur Anfertigung eines DBS wurden jedoch nur 125 ul Blut und zur Extraktion acht ausgestanzte
Kreise eines Spots (je 6 mm) verwendet. Eine Filterscheibe mit einem Durchmesser von 6 mm
enthalt ca. 8,7 £ 1,9 pl Blut [234]. Demzufolge wurde hier zur Extraktion nur ca. 80 pl Blut
verwendet. Dieser quantitative Unterschied konnte zu der hohen Rate falsch-negativer

Ergebnisse geflhrt haben.

Da DBSs den Transport und die Lagerung von Blutproben stark vereinfachen, sind sie in den
letzten Jahren immer mehr in den Fokus der Forschung geruckt. Fiur die Herstellung ist keine
Venenpunktion, sondern lediglich ein Stich in die Fingerbeere von Néten [234,235]. Dartber
hinaus ist fur die Aufbewahrung keine Kihlkette notwendig [235,236]. Daher kénnten sie eine
wertvolle alternative Probenquelle darstellen und die Anwendbarkeit der DNA-basierten
Diagnose der Schistosomiasis im Feld vereinfachen. Dennoch hat sich das DBS-basierte
Real-Time PCR-Verfahren in unserer Studie nicht bewéhrt und kann ohne weitere umfassende
Analysen nicht empfohlen werden. Es ist bekannt, dass DNA Degradation auch in DBSs
auftreten kann und diagnostische Assays dadurch beeintrachtig werden [236—239]. Daher
sollten  weitere  Untersuchungen mit  unterschiedlichen  Lagerungsbedingungen
(Luftfeuchtigkeit und Temperatur), Lagerdauer und verschiedenen Filterpapiersorten
durchgefihrt werden, um zu eruieren inwieweit dies die Ergebnisse molekularer

Nachweisverfahren beeinflusst.

5.2.3 Performance der KK-Methode, des POC-CCA-Tests und der serumbasierten
Real-Time PCR abhéngig vom HIV-Status

Wie in zahlreichen Studien zuvor, konnte in der vorliegenden Arbeit eine verminderte
Ausscheidung von S. mansoni-Eiern bei der HIV-koinfizierten Patientengruppe festgestellt
werden [174,240-242]. Ahnliche Ergebnisse wurden auch in Versuchen mit immundefizienten
M&ausen beschrieben [243,244]. In diesen Modellen konnte gezeigt werden, dass bei
immungeschwachten Mausen die Reifung des Wurms verzégert, die Fruchtbarkeit des
Weibchens beeintrachtigt und die Transposition der Eier in das Darmlumen reduziert war,
sodass trotz gleicher Anzahl Wirmer im Korper weniger Eier ausgeschieden wurden

[243-247]. Im Gegensatz dazu deuten die Ergebnisse anderer Autoren darauf hin, dass sich
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die Eizahlen nicht zwischen HIV-positiven und HIV-negativen Individuen unterscheiden
[174,240].

Im Kontrast zu den Eizahlen konnte in der aktuellen Arbeit kein Unterschied zwischen den
mittleren Ci-Werten der Real-Time PCR gefunden werden. Dies lasst die Vermutung zu, dass
die Leistung des parasitologischen KK-Verfahrens im Gegensatz zur Real-Time PCR in
diesem Kontext beeintrachtigt ist. Allerdings konnten keine signifikanten Unterschiede in der
Empfindlichkeit der Testsysteme zwischen der HIV-positiven und HIV-negativen Subgruppe
beobachtet werden. Sowohl in der gesamten Studiengruppe als auch in der HIV-positiven
Kohorte erzielten die serumbasierte Real-Time PCR und der POC-CCA-Test eine hohere
Sensitivitdt und Spezifitat als das mikroskopische Nachweisverfahren. Colombe et al. deuten
in ihrer Studie darauf hin, dass die Sensitivitat der Mikroskopie nicht nur durch den HIV-Status,
sondern auch durch das Geschlecht beeinflusst werden kann [248]. Einerseits zeigten deren
Ergebnisse, dass HIV-infizierte Personen weniger Schistosomen-Eier ausscheiden als
HIV-uninfizierte Personen und andererseits, dass Frauen weniger Eier ausscheiden als

Manner, unabhangig vom HIV-Status [248].

Aufgrund der geringen Studiengrél3e ist bei der Interpretation der hier vorliegenden Ergebnisse
Vorsicht geboten. Dennoch unterstiitzen sie die Empfehlungen anderer Autoren alternative
diagnostische Tests, wie z.B. den POC-CCA-Test in erwachsenen Bevoélkerungsgruppen mit
hoher HIV-Infektionsrate zu verwenden [248,249]. Aufgrund der Tatsache das die Ci-Werte
der Real-Time PCR nicht durch den HIV-Status beeinflusst wurden, konnte diese Methode als
zusatzliches Diagnostik-Tool fur HIV-Patienten mit zuvor unklarem Ergebnis bezuglich einer

Schistosomiasis sein.

5.3 Malakologische Studie auf der Insel ljinga

53.1 Baseline-Screening der humanen Bevdlkerung und des
Schneckenzwischenwirtes

Die Pravalenz von S. mansoni war sowohl in allen Altersgruppen der menschlichen
Bevolkerung als auch in der Schneckenpopulation sehr hoch. Das die Gemeinschaften entlang
der sudlichen Uferlinie des Viktoriasees und seinen Inseln eine sehr hohe Pravalenz von
Schistosomiasis aufweisen, wurde bereits in friiheren Studien beobachtet [75,174-176,250].
Es konnte ebenfalls zuvor festgestellt werden, dass die Zwischenwirtschnecken der Gattung
Biomphalaria in verschiedenen Lebensrdumen entlang des Viktoriasees weit verbreitet sind
[23,31,205,214]. Die zahlreich gefundenen Biomphalaria auf der Insel ljinga bestatigen diese
Daten. Es ist anzunehmen, dass die von der Bevolkerung haufig aufgesuchten Wasserstellen

potenzielle Ubertragungs-Hotspots fiir die intestinale Schistosomiasis sind.
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Zur Ermittlung der Pravalenz von S. mansoni bei der Inselbevélkerung wurden die KK-Technik
und der POC-CCA-Test verwendet. Mit beiden Methoden konnte eine sehr hohe Pravalenz
detektiert werden, wobei durch den Schnelltest mehr Infektionen nachgewiesen wurden
(94,5%) als durch das mikroskopische Nachweisverfahren (68,9%). In anderen
nahegelegenen Studienorten konnten zum Teil noch héhere Pravalenzen, z.B. auf der Insel
Ukerewe mit 78% [176] bzw. 86,3% [75] (basierend auf der KK-Methode) zum Teil aber auch
geringere Pravalenzen [174,250] detektiert werden. Die Unterschiede in der Pravalenz
hinsichtlich Alter und Geschlecht waren mit den Ergebnissen ahnlicher Studien vergleichbar
[176,251] und sind hauptsachlich auf die ungleiche Exposition mit zerkarienhaltigem Wasser

und die Entwicklung einer partiellen Immunitat zurtickzuftihren [60,75,251].

Die Pravalenz von S. mansoni war zwar in allen Altersgruppen sehr hoch (> 50%), aber
besonders alarmierend war die Haufigkeit der Erkrankung bei Kindern im Vorschulalter
(= 5 Jahre). Die mit der KK-Methode diagnostizierte Pravalenz lag hier bei 54,9%, mit dem
POC-CCA-Schnelltest bei 95,8%. Der hochste Mittelwert der EPG Stuhl wurde bei der
Altersgruppe 6-15 ermittelt (108,6 EPG) gefolgt von den Vorschulkindern (91,9 EPG). Ahnliche
Daten wurden in Ostafrika gewonnen [252,253]. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass
Infektionen mit S. mansoni bereits in sehr jungen Jahren erworben werden kénnen. Durch die
hohen Infektionsintensitaten wird die Entwicklung einer hepatosplenischen Auspragung
begilnstigt und tritt mit hoher Wahrscheinlichkeit auf wenn diese Kinder unbehandelt bleiben
[254]. Die Verwendung der KK-Methode alleine fuhrt allerdings oftmals zu einer
Unterschatzung der wahren Pravalenz in dieser Altersgruppe, sodass die kombinierte
Anwendung des POC-CCA-Tests empfohlen wird [252,255]. In der vorliegenden Studie
wurden mit dem KK-Test nahezu 41% der Vorschulkinder als falsch-negativ diagnostiziert. In
den WHO-Leitlinien zur Bekampfung der Schistosomiasis werden Kinder im Vorschulalter
nicht bertcksichtigt, weil die sichere Verabreichung von Praziquantel bei Kindern unter vier
Jahren nicht erwiesen ist und es derzeit keine geeignete padiatrische Formulierung gibt [256].
In einer aktuellen Studie zum Vergleich verschiedener PZQ-Dosierungen wurde jedoch
festgestellt, dass eine einzelne Gabe von 40 mg/kg Korpergewicht bei Kindern unter 5 Jahren
sicher und wirksam ist [256]. An einem praziquantelhaltigem Therapeutikum fur Kinder wird
derzeit gearbeitet [254,257,258]. Dies wirde die Aufnahme in
Massenbehandlungsprogramme ermdglichen, aber gleichzeitig einen empfindlicheren
diagnostischen Test zum Nachweis der Schistosomiasis in dieser Altersgruppe und zur

Kontrolle der Wirksamkeit des Medikaments erfordern [254].

Insgesamt betrachtet verdeutlichen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass die Insel
liinga hochendemisch fur S. mansoni ist, was sich auch in der hohen Anzahl mit S. mansoni

infizierter Biomphalaria wiederspiegelt (35,4%).
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Die Analyse der Schnecken erfolgte ebenfalls Giber einen DNA Nachweis des Parasiten mithilfe
der Real-Time PCR. Dieses Verfahren konnte bereits in mehreren Studien zur Detektion
infizierter Schnecken eingesetzt und den Wert dieser Analysen als Kontrollinstrument fur
EliminationsmaflRnahmen verdeutlicht werden [90,134,259,260]. Die Verwendung dieser
PCR-basierten Methoden zur Identifizierung von Transmissions-Hotspots hat sich zudem im
Vergleich zur klassischen ,Cercarial Shedding“ -Methode als sensitiver erwiesen [189]. In einer
Studie von Bakuza et al. [261] konnte ebenfalls eine hohe Anzahl infizierter Schnecken (47%)
tber den PCR-Nachweis identifiziert werden. Ahnlich zur vorliegenden Arbeit wurden auch
von dieser Forschergruppe zur genaueren Analyse Sequenzanalysen durchgefihrt. Durch
diese konnte bestatigt werden, dass die meisten Infektionen durch S. mansoni verursacht
wurden, wobei aber auch andere Trematoden nachgewiesen werden konnten. Diese
Ergebnisse heben die Wichtigkeit der zusétzlichen Uberprifung der Parasitenart durch
Sequenzierung hervor, da die Verbindungen zwischen Schnecken und Trematoden vielfaltiger
sein kdnnten als bisher bekannt ist [261]. In friiheren Untersuchungen konnte gezeigt werden,
dass Schnecken der Gattung Biomphalaria sowohl von S. mansoni als auch von der
Schwesternart S. rodhaini infiziert werden kdnnen [262] und bei der Verwendung von SM 1-7
als Zielsequenz fur die molekulare Analyse Kreuzreaktionen mdglich sind. Die in der
vorliegenden Arbeit sequenzierten PCR-Amplikons zeigten alle eine sehr hohe
Ubereinstimmung mit S. mansoni. Bei einer in Westkenia durchgefiihrten Studie wurde
herausgefunden, dass die analysierten Schnecken achtmal haufiger mit S. mansoni infiziert
waren als mit S. rodhaini [263]. Begrindet wurde dieses ungleiche Verhdltnis mit der
unterschiedlichen Verbreitung und Lebensdauer der Endwirte. Nagetiere, welche typische
Endwirte fir S. rodhaini darstellen, haben eine kiirzere Lebensdauer und bestehen im
Allgemeinen aus kleineren, unterteilten und nicht so weit verbreiteten Populationen. Daher
dient der Mensch flir S. mansoni als stabileres Reservoir [263]. Dies zeigt sich auch in der
genetischen Vielfalt, wobei S. mansoni im Vergleich zu S. rodhaini variationsreicher auftritt
[263]. Mittlerweile wurde eine PCR entwickelt, die eine Differenzierung von S. mansoni und
anderen relevanten Schistosoma-Arten ermoglicht und anhand der Amplikongréf3e eine
Unterscheidung von S. mansoni und S. rodhaini zulasst [264]. Dieser Assay, der auf das
ND5-Gen von S. mansoni abzielt, kénnte fur zuklnftige malakologische Analysen auf der Insel
ljinga hilfreich sein. Es ist wichtig genau zu unterscheiden womit die Schnecken infiziert sind,
da tierpathogene Schistosoma-Arten vermutlich nicht durch eine abnehmende Pravalenz der
Schistosomiasis in der menschlichen Bevdlkerung beeinflusst werden und die Infektionen des

Zwischenwirtes mit diesen Parasiten wahrscheinlich auf einem hohen Niveau bleiben.

Die Bewohner ljingas haben zwar in den Befragungen angegeben, dass die Wasserstellen

nicht zur Defékation genutzt wurden, es ist aber dennoch anzunehmen, dass die Rate

infizierter Schnecken auf den Grad der Kontamination mit parasitaren Eiern zuriickgeht. Die in
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dieser Arbeit verwendete DNA-Nachweismethode zielte einzig darauf ab, die DNA des
Parasiten im Zwischenwirt nachzuweisen. Eine Unterscheidung zwischen prépatenter (es
werden noch keine Zerkarien ausgeschieden) und patenter Infektion (Zerkarien werden
ausgestol3en) war nicht mdglich [133,134]. Aufgrund dessen kénnen zwar Annahmen Uber die
Transmission vom Menschen zur Schnecke formuliert werden, es ist jedoch nicht moglich

Aussagen Uber die direkte Gefahr einer Infektion durch Zerkarien im Wasser zu machen.

Um mogliche Habitatpraferenzen der Zwischenwirtschnecken zu ermitteln, wurden an allen
Sammelstellen auf der Insel ljinga zusatzlich eine Reihe von Wasserparametern gemessen
und die Vegetation dokumentiert. In friheren Studien entlang der Ufer des Viktoriasees konnte
ein Zusammenhang zwischen der Vegetation und der Haufigkeit von B. sudanica beobachtet
werden [23,265]. Diese Schneckenart ist haufig in der Ufervegetation, wie z.B, an
Wasserhyazinthen oder in temporaren sumpfigen Gebieten um den See zu finden [205,266].
Laut einer Untersuchung von Ofulla et al. [265] scheint die Verbreitung dieser Art mehr mit
Wasserhyazinthen als mit Gras assoziiert zu sein. Im Gegensatz dazu konnte in der
vorliegenden Arbeit eine signifikante Assoziation von B. sudanica mit Gréasern festgestellt
werden. Ein Zusammenhang zwischen der Wassertemperatur und der Schneckenhaufigkeit
konnte in dieser und anderen Studien nicht nachgewiesen werden [72,267]. Vermutlich ist dies
auf den schmalen Temperaturbereich im Untersuchungsgebiet auf ljinga zurtickzufthren,
denn in zahlreichen anderen Studien aus Uganda, Kenia und Tansania konnten signifikante
Korrelationen zwischen der Wassertemperatur und der Haufigkeit der Schnecken im jeweiligen
Habitat nachgewiesen werden [23,268,269]. Zudem wurde in einer Studie ein negativer
Zusammenhang zwischen dem pH-Wert und der Schneckenverteilung berichtet, wobei die
Zwischenwirte in eher sauren Lebensrdaumen gefunden wurden [205]. Dies konnte durch die
Ergebnisse anderer Autoren und der vorliegenden Analyse ebenfalls nicht bestéatigt werden
[268].

Es ist wichtig zu erwédhnen, dass die gesammelten Schnecken der hier dargestellten
Untersuchungen nur anhand morphologischer Merkmale identifiziert wurden und dies keine
absolut zuverlassige Speziesdifferenzierung ermdglicht. Kirzlich konnte durch molekulare
Analysen gezeigt werden, dass B. sudanica und B. choanomphala eine gré3ere genetische
und morphologische Vielfalt aufweisen als bisher angenommen [266]. Beide Arten gehoren
jedoch zu den wichtigsten Zwischenwirten von S. mansoni entlang der Uferregion des
Viktoriasees [21,22,31].

5.3.2 Untersuchungen der Sentinelgruppe und malakologische Analyse nach 4
Behandlungsrunden der humanen Bevdlkerung
Das Ziel von Massenbehandlungsprogrammen gegen Schistosomiasis ist eine Reduzierung

der Morbiditat und Mortalitat in der Bevolkerung. Da die behandelten Individuen weniger Eier
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der Parasiten ausscheiden, fiihrt dies gleichzeitig zu einer verminderten Umweltkontamination
und dadurch zu einem geringeren Reinfektionsrisiko [190]. Analysen der Zwischenwirte
hinsichtlich Infektionen mit Schistosoma vor und nach Kontrollinterventionen kénnten genutzt
werden, um die Veranderungen in der Ubertragung zwischen Mensch und Schnecke
beurteilen zu kénnen [134]. Deshalb wurden in der vorliegenden Studie sowohl die Préavalenz
der Bevdlkerung als auch der gesammelten Schnecken der Gattung Biomphalaria nach einem
intensivierten Behandlungsprotokoll Gberprift. Da die Infektionen mit Schistosoma spp. ihren
Hohepunkt in der Kindheit erreichen und dazu fuhren, dass Kinder im schulpflichtigen Alter
mehr Infektionen tragen als andere Mitglieder der Gesellschaft [1], wurde diese Altersgruppe
als Sentinelgruppe, zur regelmalligen Kontrolle des Behandlungserfolges gewahlt. Die
Verabreichung der ersten drei monatlichen Medikationen fiihrte zu einer Senkung der
Pravalenz auf 3,6% (KK-Methode) bzw. 12,6% (POC-CCA-Test). Trotz der mehrmaligen
Behandlung mit PZQ konnten weiterhin Infektionen nachgewiesen werden. Da die Insel ljinga
eine hochendemische Region fur S. mansoni darstellt, ist anzunehmen das einige infizierte
Kinder wahrend der jeweiligen Behandlungsrunden sowohl reife Wirmer als auch
Schistosomula oder unreife Wirmer in sich trugen, auf die PZQ einen weniger starken Effekt
austbt [156,270,271]. Es ist bekannt, dass das Verhalten und der haufige Wasserkontakt von
Kindern zu schnellen Reinfektionen und zu geringeren Heilungsraten fuhren kénnen [272].
Zudem wurde berichtet das Reinfektionen mit S. mansoni schneller erfolgen kdnnen als mit
S. haematobium [273-275]. Innerhalb der vierteljahrigen Behandlungspause stieg die
Pravalenz basierend auf der KK-Methode wieder auf 19,3% bzw. bei Verwendung des
POC-CCA-Tests auf 32,7% an. In Endemiegebieten wo schnelle Reinfektionen die Norm sind,
ist dies nicht verwunderlich und zeigt sehr deutlich, dass therapeutische Malinahmen mit
anderen Kontrollinterventionen kombiniert werden sollten um bereits erzielte Erfolge aufrecht
zu erhalten und die Reinfektionsraten zu verringern [1]. In einer Studie von Munisi et al.,
wurden 8 Monate nach einer zweimailgen Behandlung mit PZQ ebenfalls sehr hohe
Reinfektionsraten von (ber 80% festgestellt [276]. Uberraschend ist das Ergebnis der
Therapiekontrolle sechs Wochen nach der vierten Gabe von Praziquantel, wo ein erneuter
Anstieg der Pravalenz zu verzeichnen war (KK-Methode 28,7%, POC-CCA 53,4%). Dies
kénnte auf unvollstandige Heilungen der Infektionen hindeuten, mdéglicherweise aufgrund
gewisser Toleranzen oder Resistenzen der Schistosomen gegenuber Praziquantel [277]. Auch
in anderen Studien konnte bei Schulkindern die an mehreren Behandlungsrunden teilnahmen,
eine verminderte Wirksamkeit des Arzneimittels festgestellt werden [278]. Kontrollprogramme,
in denen regelméRig Behandlungsrunden durchgefuhrt werden, sollten deshalb
Untersuchungen zur Wirksamkeit des Medikamentes in ihre Programmaktivitdten integrieren
[278]. Innerhalb des Pilotprojektes zur Eliminierung der Schistosomiasis auf der Insel ljinga

wurden Daten zur Effektivitat von PZQ erhoben und eine Heilungsrate von 99% bzw. eine
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Ei-Reduktionsrate von 99,5% ermittelt (unverdffentlichte Daten). Dies spricht gegen eine
verminderte Wirksamkeit von PZQ in diesem Studienkollektiv. Da zur Ermittlung dieser
Parameter das klassische KK-Verfahren verwendet wurde und dies insbesondere zur
Erkennung leichter Infektionen keine hohe Sensitivitat aufweist [279,280], kdnnte dies die
Ergebnisse beeintrachtigt und zu einer Unterschatzung der tatsachlichen Infektionen gefiihrt

haben.

Basierend auf der KK-Methode konnte die Prévalenz insgesamt von anfanglich 68,9% auf
28,7% nach vier Behandlungsrunden gesenkt werden. Ahnliche Ergebnisse wurden ebenfalls
im Schneckenzwischenwirt festgestellt. Bei der Erstuntersuchung wurden sehr hohe
Infektionsraten ermittelt. Interessanterweise sank die Zahl der infizierten Biomphalaria nach
vier Behandlungsrunden von 46,6% auf 16,8%. Da die hier verwendete Real-Time PCR keine
sichere Unterscheidung zwischen den Schwesternarten S. mansoni und S. rodhaini zul&sst
[281], wurde ein Drittel der PCR-Amplikone zusatzlich durch Sequenzierung analysiert. Alle
getesteten Sequenzen wiesen dabei die hochste Ahnlichkeit mit S. mansoni auf, sodass
vermutet werden kann, dass die Mehrheit der positiven Real-Time PCR-Reaktionen durch

S. mansoni und nicht durch S. rodhaini verursacht wurden.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass sich die durch die Behandlung mit PZQ verringerte
Pravalenz von S. mansoni in der menschlichen Bevdlkerung in einer verminderten Préavalenz
derselben Infektion im Zwischenwirt abzeichnet. Wiederholte Behandlungsrunden fihren zu
einer reduzierten Eiausscheidung und damit zu einer reduzierten Kontamination der Umwelt.
Dadurch sind weniger Mirazidien zur Infektion der Schneckenzwischenwirte vorhanden. Eine
aktuelle Studie aus Kenia hat gezeigt, dass die Infektionshaufigkeit von S. haematobium im
Zwischenwirt Bulinus der Préavalenz in der menschlichen Bevolkerung entspricht [133,134].
Somit kénnte die Behandlung mit PZQ indirekt auch zu einer abnehmenden Pravalenz von

Schistosoma in der Schneckenpopulation fiihren.

Bei den Untersuchungen auf der Insel ljinga konnte sowohl ein Riickgang der S. mansoni
Pravalenz in der humanen Bevélkerung als auch bei den Schnecken beobachtet werden. Die
Ergebnisse der Sentinelgruppe zeigten, dass die Infektionszahlen nach vier
Behandlungsrunden gesunken sind. Dies lasst einen Zusammenhang zwischen der Haufigkeit
der Parasiteninfektion beim Menschen und den Schneckenzwischenwirten vermuten. Ahnliche
Beobachtungen wurden auch in anderen Studien festgestellt [133,134]. Basierend auf diesen
Erkenntnissen scheint die Uberwachung der Wirksamkeit von Behandlungsprogrammen in
endemischen Gebieten durch die Analyse der Zwischenwirtschnecken moglich zu sein. Dies
ist insbesondere wichtig, wenn die klassischen parasitologischen Techniken aufgund geringer

Infektionsintensitaten an ihre diagnostischen Grenzen stol3en.
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Bei der Interpretation der Ergebnisse ist es wichtig zu beachten, dass die aktuelle Studie
zahlreiche Einschrankungen aufweist. Die Studie wurde in einem kleinen, abgegrenzten
Gebiet durchgefiihrt und die Teilnahmerate der Bevdlkerung an allen vier Behandlungsrunden
war auRergewdhnlich hoch. Dies kann in anderen Umgebungen anders sein. Dariliber hinaus
war die Zeitspanne der Schneckensammlungen zwischen der Erst- und Folgeuntersuchung
sehr lang. Somit wurden eventuell aufgetretene Umweltverdnderungen und mdgliche damit
einhergehende Anderungen in der Haufigkeit und Infektion der Schnecken nicht erfasst.
Darlber hinaus wurden aus Kostengriinden nicht alle vor Ort gesammelten Biomphalaria
analysiert. Dies konnte zu einer Unter- oder Uberschatzung der wahren Pravalenz von
S. mansoni in der Schneckenpopulation gefihrt haben. Es konnte gezeigt werden, dass die
hier verwendete Real-Time PCR-Methode die Identifizierung infizierter Schnecken und Orte
intensiver Transmission erlaubt und zudem zur Uberwachung des therapeutischen Effekts
herangezogen werden kann. Die Technik ist jedoch vergleichsweise teuer und kann nicht
direkt im Feld eingesetzt werden. Dariiber hinaus ist der Ausschluss von Kreuzreaktionen mit
anderen Trematoden uber weitere Analysen unabdingbar, da der hier verwendete
PCR-Marker entwickelt wurde, als die Vielfalt der in den Zwischenwirten vorkommenden
Trematoden noch nicht bekannt war.

Zusammenfassend wird durch die Ergebnisse der vorliegenden Studie sehr deutlich, dass
Reinfektionen in endemischen Gebieten, trotz mehrfacher Behandlungsrunden sehr schnell
erfolgen. Dies unterstreicht die Wichtigkeit eines kombinierten Kontrollansatzes, bei dem die
Behandlung mit WASH-MalRnahmen zur Verbesserung der Wasser- und Sanitarbedingungen,

Aufklarungskampagnen, Hygieneschulungen usw. einhergehen sollten [282].
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bp Basenpaar
bzw. beziehungsweise

B. choanomphala Biomphalaria choanomphala

B. pfeifferi Biomphalaria pfeifferi

B. sudanica Biomphalaria sudanica

B. angulosa Biomphalaria angulosa

B. africanus Bulinus africanus

B. globosus Bulinus globosus

B. nasutus Bulinus nasutus

°C Grad Celsius

ca. circa

CAA zirkulierendes anodisches Antigen (circulating anodic antigen)
CCA zirkulierendes kathodisches Antigen (circulating cathodic antigen)
CDC Centers for Disease Control and Prevention

CFPD cell-free parasite DNA

Cr-Wert Schwellenwertzyklus (threshold cycle)

DBS dried blood spot

DNA Desoxyribonukleinsdure (deoxyribonucleic acid)

dsDNA doppelstrangige DNA (double-stranded desoxyribonucleic acid)
EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

EPG Eier pro Gramm (eggs per gram)

g Gramm

GPS Global Positioning System

IFAT Immun-Fluoreszenz-Antikorper-Test
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kg
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LCA

LF

LAMP

Ml

pum
mg
ml

mm
min
Mio
mS

MWEPG

nM
NTD
NPV
p-Wert
PBS

PCR
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Kappa

Kilogramm

Konfidenzintervall

Kato-Katz Methode

latente Klassenanalyse (latent class analysis)
Liter

lateral flow

loop-mediated isothermal amplification

Meter

Mikroliter

Mikrometer

Milligramm

Milliliter

Millimeter

Minute

Million

Millisiemens

Mittelwert Eier pro Gramm

GroRe der Grundgesamtheit

Anzahl der Merkmalsauspragungen
Nanomolar

vernachlassigten Tropenkrankheiten (neglected tropical diseases)
negative Vorhersagewert (negative predictive value)
probabilitas-Wert (Signifikanzwert)
phosphate-buffered saline

Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
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POC-CCA
PZQ
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RT

Is

SAF

S. mansoni

S. japonicum
S. mekongi

S. intercalatum
S. guineensis
S. rodhaini

ssDNA

Twm

u.a.
UCP
U/min
WASH
WHO
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potentia hydrogenii (Wasserstoffionenkonzentration)
point-of-care circulating cathodic antigen
Praziquantel

Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute)
Raumtemperatur

Spearman’sche Rangkorrelationskoeffizient
Sekunde

Natriumacetat-Eisessig-Formalin (sodium acetate-acetic acid-formalin)
Schistosoma mansoni

Schistosoma japonicum

Schistosoma mekongi

Schistosoma intercalatum

Schistosoma guineensis

Schistosoma rodhaini

einzelstrangige DNA (single-stranded desoxyribonucleic acid)
Kendall-Tau

Schmelztemperatur

unter anderem

upconverting phosphors

Umdrehungen pro Minute

Water, Sanitation and Hygiene

World Health Organization

zum Beispiel
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school children in Mwanza region, Tanzania“
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THE UNITED REPUBLIC
OF TANZANIA

National Institute for Medical Research Ministry of Health, Community
3 Barack Obama Drive Development, Gender, Elderly & Children
P.O. Box 9653 University of Dodoma, Faculty of Arts
11101 Dar es Salaam and Social Sciences
Tel: 255 22 2121400 Building No 11
Fax: 255 22 2121360 P.O. Box 743
E-mail: ethics@nimr.or.tz 40478 Dodoma
NIMR/HQ/R.8a/Vol. 1X/2679 23" January 2018

Dr. Andreas Mueller

Department of Ttropical Medicine, Medical Mission Hospital
Wuerzburg, Germany

C/o Dr. Humphrey Mazigo

Department of Medical Parasitology and Entomology,
Catholic University of Health and Allied Sciences (CUHAS)
P. O. Box 1464

Mwanza

RE: ETHICAL CLEARANCE CERTIFICATE FOR CONDUCTING
MEDICAL RESEARCH IN TANZANIA

This is to certify that the research entitled: Diagnostic accuracy and applicability of molecular approaches for the detection
of schistosome DNA in human blood and urine samples pre and post-treatment (Mueller A et al) whose local investigator is
Dr. Humphrey Mazigo of CUHAS has been granted ethical clearance to be conducted in Tanzania.

The Principal Investigator of the study must ensure that the following conditions are fulfilled:

1. Progress report is submitted to the Ministry of Health, Community Development, Gender, Elderly & Children
and the National Institute for Medical Research, Regional and District Medical Officers after every six months.

2. Permission to publish the results is obtained from National Institute for Medical Research.

3. Copies of final publications are made available to the Ministry of Health, Community Development, Gender,
Elderly & Children and the National Institute for Medical Research.

4. Any researcher, who contravenes or fails to comply with these conditions, shall be guilty of an offence and shall
be liable on conviction to a fine as per NIMR Act No. 23 of 1979, PART III Section 10(2).

5.  Site: Mwanza Region.

Approval is valid for one year: 23" January 2018 to 22™ January 2019.

Name: Prof. Yunus Daud Mgaya Name: Prof. Muhammad Bakari Kambi

Signature Signature

CHAIRPERSON CHIEF MEDICAL OFFICER

MEDICAL RESEARCH MINISTRY OF HEALTH, COMMUNITY

COORDINATING COMMITTEE DEVELOPMENT, GENDER, ELDERLY &
CHILDREN

CC: RMO of Mwanza
DMO/DED of Ilemela
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11.1.3 Genehmigungen der Ethikkommissionen fur die Studien auf der Insel ljinga

unter dem Titel ,Proof of concept study on sustainable schistosomiasis elimination

through an integrated community based approach on ljinga Island, Mwanza,

Northwestern Tanzania“

LAKE ZONE INSTITUTIONAL REVIEW BOARD

National Institute for Medical Research
Mwanza Medical Research Centre
P.O. Box 1462. Mwanza
Tel: +255 28 2541935
Fax: +255 28 2500654
e-mail: mwanza@nimr.or.tz

MR/53/100/434

Dr Humphrey Mazigo 7" September 2016
CUHAS-Bugando
P.O. Box 1464
Mwanza -Tanzania
CLEARANCE CERTIFICATE FOR CONDUCTING
MEDICAL RESEARCH

This is to certify that the research titled “Proof of concept study on sustainable
schistosomiasis and soil-transmitted helminths elimination through an integrated
community based approach in Ijinga Island, Mwanza, northwestern Tanzania
(Mazigo H et al)” has been granted ethics clearance by LZIRB.

The Principal Investigator (PI) of the study must ensure that the following conditions are fulfilled:
I. Progress report is submitted to the Ministry of Health and Mwanza Medical Research

Centre, Regional and District Medical Officers after every six months.

Permission to publish the results is obtained from NIMR Headquarters.

Copies of final publications are made available to the Ministry of Health & Social

Welfare Mwanza Medical Research Centre and the National Institute for Medical

Research Headquarters.

4. Any researcher, who contravenes or fails to comply with these conditions, shall be guilty

of an offence and shall be liable on conviction to a fine. NIMR Act No. 23 of 1979,

PART I1I Section 10(2).

Approval is for this study, any other changes should be communicated to the Board for

approval.

6. Study site: ljinga island, Magu district, Mwanza region. Tanzania

el ]

W

Approval is for one year: 7" September 2016 to 6" September 2017.

Name: Dr Sophia Kalokola Name: Mr Mansuet Temu
‘ R 1 ~
. /J' /l .. ) - e
Signature: Ay Signature YWVULY D
Chairperson Secretary

CC: Regional Medical Officer
District Medical Officer
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LAKE ZONE INSTITUTIONAL REVIEW BOARD

(LZIRB)

National Institute for Medical Research
Mwanza Medical Research Centre
P.O. Box 1462, Mwanza
Tel: 4255 28 2541935
Fax: +255 28 2500654

e-mail: mwanza@nimr.or.1z
MR/53/100/504

Dr Humhrey Mazigo 6" February 2018
CUHAS-Bugando

P.O. Box 1464

Mwanza-Tanzania

APPROVAL FOR EXTENSION OF ETHICAL CLEARANCE

This letter is to confirm that your application for extension on the already approved
proposal: Proof of concept study on sustainable schistosomiasis and soil-transmitted
helminths elimination through an integrated community based approach in Ijinga
Island, Mwanza, northwestern Tanzania (Mazigo H et al) has been granted extension
of approval.

The extension approval is based on the progress report dated 3 1* January 2018. Extension
is valid until 6™ September 2018

The Principal Investigator must bear in mind that other conditions of approval remain as
per ethical clearance letter. The Principal Investigator must ensure that progress and final
reports are submitted in a timely manner.

Name: Dr Sophia Kalokola Name: Mr Mansuet Tc;mu
L\/D(S \! J
Signature: M Signature %\\N [ [P
Chairperson Secretary R

cc: Regional Medical Officer
District Medical Officer
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LAKE ZONE INSTITUTIONAL REVIEW BOARD

(LZIRB)

National Institute for Medical Research
‘Mwanza Medical Rescarch Centre
P.0. Box 1462. Mwanza
Tel: +255 28 2541935
Fax: +255 28 2500654
¢-mail: mwanza@nimr.or.tz

MR/53/100/5377

=t

Dr Humhrey Mazigo 15
CUHAS-Bugando

P.O. Box 14064

Mwanza-Tanzania

February 2019

APPROVAL FOR EXTENSION #2 OF ETHICAL CLEARANCE

his certificate is to confirm that your application for extension (02 of the already
approved study titied *Proof of concept study on sustainable schistosomiasis and soil-
transmitted helminths climination through an integrated community based
approach in Ijinga Island, Mwanza. northwestern Tanzania (Mazigo H ef al)” has
been granted approval of extension.

The extension approval is based on the annual report w hich was submitted to LZIRB.
Extension is valid until 6™ September 2019

The Principal investigator must bear in mind that other conditions of approval remain as
per cthical clearance letter. The Principal Investigator must ensure that progress and final
reports are submitted in a timely manner.

Name: Dr Sophia Kalokola Name: Mr Mansuet Temu
e
M
Signature: %‘9 Signature \\\\\L\h
Chairperson Secretary

ce: Regional Medical Officer
District Medical Officer
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LAKE ZONE INSTITUTIONAL REVIEW BOARD
(LZIRB)

National Institute for Medical Rescarch
Mwanza Medical Research Centre
P.O. Box 1462. Mwanza
Uel: =255 28 2541935
Fax: +255 28 2500654
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MR/S3/100/628

Dr Humphrey Mazigo 8" October 2019
CUHAS-Bugande

P.O. Box (464

Mwanza-Tanzania

APPROVAL FOR EXTENSION 03 OF ETHICAL CLEARANCY

[his certificate 18 to confirm that your application for extension 03 of the already
approved proposal titled: " Proof of Concept study on sustaiuable schistosomiasis and
soil-transmitted helminthes elimination through an integrated community-hased
approach i ljinga {sland. Miwanza, Northern Western Tunzania, Mange il o1 aly
has been granted approval of extension.

ithe extension is based on the annual report which was submiiied w LZIRB in October
2019 This approval is valid untii 6™ September 2020

ITie Principal investigator must bear in mind that other conditions of approval remain as
per ethical cicarance letter. The Principal [nvestigator must ensure that progress and tinai
reports are subautted in a timely manner.

Nanie: Dr Sophiia Kalokola Name: Dr Rebecca Balira
¥
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Chairperson Secretary

ce Kegional Medical Officer
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P.O. Box 1464 Phone:  (255) 28-250-0881 Email: principal@bugando.ac.tz
Mwanza, Tanzania Fax: (255) 28-250-2678 Website: www.bugando.ac.tz

CUHAS/BMC RESEARCH & ETHICAL COMMITTEE (CREC)
ETHICAL CLEARANCE

Date 23 FEBRUARY 2016

Research Clearance Certificate No | CREC/112/2016

Name of researcher/PI ANDREAS MUELLER
Purpose of the research PROPOSAL RESEARCH
Title of the Research PROOF OF CONCEPT STUDY ON SUSTAINABLE

SCHISTOSOMIASIS THROUGH AN INTEGRATED
COMMUNITY BASED APPROACH IN IJINGA ISLAND,
MWANZA - TANZANIA - PART T,

Budget and Sponsor(s) MEDICAL MISSION HOSPITAL WUERZBURG -
GERMANY
Research period February 2016 to December 2016

Ethical clearance is hereby granted.
A progress report shall be submitted to the Committee every 6 months.
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CUHAS/BMC RESEARCH & ETHICAL COMMITTEE (CREC)
ETHICAL CLEARANCE

Date 22 SEPTEMBER 2016

Research Clearance Certificate No | CREC/156/2016

Name of researcher/PI ANDREAS MUELLER
Purpose of the research NOT FOR DEGREE PURPOSE
Title of the Research PROOF OF CONCEPT STUDY ON SUSTAINABLE

SCHISTOSOMIASIS AND SOIL-TRANSMITTED
HELMINTHS ELIMINATION THROUGH AN
INTERGRATED COMMUNITY BASED APPROACH IN
IJINGA ISLAND, MWANZA — NORTH WESTERN

TANZANIA
Budget and Sponsor(s) TSHS. 36.900.000/=
SELF
Research period SEPTEMBER 2016 to SEPTEMBER 2017

Ethical clearance is hereby granted.
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11.2 Aufklarungsbogen & Einverstandniserklarung (Beispiel)

PARTICIPANT INFORMATION SHEET & CONSENT FORM

Study title
Diagnostic accuracy and applicability of molecular approaches for the detection of schistosome
DNA in human blood and urine samples pre- and post-treatment

Invitation paragraph

You are being invited to take part in a research study. Before you decide it is important for you
to understand why the research is being done and what it will involve. Please take time to read
the following information carefully. Take time to decide whether or not you wish to take part.
Thank you for reading this.

Why is this study being done?

Schistosomiasis is a common parasitic disease in Tanzania. Schistosome infections may lead
to reduced physical and cognitive development in children, decreased productivity of adults,
organ damage, major morbidity, and in some cases, death. Early detection of parasite
infestation and early treatment is important to prevent morbidity and mortality. The currently
available tests are not sensitive enough to detect low infection levels.

In this study we want define the best diagnostic material to diagnose schistosomiasis and
evaluate the sensitivity of molecular biological test systems.

If you are diagnosed to be infected, you will be treated with the recommended drug
Praziquantel.

Do | have to take part?

It is up to you to decide whether or not to take part. If you do decide to take part you will be
given this information sheet and be asked to sign a consent form. If you decide to take part
you are still free to withdraw at any time and without giving a reason. A decision to withdraw
at any time, or a decision not to take part, will not affect the standard of care you receive.

How many people will take part in the study?
About 300 adults will take part in this study.

What will happen if | take part in this research study?
If you decide to take part in the study a morning urine sample, a stool specimen and blood and
serum samples will be requested.

How long will | be in the study?
All procedures and tests will be performed three times.

Can | stop being in the study?
Yes. You can decide at any time to withdraw your consent. The data obtained from you will be
removed from the study data base and the specimen obtained will be destroyed.

What side effects or risks can | expect from being in the study?
To provide stool and urine specimen for laboratory investigations does not bear any risks for

you. Taking the requested blood sample may cause minor discomfort due to the required
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needle prick. It is a routine medical procedure and will be carried out by experienced medical
staff with sterile disposable material. In case you are diagnosed to have a schistosoma
infection you will be offered treatment with praziquantel. This is the WHO recommended drug
of choice. It is the drug which is currently used in mass treatment campaigns and you may
have received it already before. The side effects of a treatment with praziquantel are rare and
usually mild. They may consist of abdominal or stomach discomfort with or without nausea for
lor 2 days.

Are there personal benefits to taking part in the study?

The laboratory investigations are looking for active schistosomiasis, a worm disease that can
reliably be treated with drugs. The rapid diagnostic tests will provide a result within a few days
and you will receive a report as soon as possible. In case an active infection is found you will
receive the appropriate medication free of charge. If you wish your study doctor will discuss
the results of the laboratory tests with you. Some of the specialized tests will be done outside
of Tanzania and the results may take a long time, e.g. several months. All results will be made
available to you and your doctor as soon as possible. Participation in the offered HIV-Tests will
provide information about your HIV-status. Due to the anticipated prevalence of HIV in your
community this is a very important health information for you. This will allow you to participate
in treatment programs and to protect your partner if you are found to be HIV-positive. HIV
treatment and care is offered free of charge by a Tanzanian national program. If an HIV-
infection goes unrecognized it may advance to a serious, live-threatening disease.

What other choices do | have if | do not take part in this study?
Your physician will treat you according to your clinical needs and absolutely independent from
your decision to take part in the study.

Will my medical information and my taking part in this study be kept confidential?

All information that is collected about you during the course of the research will be kept strictly
confidential. Any information about you which leaves the hospital/surgery will have your name
and address removed so that you cannot be recognized by a third party.

What are the costs of taking part in this study?
You will not need to pay for any study specific procedures.
You will not be paid for taking part in this study.

What happens if | am injured because | took part in this study?

As pointed out above it is very unlikely that you will be harmed or injured due to study specific
procedures. But if you feel so, it is important that you tell your study doctor,
(investigator’s name). You can tell the doctor in person or call him/her
at [telephone number].

What are my rights if | take part in this study?

Taking part in this study is your choice. You may choose either to take part or not to take part
in the study. If you decide to take part in this study, you may withdraw your consent at any
time. In this case your data will be removed from the study database and your specimens
destroyed.
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No matter what decision you make, there will be no penalty for you and you will not lose any
of your regular benefits. Withdrawing your consent will not affect your medical care. You can
still get your medical care from our institution.

Who can answer my questions about the study?

You can talk to your study doctor about any questions or concerns you have about this study.
Contact your study doctor [name] at [telephone
number].

Additional Information about your rights while taking part in this study, can be obtained by the
Institutional Review Board of the Catholic University of Health and Allied Sciences (CUHAS).

Please give your consent

Name of participant:

Date of birth:

Study number:

Signature

I have been given a copy of all 3 pages of this form. | have read it or it has been read to
me. | understand the information and have had my questions answered.

| agree to take part in this study. L1 YES

Date

Signature of participant:

Signature of witness:

(In case of an illiterate participant only)
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