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1 EINLEITUNG

1.1 Uberblick und Krankheitsbild

Die Schistosomiasis, auch als Bilharziose bezeichnet, ist eine parasitare
Infektionskrankheit, die durch verschiedene Arten von Saugwirmern (Trematoda) der
Gattung Parchenegel (Schistosoma) verursacht wird. Sie zahlt zu den vernachlassigten
Krankheiten in tropischen und subtropischen Landern (Neglected Tropical Diseases,
NTD) und tritt vor allem in Gebieten mit schlechtem Zugang zu sanitaren Einrichtungen
und Trinkwasserquellen auf. Eine wichtige Rolle im Lebenszyklus der Schistosomen
spielen bestimmte StiRwasserschneckenarten, die als Zwischenwirte fungieren und fir
die Larvenreifung des Parasiten bendtigt werden. Dieses im Wasser lebende, als
Gabelschwanzlarve oder Zerkarie bezeichnete Stadium stellt die fir den Menschen
infektiose Form dar (CDC - Schistosomiasis - FAQs, 2019; WHO | Schistosomiasis, o. J.).
Bei Kontakt mit kontaminiertem Wasser kann die Larve durch die Haut in den Korper
des Wirtes eindringen und dort nach einigen Wochen (14 - 84 Tage) diverse Symptome,
wie Fieber, Husten, Myalgien, Cephalgien, Diarrhé oder abdominellen Schmerzen
verursachen. Diese akute Form der Schistosomiasis wird auch als Katayama-Syndrom
bezeichnet, beruht auf einer immunoallergischen Reaktion und tritt in der Regel im
Rahmen der Erstinfektion nicht-immuner Individuen auf (Gobbi et al., 2020; Loscher,
2010). Durch die zeitliche Latenz zwischen Infektion und erster Symptomatik ist es nicht
verwunderlich, weshalb solche Symptome auch von Spezialisten haufig nicht mit einer
Schistosomiasis assoziiert werden und sich die Diagnosestellung zum Teil erheblich
verzogern kann (Gobbi et al., 2020; Ross et al., 2007). In seltenen Fallen tritt innerhalb
von 24 Stunden nach der Hautpenetration eine Dermatitis auf, welche mit Prurigo
einhergeht und sich in Form eines makulopapuldsen Exanthems manifestiert. In der
Regel setzt auch ohne Therapie innerhalb weniger Tage eine vollstandige Riickbildung
ein (Bourée & Caumes, 2004; Herold, 2016). Neben der akuten Verlaufsform der
Schistosomiasis existieren ebenfalls chronische Manifestationen. Diese wiederum
lassen sich in zwei groBe Untergruppen einteilen: Die intestinale bzw. hepatolienale und

die urogenitale Form, welche durch unterschiedliche Parchenegel-Arten ausgel6st
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werden. In den Mittel- und Hochpravalenzlandern Afrikas, zu denen unter anderem
Athiopien, Eritrea, Nigeria, Somalia, Tansania und viele weitere zihlen, findet sich als
Erreger der intestinalen Form Uberwiegend die Art Schistosoma mansoni, wahrend die
urogenitale Form durch Schistosoma haematobium verursacht wird. Ebenfalls in Afrika
verbreitet ist die Art Schistosoma intercalatum. Weitere wichtige Erreger der
intestinalen Form sind Schistosoma japonicum und Schistosoma mekongi, die im
asiatischen Raum vorkommen. Zu den méglichen Langzeitkomplikationen der durch S.
haematobium ausgeldsten urogenitalen Form zdhlen mitunter Nierenschaden,
Hamaturien, Blasenfibrosen und -karzinome sowie Infertilitdt. Eine Hepato- und
Splenomegalie, die Leberfibrose, obere gastrointestinale Blutungen als Folge portaler
Hypertension, die Himatochezie, die pulmonale Hypertonie mit Cor pulmonale und die
Lungenfibrose sind der durch S. mansoni ausgeldsten intestinalen Schistosomiasis
zuzuordnen (Colley et al.,, 2014; Herold, 2016; Loéscher, 2010; Opio et al., 2016;
Schistosomiasis, o.].). Aufgrund bestimmter pathophysiologischer Gemeinsamkeiten
von akuter und chronischer Schistosomiasis, welche durch die in situ-Eiablage
wandernder Wiirmer hervorgerufen werden (bspw. das Auftreten von Lungenlasionen),
schlagen einige Autoren neuerdings vor, den Begriff der chronischen Schistosomiasis zu
verlassen. Stattdessen wird eine Betrachtung von reversiblen (z.B. pulmonale Noduli,
Blasenpolypen) und irreversiblen (z.B. Blasenkarzinome, periportale Fibrose) Lasionen
vorgeschlagen, welche unabhangig von der Zeit nach vermuteter Exposition auftreten

(Gobbi et al., 2020).

Viele Berichte, die bis ins Altertum zurlickreichen, zeugen von einer langen Geschichte
einer Krankheit, die auch heute noch eine bedeutsame gesundheitliche Last fir die
Bevolkerung betroffener Gebiete darstellt. Neben weltweit unterschiedlicher
endemischer Verbreitung weisen die verschiedenen Erreger einen komplexen
Lebenszyklus auf, wodurch sich besondere Anforderungen an die Diagnostik und
Pravention der Erkrankung ergeben. Nicht zuletzt ist die Schistosomiasis aufgrund ihrer
vielen Facetten noch immer Gegenstand reger, aktueller Forschung. Im Folgenden sollen

einzelne der genannten Aspekte genauer beleuchtet werden, um einen tieferen Einblick



Einleitung

in die Vielschichtigkeit der Schistosomiasis zu erméglichen und um anschlieRend zur

Zielsetzung dieser Arbeit Gberzuleiten.

1.2 Exkursin die Geschichte der Schistosomiasis

Die erste wissenschaftliche Beschreibung der Schistosomiasis erfolgte im Jahr 1851
durch den deutschen Arzt und Naturforscher Theodor Maximilian Bilharz (1825 - 1862)
wahrend seiner Tatigkeit als Chirurg in Kairo. Seinem Entdecker entsprechend wurde die
Krankheit einige Jahre spater zunachst als Bilharziose bezeichnet (Bilharz, 1852;

Cobbold, 1859; Di Bella et al., 2018; Tan & Ahana, 2007).

Obwohl| sie damit bereits frih beschrieben war, scheint die Geschichte der
Schistosomiasis und auch ihre Interaktion mit dem Menschen wesentlich dlter zu sein.
Bereits 1500 Jahre v. Chr. wurden im alten Agypten mehrere medizinische Papyri
verfasst, welche eine Krankheit beschreiben, die zu allgemeinen Leibesschmerzen, Herz-
und Magenbeschwerden, sowie zu Absonderungen aus dem Penis fihrte (Di Bella et al.,
2018). Noch friihere Hinweise finden sich im Papyrus von Kahun (1900 v.Chr.), welches
Hieroglyphen enthalt, die eine Hamaturie beschreiben und sich auf die Schistosomiasis

beziehen kénnten (vgl. Abbildung 1) (Themes, 2016).

Abbildung 1: Hieroglyphen aus dem Papyrus von Kahun (1900 v.Chr.), die eine Himaturie bezeichnen sollen.
(Quelle: eigens erstelle Grafik, basierend auf basicmedicalkey.com, 2020; Badr M., 1981)

Obwohl diese als A-a-a-Krankheit bezeichnete Leiden auf verschiedenste Ursachen
zurlickzuflihren sein kdénnen, wurde den damaligen Farmern, Fischern und anderen
Wasserarbeitern geraten, verschmutzte Gewasser zu meiden und sich durch das Tragen
von Leinenkleidung zu schiitzen. Die Berichte lassen somit vermuten, dass es sich bei

der beschriebenen Krankheit tatsachlich um Symptome der Schistosomiasis gehandelt
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haben konnte (Di Bella et al.,, 2018; Leake, 1952). Auch die Schriften der friihen
assyrischen Medizin enthalten Schilderungen, welche aus heutiger Sicht mit den
Symptomen der Schistosomiasis in Einklang gebracht werden kénnten. Das Wort ,musu’
wurde dabei zur Beschreibung von Urin unnatirlicher Farbe oder Konsistenz, sowie
peniler Absonderungen und Blasenschmerzen verwendet (Di Bella et al., 2018; Scurlock
& Andersen, 2010). Durch die Anwendung immunchromatographischer Methoden an
Mumien konnte weiterhin gezeigt werden, dass Pharaonen bereits 5000 Jahre v.Chr. mit
der Schistosomiasis infiziert gewesen sein miissen (Abou-El-Naga, 2018; Deelder et al.,
1990). Es ist somit davon auszugehen, dass ein erheblicher Teil der dgyptischen, und
auch der Bevodlkerung anderer afrikanischer Lander sowie Vorderasiens bereits seit
vielen tausend Jahren mit den Folgen der Krankheit zu kdmpfen hatte. Auch im
ostasiatischen Raum scheinen die Menschen schon lange von der Schistosomiasis
begleitet zu werden. So wurden in China S. japonicum-Eier in weiblichen Leichen
identifiziert, die auf 2100 Jahre alte Dynastien zuriickgehen. Klinische Symptome die
einem heute als Katayama-Syndrom bekannten Krankheitsbild ahneln wurden 400 Jahre

v.Chr. in der traditionellen chinesischen Medizin beschrieben (Ross et al., 1997).

Uber 50 Jahre nach der Erstbeschreibung durch Theodor Maximilian Bilharz, wurde im
Jahr 1902 erstmalig die Moglichkeit eines Lebenszyklus mit Zwischenwirt durch den
schottischen Parasitologen Patrick Manson (1844 - 1922), heute als Pionier der
Tropenmedizin bekannt, erwogen. Zu seinen Ehren erfolgte im Jahr 1907 die Benennung
des Erregers S. mansoni durch den britisch-italienischen Arzt Louis Westenra
Sambon (1867 - 1931), der ebenfalls der Art S. haematobium ihren Namen gab (Birch,
1974; Sambon, 1907). An die Idee eines Lebenszyklus wurde von Robert Thomson
Leiper (1881 - 1969) angeknupft, der diesen in den Jahren 1915/16 vollstandig
aufdeckte. AuBerdem gelang es Leiper im selben Jahr die Unterschiede zwischen
S. mansoni und S. haematobium im Hinblick auf Eier, Aussehen und Schneckenwirt
aufzudecken (Bergquist et al., 2016; Di Bella et al., 2018; Leiper, 1916; Manson, 1902).
Im Verlauf des 20.Jahrhunderts wurden weitere wichtige Meilensteine, wie die
Entwicklung, Verbesserung und Etablierung diagnostischer Instrumente und

wirkungsvoller Therapiemoglichkeiten, sowie ein zunehmend besseres Verstandnis Giber



Einleitung

die Krankheit erreicht. Auf diese Punkte soll nun, beginnend mit dem Lebenszyklus des

Erregers, weiter eingegangen werden.

1.3 Lebenszyklus des Erregers

Der Lebenszyklus des Parchenegels, der bei den verschiedenen Arten im Wesentlichen
Ubereinstimmt und sich in eine asexuelle und eine sexuelle Reproduktionsphase
einteilen lasst (vgl. Abbildung 2), gilt mittlerweile als vollstandig entschliisselt. Wahrend
die asexuelle Phase je nach Erregerspezies in verschiedenen SiiBwasserschnecken der
Gattungen Biomphalaria (Wirt fiir S. mansoni), Bulinus (Wirt fiir S. haematobium),
Oncomelania (Wirt firr S. japonicum) oder Neutricula (Wirt fir S. mekongi) stattfindet,
kann sich die sexuelle Reproduktionsphase ausschlieRlich in Sdugetieren, wie bspw. dem
Menschen, Affen, Nagetieren, Kiihen, Pferden oder Hunden vollziehen (Loscher, 2010;

Rokni, 2012).

Zur Veranschaulichung wird hier mit der Beschreibung der asexuellen Phase begonnen:
Aus befruchteten Eiern, die (iber Exkremente eines infizierten Saugetieres ins Wasser
gelangt sind (1), werden zunachst Mirazidien (Wimpernlarven) (2) freigesetzt, welche in
der Lage sind die genannten Schneckenarten (3) zu infizieren. Innerhalb dieser
entwickeln sich aus den Mirazidien Sporozysten (4), welche entweder eine weitere
Reifung vollziehen und letztlich als Zerkarien ins Wasser ausscheiden (5) oder sie
persistieren im Schneckenwirt und bilden ihrerseits Tochter-Sporozysten, aus denen
wiederum Zerkarien entstehen kénnen. Aus diesem Grund ist es moglich, dass eine
einzelne Schnecke mehrere Hundert Zerkarien pro Tag produzieren kann. Fiir S. mansoni
wurden dabei Zahlen von bis zu 600 Zerkarien pro Tag beschrieben. S. haematobium und

S. japonicum konnen bis zu 200 bzw. 160 Larven pro Tag absondern (Braun et al., 2018).

Fiir die weitere Entwicklung und Vollendung des Zyklus wird ein Sdugetier als Endwirt
bendtigt. Bei Kontakt mit kontaminiertem Wasser, bspw. wahrend Badeaktivitaten oder
dem Waschewaschen kann die Zerkarie nun liber komplexe Interaktionsmechanismen
mit der menschlichen Haut in den Wirt eindringen (6). Der Vorgang kann bereits nach 5

Minuten abgeschlossen sein, jedoch auch bis zu 24 Stunden dauern.
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Bemerkenswerterweise geschieht die Penetration meist schmerzfrei und ohne
Ausbildung von Wunden (McKerrow & Salter, 2002). Nach dem Durchdringen der Haut
verlieren die Zerkarien ihren Schwanz und werden nun als Schistosomula (7) bezeichnet.
Diese zirkulieren im Blut (8), passieren das Herz und die Lunge und vollziehen schlieflich
innerhalb des GefdaRsystems die Reifung zu adulten Wirmern (9). In diesem Stadium
betragt die Lebenszeit der Parasiten normalerweise 3-5 Jahre (Loscher, 2010), allerdings
wurden auch Uberlebenszeiten von bis zu 37 Jahren berichtet (Chabasse et al., 1985).
Die geschlechtsreifen Schistosomen bilden Paare, die sich in den BlutgefdaRen der
Harnwege (S. haematobium) oder des Darms (S. mansoni) ansiedeln (10). Das kleinere
Weibchen befindet dabei sich in der Bauchfalte des groeren Mannchens, welche als

gynakophorer Kanal bezeichnet wird (s. Abbildung 3).

Free-swimming
cercariae released Cercariae
from snail into water penetrate skin

Sporocysts develop
in snail (successive

generations) Cercanae lose tails during

penetratlon and become
schlstosomulae

& N\

o Circulation

I\

-

Mnracidia penetrate

\ snail tissue

A Eggs shed from
' o infected human:

o Migration to portal blood
in liver and maturation
into adults

= infeces in urine
¢

o Eggs hatch and
release miracidia

@ Paired adult worms migrate to:

ey 57/ :
S, iaponicum b Mesenteric venules of bowel/rectum
Sjmziang N / A (laying eggs that circulate to the
A . haematobium liver and shed in stools)
S Infective stage St n C
) ) Venous plexus of bladder; eggs shed
Diagnostic stage C inurine

Abbildung 2l Lebenszyklus von Schistosoma spp. mit jeweiligen Stadien. Linke Halfte: asexuelle, an
StRwasserschnecken gebundene Reproduktionsphase. Rechte Halfte: sexuelle, an Sdugetiere (hier: Mensch)
gebundene Reproduktionsphase. (Public Health Image Library, CDC, 2022)
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Mannchen

Weibchen

N

gynakophorer
Kanal

Abbildung 3: Mikroskopische Aufnahme eines kopulierten Schistosomen-Paares. Das kleinere Weibchen befindet
sich im gynakophoren Kanal des groReren Mannchens. (Quelle: Public Health Image Library, CDC, 2022)

Nach der Paarung gibt das Weibchen befruchtete Eier in das umliegende Gewebe von
Harnblase oder Darmwand ab. Um aus dem Korper ausgeschieden werden zu kdnnen,
miussen die Eier das jeweilige Gewebe durchdringen und in das Lumen von Harnblase
bzw. Darm  gelangen. Dieser  komplexe  Mechanismus  beruht  auf
immunmodulatorischen Effekten wie steriler Entziindung und Granulombildung,
wodurch die Eier das Gewebe passiv durchwandern, in das jeweilige Lumen vordringen
und schlieBlich Gber Urin oder Stuhl ausgeschiedenen werden (Costain et al., 2018).
Gelangen die Eier ins StRwasser wird der Zyklus geschlossen und die Entwicklung

beginnt von vorne (Colley et al., 2014; Herold, 2016; Nelwan, 2019).

1.4 Epidemiologie und globale Last

Die Schistosomiasis ist weltweit in tropischen und subtropischen Gebieten verbreitet.
Dabei ist vor allem das sub-saharische Afrika betroffen, wo sich die hochste Pravalenz
findet, aber auch einige Lander Sud-Ost-Asiens und Slidamerikas gelten als
Endemiegebiete der Schistosomiasis. Schatzungen gehen davon aus, dass weltweit
250 Millionen Menschen aus insgesamt 78 Landern von der Krankheit betroffen sind
und sie flir 280 000 Tote jahrlich verantwortlich gemacht wird (LoVerde, 2019). Je nach
geografischer Region sind unterschiedliche Parasitenarten mit unterschiedlicher

Pravalenz verbreitet (vgl. Abbildung 4) (Gryseels et al., 2006).
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[1 WNot applicable

Abbildung 4: Weltweite Schistosomiasis-Pravalenz und geografische Verbreitung der unterschiedlichen Arten
(Quelle: WHO ,2012; Gryseels et al., 2006).

In dieser Arbeit liegt der Fokus auf den Hochpravalenzgebieten Afrikas, wo im Jahr 2000
jahrlich Gber 200 000 Todesfdlle einer Schistosomiasis geschuldet waren. Die
Weltgesundheitsorganisation (WHO) geht davon aus, dass 92 % der therapiebediirftigen
Menschen in Afrika leben (WHO | Schistosomiasis, o.).). Vor allem Kinder und junge
Erwachsene nehmen dabei eine groRe Gruppe ein. Epidemiologische Studien in Ghana,
Kenia, Nigeria und Uganda konnten zeigen, dass bis zu 86 % der Kinder unter 6 Jahren
mit der Schistosomiasis infiziert sind (Adenowo et al., 2015; Ekpo et al., 2012). Innerhalb
der betroffenen Gebiete ist die Pravalenz der Schistosomiasis stark ortsabhdngig und

variiert zwischen 0 und 100% (vgl. Abbildung 5) (Hirlimann et al., 2011).
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Abbildung 5: Lokale Pravalenzen verschiedener Schistosomen-Arten in Afrika. Links: S. mansoni.
Rechts: S. haematobium. (Quelle: Hiirlimann et al., 2011)

Diese ortlichen Pravalenzunterschiede beruhen auf verschiedenen Faktoren, die sowohl
durch den Schneckenwirt, den Menschen und auch den Parasiten selbst beeinflusst
werden. Wichtige geo-6kologische Rahmenbedingung fiir die Schneckenentwicklung
scheint dabei neben dem pH-Wert des Wassers, der Héhenlage des Gewassers und der
Schneckenpopulationsdichte insbesondere die Wassertemperatur zu sein. Wahrend
Temperaturen zwischen 25°C und 30° als optimal gelten, wirken sich hdéhere
Temperaturen schidlich auf das Uberleben der Schnecken aus (Brooker, 2007). Nicht
nur das Schneckenwachstum, sondern auch die in ihnen stattfindende
Parasitenentwicklung und -freisetzung kann durch bestimmte Temperaturoptima
ginstig beeinflusst werden (Rowel et al., 2015). Generell ist somit davon auszugehen,
dass menschliche Populationen, welche in der Nahe von SiRwasservorkommen mit
glinstigen Bedingungen fir Zwischenwirt und Parasit leben, eine entsprechend erhdhte
Infektionsrate aufweisen. Wegen eines zunehmenden Selektionsdrucks auf den
Parasiten, unter anderem bedingt durch den Klimawandel, das Bauen neuer
Dammkonstruktionen, geanderter landwirtschaftlicher Praktiken sowie
Massenprogrammen zur Verabreichung von Arzneimitteln (MDA) werden mittlerweile

lebensfahige Hybridisierungen zwischen tier- und humanpathogenen Schistosomen-
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Spezies gefunden. AuRerdem breiten sich bestimmte Arten zunehmend Ulber die
Grenzen ihrer 0©kologischen Nischen aus, wodurch zukiinftig mit neuen

Infektionsgebieten zu rechnen ist (Leger & Webster, 2017; Stensgaard et al., 2019).

Auch in Europa und Deutschland treten Schistosomen-Infektionen auf. Da die Krankheit
in diesen Teilen der Welt nicht endemisch vorkommt, handelt es sich dabei in erster
Linie um importierte Falle durch Reiserlickkehrer oder Geflichtete aus den
entsprechenden Landern (Lingscheid et al.,, 2017), allerdings wurden auf der
franzdsischen Insel Korsika in den Jahren 2013 und 2014 tGber 100 S. haematobium- und
S. haematobium/S. bovis-Hybrid-Infektionen gemeldet. Es wird davon ausgegangen,
dass die Erreger von bereits infizierten Menschen aus Westafrika eingefiihrt wurden und
sich in den heimischen Bulinus-Arten vermehren konnten, womit das potentielle Risiko
von Ausbruchsherden innerhalb Europas unterstrichen wird (Boissier et al., 2015;
Boissier et al., 2016). In einer 2017 veroffentlichten, schweizerischen Studie wurden
Geflichtete aus Eritrea auf infektiose Krankheiten untersucht. Im Falle der
Schistosomiasis zeigten 40,2 % (n = 107) der untersuchten Individuen einen positiven
POC-CCA (Circulating Cathodic Antigen)-Urin-Schnelltest und 21,5 % (n = 107) einen Ei-
Nachweis in der Stuhlmikroskopie. Ebenfalls 40,2 % (n = 107) der Gescreenten wiesen
eine positive Schistosomiasis-Serologie auf (Chernet et al., 2018). Eine Metaanalyse aus
dem Jahr 2019 ergab eine Seropravalenz von 24,1 % unter sub-saharischen Migranten
(Asundi et al., 2019). Auch in Italien wurde versucht, die Schistosomiasis-Pravalenz unter
Asylsuchenden und Immigranten aus Sub-Sahara-Afrika zu ermitteln. Eine retrospektive
Analyse von Daten der Jahre 2010 - 2014 ergab, dass 34 % der insgesamt 373 Getesteten
in zumindest einem diagnostischen Verfahren positiv auf Schistosomen getestet
wurden. Im Detail zeigten 27, 6% eine positive Serologie, 17,4 % eine positive
Mikroskopie und 12,6 % einen positiven Urin-CCA-Test (Beltrame et al., 2017). Aus
diesen Daten ldsst sich schlussfolgern, dass auch in Deutschland lebende Migranten und
Asylsuchende ein durchaus relevantes Risiko aufweisen sollten, an einer Schistosomiasis

erkrankt zu sein.
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1.5 Therapie und Praventionsstrategien

In Deutschland erfolgt die Behandlung der Schistosomiasis laut Leitlinien der Deutschen
Tropenmedizinischen Gesellschaft (DTG) mittels einer gewichtsadaptierten 3-tdgigen
Gabe von Praziquantel (PZQ, 40mg/kg Kopergewicht bei Infektionen durch S. mansoni
oder S. haematobium). Das derzeitige Mittel der ersten Wahl weist keine
Kontraindikationen auf und die Nebenwirkungen werden als gering beschrieben. Zu
diesen zdhlen Schwindel, Benommenheit, Kopfschmerzen, Fieber, gastrointestinale
Beschwerden, Ubelkeit und Erbrechen und selten urtikarielle Hautreaktionen. Weiterhin
zeichnet es sich durch gute Wirksamkeit, leichte Verteilbarkeit und geringe Kosten aus,
was dazu fihrt, dass das Medikament jahrlich bei Millionen von Menschen zum Einsatz
kommt. Laut der S1-Leitlinie der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen
Medizinischen Fachgesellschaften e.V. (AWMF) beflirwortet die WHO eine Therapie in
der Schwangerschaft, da der erwartete Schaden fir den Fetus durch die Schistosomiasis
groRer als die Einnahme von Praziquantel ist (Stand 10/2017). Trotz guter Wirksamkeit
greift die Substanz, deren Wirkmechanismus zum Teil noch unklar ist, nicht alle Stadien
des Parasiten an und Resistenzentwicklungen werden - auch aufgrund fehlender
Therapiealternativen - geflirchtet (Cioli et al., 2014; Cupit & Cunningham, 2015; Leitlinie:
Diagnostik und Therapie der Schistosomiasis, o.J).; W. Wang et al.,, 2012). Als
Verlaufskontrolle werden in den deutschen Leitlinien insgesamt drei
Kontrolluntersuchungen nach 6, 12 und 24 Monaten empfohlen. Dabei sollen
serologische Untersuchungen auf spezifische Antikérper, sowie die Suche nach
Schistosomen-Eiern in Stuhl (S. mansoni) oder Sammelurin (S. haematobium) erfolgen.
Auch nach erfolgreicher Therapie kdnnen die Eier noch bis zu 3 Monaten im Gewebe
persistieren, bis sie schlieflich absterben. Ein Nachweis vitaler Eier zu einem spateren
Zeitpunkt ist daher als Therapieversagen zu werten oder liefert Hinweise auf eine

Reinfektion (Leitlinie: Diagnostik und Therapie der Schistosomiasis, o. J.).

Da derzeit kein wirksamer Impfstoff gegen die Krankheit existiert (Molehin, 2020), wird
versucht die Zahl der Infizierten durch alternative Praventionsprogramme stetig
einzudammen. Den wichtigsten Stellenwert nimmt dabei die Massenapplikation von

Medikamenten (Mass Drug Administration, MDA) ein. Mittels Chemotherapie durch
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Praziquantel konnten im Jahr 2018 beispielsweise ca. 95 Million Menschen weltweit
einer Behandlung der Schistosomiasis zugefiihrt werden. Wahrend bei
therapiebedirftigen Schulkindern eine Abdeckung von 61,2 % erreicht werden konnte,
wurden nur 18,2% der behandlungsbedirftigen Erwachsenen therapiert
(Schistosomiasis and Soil-Transmitted Helminthiases, o.]).), was zeigt, dass die
MalRnahme der MDA bei Weitem nicht alle Erkrankten erreicht. AuRerdem bietet sie
keinen Schutz vor Reinfektionen und muss regelmallig wiederholt werden, um eine

dauerhafte Suppression der Infektionsraten zu erreichen (Inobaya et al., 2014).

Andere Praventionsstrategien fokussieren sich auf die Kontrolle des Schneckenwirts,
woflr sich chemisch-toxische und biologische Ansdtze etabliert haben. Der Einsatz
niclosamid-haltiger Molluskizide gilt dabei grundsatzlich als sehr effektive Methode, die
zu einer starken Reduktion der Schistosomiasis-Pravalenz fihren kann. Probleme dieser
Methode liegen einerseits in der nachteiligen Beeinflussung des Okosystem und der
menschlichen Gesundheit (Sokolow et al.,, 2018), andererseits scheitert der
konsequente Einsatz haufig an der Tatsache, dass sich die betroffenen Lander die
teilweise teuren Molluskizide nicht leisten kénnen. Um das Ziel der WHO, die
Schistosomiasis zu eliminieren erreichen zu kdnnen, werden daher neue Ansatze in der
Schneckenkontrolle bendétigt. Dazu zahlen verbesserte, weniger umweltschadigende
Molluskuzide, die Forderung der Verbreitung natiirlicher Feinde (z.B. Enten), die
Aufklarung der Bevoélkerung und die gezielte Abstimmung dieser MaBRnahmen auf das
zeitlich und ortlich variable Vorkommen der Schneckenpopulationen (Sokolow et al.,

2016; WHO | Schistosomiasis elimination, o. J.).

Eine weitere wichtige Sdule der Bekampfung besteht in der Installation und dem Ausbau
sanitdrer Anlagen wie Toiletten, Brunnen oder Abwassersystemen. Durch ausbleibende
Kontakte zu kontaminiertem Wasser kann es so gelingen den Lebenszyklus der
Schistosomen zu unterbrechen und die Krankheit nachhaltig einzuddammen (Campbell
et al, 2014; WHO | Strategy, o.).). Dies verdeutlicht das signifikant niedrigere
Infektionsrisiko in Gebieten, in denen solche MaRnahmen bereits umgesetzt werden

konnten (Grimes et al., 2014). AulRerdem bieten sie ebenfalls Schutz vor weiteren
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wasserbezogenen Krankheiten wie der Diarrhé oder anderen Wurminfektionen (Esrey

et al,, 1991).

Trotz der grofRen Fortschritte und Bemiihungen der letzten Jahre wirkt die Elimination
der Schistosomiasis noch fern und mit vielen Herausforderungen konfrontiert.
Optimistisch scheint die Kombination der oben genannten Praventionsstrategien zu
stimmen (King et al., 2020). Daneben liegt ein besonderes Augenmerk auf den

Diagnosemethoden der Schistosomiasis, die nun genauer betrachtet werden sollen.

1.6 Diagnostik

Als Basisdiagnostik werden von der AWMF parasitologische Ei-Nachweise und
serologische Untersuchungen auf spezifische Antikorper empfohlen. Urin-Schnelltests,
wie der POC-CCA und molekularbiologische Methoden wie die Polymerase-
Kettenreaktion (polymerase chain reaction = PCR) werden als im Einzelfall nitzliche,
direkte Nachweisverfahren beschrieben. Die einzelnen Verfahren werden im Folgenden

genauer erlautert.

1.6.1 Mikroskopie

Die mikroskopische Untersuchung ist eines der dltesten und am weitesten verbreitete
diagnostische Verfahren und kann je nach Erregerverdacht aus Urin (S. haematobium),
Stuhl (S. mansoni) oder Gewebeproben von Blase (S. haematobium) bzw. Darm
(S. mansoni) erfolgen. Bei positivem Ei-Nachweis gilt die Diagnose Schistosomiasis als

gesichert.

Da die Eiproduktion von S. haematobium 30-40 Tage nach der Erstinfektion beginnt,
kann ab diesem Zeitpunkt ein Nachweis aus dem Urin erfolgen. Falls kein Nachweis aus
Spontanurin moglich sein sollte, kann angereicherter Sammelurin verwendet werden.
Die Probe wird nun ca. 1h sedimentieren gelassen oder - besser - durch Nylonnetzfilter
gepresst werden, um Eier und eventuell bereits geschliipfte Mirazidien abzufangen

(Loscher, 2010). AnschlieRend erfolgt die Mikrospie des Materials, wobei im Falle von

13



Einleitung

S. haematobium die Eier einen Sporn mittig am terminalen Pol aufweisen. Dies erlaubt
die Unterscheidung zu S. mansoni-Eiern, welche einen lateralen Sporn aufweisen (vgl.

Abbildung 6).

150 pm

Abbildung 6: Mikroskopische Aufnahme von Schistosomen-Eiern. Links: Ei von S. haematobium mit mittigem Sporn
am terminalen Pol. Rechts: Ei von S. mansoni mit lateralem Sporn (Quelle: Public Health Image Library, CDC, 2022;
wikibooks.org, 2022)

Zur Stuhluntersuchung hat sich die Methode nach Kato-Katz als einfache,
kostenglinstige und effiziente Technik erwiesen. Dabei wird eine gesiebte Stuhlprobe
mit standarisiertem Volumen auf einem Objekttrager aufgebracht, angefarbt und
anschlieRend mikroskopiert. Die Gesamtzahl der gefarbten Eier kann so gezahlt und zur
Berechnung der Anzahl der Eier pro Gramm (eggs per gram = epg) verwendet werden
(Loscher, 2010). Die Sensitivitdit dieser weltweit am haufigsten verwendeten
diagnostischen Methode hangt von der Anzahl der untersuchten Proben, sowie von der
Anzahl der Eier pro Gramm Stuhl ab. Je mehr Proben untersucht werden und je hoher
die Ei-Last ist, desto sicherer kann eine Infektion detektiert werden (Barenbold et al.,
2017). So konnen bei entsprechend hoher Ei-Last (>300 epg) und durch die
Untersuchung mehrerer Proben Sensitivitaten von ca. 90% erreicht werden. Jedoch
werden bei einer geringeren Anzahl von Eiern pro Gramm (< 100 epg) ca. 50% der
Infizierten nicht detektiert (Barenbold et al., 2017; Ebrahim et al., 1997), weshalb diese
Testmethode auch aufgrund ihrer geringen Reproduzierbarkeit und Objektivierbarkeit
als limitiert anzusehen ist. In epidemiologischen Studien und Kontrollprogrammen
findet sie dennoch Anwendung (Kongs et al., 2001). Insgesamt kann die Sensitivitat der
Mikroskopie laut einiger Autoren auf 40-60% und die Spezifitat auf 100% festgelegt

werden (Beltrame et al., 2017).
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1.6.2 Antikorperdiagnostik

Der Schistosomen-Antikérper-Nachweis kann unter anderem durch die Anwendung
unterschiedlicher  serologischer  Testverfahren, wie dem  enzymatischen
Immunadsorptionsverfahren (EIA = Enzyme Immunoassay, dazu zahlt bspw. der ELISA =
Enzyme-linked Immunosorbent Assay) und immunchromatografischen Tests (ICT)
erfolgen (Beltrame et al., 2017; Leitlinie: Diagnostik und Therapie der Schistosomiasis,
0. J.). Die Antikorper konnen sowohl innerhalb der verschiedenen Schistosomen-Arten,
als auch mit anderen Helminthen kreuzreagieren, was in der Praxis jedoch eine
untergeordnete Rolle zu spielen scheint (Léscher, 2010). Beltrame et al. ermittelten in
einer 2017 veroffentlichen Arbeit die Sensitivitdat und Spezifitdt von Schistosomiasis-ICT
und -ELISA. Der ICT zeigte dabei eine Sensitivitdat von 96%, der ELISA eine Spezifitat von
Uber 99% (Beltrame et al., 2017). Auch andere Autoren konnten vergleichbare Werte fir
Sensitivitdt und Spezifitat der Testverfahren bestimmen, weshalb die Kombination
beider Verfahren eine sichere Diagnosestellung zu erlauben scheint bzw. zum
Ausschluss der Diagnose geeignet ist. Eine Unterscheidung zwischen aktiver oder
spontan bzw. nach Therapie ausgeheilter Infektion ist allerdings nicht méglich und
dariber hinaus sind die Testverfahren eher in spateren Krankheitsstadien geeignet. Die
Anwendung serologischer Tests kann bei epidemiologischen Untersuchungen, fir
Kontrollprogramme oder in der Reisemedizin aufgrund vielfacher Bewertungen
dennoch als durchaus nitzlich und indiziert angesehen werden (Doenhoff et al., 1993;

Hinz et al., 2017; Loscher, 2010).

1.6.3 Schnelltests

Eine weitere diagnostische Methode besteht in der Durchflihrung von point-of-care
(POC) Urin-Schnelltests, die leicht zu handhaben sind, schnell verfligbare Ergebnisse
liefern und ohne zusétzliche Laborverfahren angewendet werden kénnen (Luppa, 2008).
Ihre Funktionsweise basiert auf der Detektion zirkulierender Antigene, wie dem
zirkulierenden kathodischen Antigen (Circulating Cathodic Antigen, CCA) (Zoonosen,
2013), welches von lebenden Schistosomen kontinuierlich freigesetzt wird (van Dam et
al., 1996). Sowohl Infektionen der urogenitalen als auch der intestinalen Form kdnnen

mit diesem Testverfahren nachgewiesen werden, da das Antigen ins Blut abgegeben und
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nach der Nierenpassage mit dem Urin ausgeschieden wird. Eine Unterscheidung der
einzelnen Erreger ist nicht moglich, jedoch gilt der Test als sensitiver flr S. mansoni-
Infektionen (Ochodo et al., 2015). In zahlreichen Studien wurde gezeigt, dass der CCA-
Schnelltest vor allem in Regionen mit limitierten diagnostischen Ressourcen als gut
geeignete, glnstige und einfach durchfiihrbare Screening-Methode angesehen werden
kann und zudem der Kato-Katz-Methode hinsichtlich der Sensitivitat Gberlegen ist
(Lamberton et al., 2014; Navaratnam et al., 2012; Okoyo et al., 2018; Sousa-Figueiredo
et al., 2013; Stothard, 2009; Tchuenté et al., 2012). Die Sensitivitdt von CCA-Schnelltests
wird je nach Autor und Hersteller mit 73,5 % - 94,2 % angegeben, wahrend die Spezifitat
zwischen 59,4 % - 93,0 % liegt (Beltrame, Guerriero, et al., 2017; Lamberton et al., 2014;
Shane et al., 2011; Siqueira et al., 2016; Standley et al., 2010). Im Vergleich zu PCR-,
Western Blot (WB) und immunchromatographischen Methoden scheint der Urin-
Schnelltest hinsichtlich Sensitivitdit und Spezifitdit somit unterlegen (Beltrame,
Guerriero, et al., 2017; Lodh et al., 2013; Obeng et al., 2008) und zudem bei niedriger
Parasitenlast nicht ausreichend zur Detektion einer Schistosomen-Infektion geeignet zu
sein (Coelho et al., 2016). Um eine moglichst hohe Sensitivitat bei der Erfassung einer
Schistosomen-Infektion zu erreichen schlagen manche Autoren auch eine Kombination

mehrerer Diagnostik-Verfahren vor (Siqueira et al., 2016).

Auch der in Punkt 1.6.2 (S.15) genannte ICT existiert seit wenigen Jahren als Schnelltest-
Variante, welche mit Serum durchgefiihrt wird. Bisher scheint sich der Test als gut
geeignetes Screening-Tool behauptet zu haben, jedoch konnten zum Zeitpunkt der
Erstellung dieser Arbeit nur wenige Studien zur Evaluation dieses Verfahrens gefunden

werden.

1.6.4 Molekularbiologische Verfahren

In der derzeitig aktuellen deutschen Leitlinie zur Diagnostik und Therapie der
Schistosomiasis wird die PCR als fakultatives, im Einzelfall nttzliches, direktes
Nachweisverfahren erwahnt (Leitlinie: Diagnostik und Therapie der Schistosomiasis,
0. J.). Prinzipiell kann mit diesem Verfahren freie Schistosomen-DNA sowohl in Blut,
Serum, Urin und Stuhl detektiert werden und es gilt als hoch-sensitive (92 %-100 %) und

spezifische (bis 99,9 %) Detektionsmethode, insbesondere in frithen Infektionsstadien,
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in denen klassische parasitologische Verfahren, wie die Mikroskopie deutlich seltener
einen Krankheitsnachweis erbringen kénnen (Cnops et al., 2013; Espirito-Santo et al.,
2014; Oliveira et al., 2010; Pontes et al., 2002; Sandoval et al., 2006; Wichmann et al.,
2013). Der Nachweis von Schistosomen-DNA mittels PCR lasst sich daher als gut
geeignete Methode fiir die Bestatigung einer floriden, behandlungsbediirftigen

Infektion bezeichnen.

Mittels real-time PCR (= quantitative PCR = qPCR) ist es aulRerdem moglich, die aus dem
jeweiligen Material bestimmte Schistosomen-DNA zu quantifizieren (Gomes et al.,
2006). Bei der Bearbeitung von Stuhlproben durch ten Hove et al. konnte weiterhin
dargelegt werden, dass die gemessene Menge an Schistosomen-DNA eine signifikante
Korrelation zur im Stuhl enthaltenen Ei-Anzahl aufweist (ten Hove et al., 2008). Somit
scheint Giber die Anwendung einer qPCR eine indirekte Aussage Uber die Parasitenlast

moglich zu sein.

1.7 Zielsetzung der Arbeit und Hypothese

In dieser Arbeit soll der zeitliche Verlauf der Menge an frei-zirkulierender Schistosomen-
DNA im Blut nach der Intervention mit Praziquantel ermittelt und verglichen werden. Es
stellt sich die Frage, wie lange nach der Therapie sich freie Schistosomen-DNA noch
nachweisen lasst und wie sich die zirkulierende DNA-Menge im zeitlichen Verlauf
verandert. Besonderes Interesse gilt dabei dem Zeitpunkt, ab dem sich keine DNA mehr
detektieren lasst, da dies anzeigt, wie lange der betroffene Organismus bendtigt, die
Parasiten-Bestandteile zu eliminieren. Aullerdem kdnnte die Elimination zirkulierender
Parasiten-DNA als sicherer Therapieerfolg angesehen werden. Hierzu liegen bisher nur
wenige Daten vor. Die Kenntnis einer solchen Schistosomen-DNA-Kinetik kdnnte
zuklinftig in die Entwicklung neuer diagnostischer Ansatze mit einflieBen und es kénnten
sich alternative Wege fir die Bestimmung des optimalen Zeitpunkts einer
Kontrolluntersuchung nach erfolgter Therapie und fiir die Beurteilung des
Behandlungserfolgs eréffnen. Beispielsweise ware durch das Hinzuziehen dieses Wissen

eine deutliche Uberlegenheit hinsichtlich der Sensitivitit gegeniiber der bisher
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angewandten Methode der Bestimmung der Ei-Ausscheidung zu erwarten. Mittelfristig

ist die Entwicklung von auf dieser Kenntnis basierenden Schnelltests denkbar.

Vergleichbare Forschungen am Menschen scheinen nach derzeitigem Stand nur
vereinzelt zu bestehen, jedoch existieren bereits Untersuchungen zum Verlauf der
Schistosomen-DNA nach Therapie im Tiermodell. In Studien an mit Schistosomen
infizierten Mausen konnte bis zum 10. Tag nach der Therapie ein Anstieg der Menge an
frei-zirkulierender Schistosomen-DNA beobachtet werden; gefolgt von einem
kontinuierlichen Abfall (Eraky & Aly, 2016). Der Anstieg lasst sich dabei durch die
abrupte Freisetzung groRer DNA-Mengen aus den Uberresten der abgetéteten Parasiten
erklaren. Ein dhnlicher Verlauf konnte auch in einer Arbeit mit infizierten Hasen
beobachtet werden. Hier kam es innerhalb von 1-2 Wochen zu einem stetigen Anstieg
der Menge an Schistosomen-DNA, dem dann ein lber mehrere Wochen dauernder
Abfall folgte (C. Wang et al., 2011). Zhou et. al zeigten auBerdem im Maus-Modell, dass
4 Wochen nach der Therapie keine Schistosomen-DNA mehr nachweisbar war (Zhou et

al., 2011).

Ubertragt man diese Erkenntnisse auf den Menschen, ist zu erwarten, dass die
freigesetzte Menge an Schistosomen-DNA nach der Therapie zunadchst ebenfalls
deutlich ansteigen wird. Wegen der kontinuierlichen Eliminierung der Parasiten-
Uberreste sollte es nach dem Erreichen eines Konzentrationsmaximums im Serum zu
einem stetigen Abfall dieser Zerfallsprodukte - und damit auch der Menge an frei
zirkulierender Schistosomen-DNA - kommen. Ebenso ist davon auszugehen, dass durch
die im Gewebe persistierenden Schistosomen-Eier bis zu deren Untergang detektierbare
DNA-Mengen freigesetzt werden. All diese Mengen kdnnen im zeitlichen Verlauf

gemessen und so zur Erstellung einer Schistosomen-DNA-Kinetik genutzt werden.

Fiir die Realisierung dieses Vorhabens werden Studienteilnehmende bendétigt, die
gegenwartig mit einer Schistosomiasis infiziert sind, noch keiner Behandlung zugefiihrt
wurden und auBerdem in endemie-freien Gebieten leben, da somit eine Reinfektion
ausgeschlossen werden kann. Um diese in ausreichend hoher Zahl ausfindig zu machen,

wurde Migranten und Asylsuchenden, die aus einem Mittel- oder Hochpravalenzland
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stammen, die Teilnahme an einem Screening-Programm auf Schistosomiasis angeboten
(genaueres s. Material und Methoden). Dabei kamen ein Urin-Schnelltest, welcher
Antigene (hier: CCA) nachweist, ein serologischer Schnelltest zum Antikérpernachweis
(hier: ICT), die Urin- und Stuhlmikroskopie, sowie molekularbiologische Methoden wie
die real-time quantitative PCR zum Einsatz. Die meisten dieser diagnostischen Verfahren
wurden in der Vergangenheit bereits in einer Vielzahl von Studien evaluiert und leisten
einen bedeutenden Beitrag zur weltweiten Kontrolle und Detektion der Schistosomiasis,
allen voran in den Hochpravalenzlandern Afrikas (vgl. Punkt 1.6, S.13). Eine andere
Situation liegt in Regionen mit einer geringen oder unbekannten Pravalenz vor. In diesen
schwach bzw. nicht-endemischen Gebieten wurden von einigen Autoren bereits Zweifel
an der Reliabilitat und dem Stellenwert in der Therapiekontrolle insbesondere der Urin-
Schnelltests geduBert (Bezerra et al., 2018; Neumayr et al., 2019; Peralta & Cavalcanti,
2018). Da diese Thematik in der aktuellen Fachliteratur bisher nur durch eine
Uberschaubare Anzahl an Publikationen behandelt wurde und weitere
Forschungserkenntnisse von Nutzen sein kénnten, soll auch in dieser Arbeit eine
Evaluation verschiedener diagnostischer Verfahren zum Screening einer
Risikopopulation mit unbekannter Schistosomiasis-Pravalenz erfolgen. Als weiteres Ziel
soll in diesem Rahmen aullerdem die Pravalenz, der an einer Schistosomiasis erkrankten

in diesem Personenkreis ermittelt werden.
Die Ziele der Arbeit lassen sich abschlieBend wie folgt zusammenfassen:

e Bestimmung einer Schistosomen-spezifischen DNA-Kinetik nach der
Behandlung mit Praziquantel mit dem Treffen einer Aussage darliber, wann
eine Kontrolluntersuchung bei mit Schistosomen infizierten Patienten angezeigt
ist.

e Evaluation der angewendeten Testverfahren unter Berlicksichtigung des
Studien-Settings und unter Hinzuziehen einschlagiger Fachliteratur

e Bestimmung der Pravalenz der Schistosomiasis bei einer in Deutschland

lebenden, ausgewdhlten Population von Migranten bzw. Asylsuchenden aus
Mittel- und Hochpravalenzlandern
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Studienkontext

2.1.1 Voraussetzungen
Fir das Vorhaben wurde im Vorfeld eine Beratung durch die Ethik-Kommission der
Universitat Wirzburg eingeholt. Gegen die Durchfiihrung der Studie wurden dabei keine

Einwdnde erhoben (Mitteilung vom 19.04.2019, Zeichen: 214/18-sc).

Fir die Durchfiihrung des Projekts an Wiirzburger Gemeinschaftsunterkiinften (GU) fur
Geflichtete (vgl. auch Punkt 2.1.3, S. 22) wurde am 03.03.2020 das Einverstandnis

seitens der Regierung von Unterfranken gegeben.

2.1.2 Uberblick iiber den Studienablauf

Um Teilnehmende fiir die Studie zu gewinnen, wurden diese im ersten Schritt an ihrem
Wohnsitz in der Gemeinschaftsunterkunft aufgesucht und krankheits- und
studienbezogene Informationen wurden anhand von Bildmaterial und personlichen
Gesprachen dargeboten. Entschied sich ein Kandidat oder eine Kandidatin zur
Studienteilnahme, erfolgte nach der Aufklarung die Unterzeichnung der
Einwilligungserklarung seitens der Teilnehmenden. Anschliefend erfolgte das Screening
auf eine Schistosomen-Infektion, wozu die Teilnehmenden um die Abgabe einer
Urinprobe gebeten wurden, welche noch am selben Tag mittels eines CCA-Urin-
Schnelltests ausgewertet wurde. AuBerdem kam ein Urin-Steifentest zur
semiquantitativen Bestimmung von Leukozyten, Erythrozyten und Protein zu Einsatz.
Bei Vorliegen einer Erythrozyturie erfolgte unabhangig vom Schnelltest-Ergebnis die
Urin-Mikroskopie, um eine eventuell vorliegende S. haematobium-Infektion durch einen
Ei-Nachweis zu detektieren. Im Falle eines positiven Testergebnisses (Schnelltest oder
Urin-Mikroskopie) wurde der Patient/die Patientin im Laufe von zwei Wochen Uber
dieses informiert und erhielt einen Termin zur Blutentnahme fir die Bestimmung einer
Schistosomen-Serologie und zur Detektion von freier Schistosomen-DNA mittels PCR.

Zusatzlich wurden alle Teilnehmenden welche einen G-Score von = 4 (vgl. Tabelle 1,

Punkt 2.2.1, S.28 und Punkt 2.2.4, S.32) im Urin-Schnelltest aufwiesen, um die Abgabe
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einer Stuhlprobe zur Mikroskopie gebeten. Im Falle eines negativen Schnelltest-
Ergebnisses wurde dieses nicht aktiv mitgeteilt und es folgte kein weiteres Fortschreiten
im Studienverlauf. Dieses Vorgehen wurde den Teilnehmenden im Vorfeld erklart.
Gleiches galt fir das Vorliegen eines negativen Serologie-Befundes oder einem

ausbleibenden Ei-Nachweis in der Mikroskopie.

Lag ein positiver Serologie-Befund bzw. ein DNA- oder Ei-Nachweis vor, wurde die
Praziquantel-Gabe geplant und der Patient/die Patientin erhielt einen erneuten
Vorstellungstermin. Dabei wurde erneut aufgeklart, mit dem Ziel an den weiteren
Studienablauf zu erinnern und die Compliance zu fordern. Nach dem Verabreichen des
Medikaments (Tag 0), schloss sich das Follow-up mit insgesamt funf weiteren
Blutentnahmen zu den definierten Zeitpunkten 3-7-14-28-56 Tage an. Eine Abweichung
von +1 Tag wurde akzeptiert. Ebenfalls war eine Blutentnahme zum Tag 0 vorgesehen,
welche nicht zwangslaufig am Tag der Intervention stattfinden musste, sondern bereits
bei der Blutentnahme fiir die Serologie mit abgenommen werden konnte. Da im
Zeitraum zwischen Diagnosestellung und Therapie keine grofRen Schwankungen der
Schistosomen-DNA-Menge im Blutkreislauf zu erwarten sind, wurde dies als fir die
Datenerhebung vernachldssigbar angesehen und ersparte den Teilnehmenden eine
zusatzliche Blutentnahme. Spatestens nach der letzten Probenentnahme erfolgte deren
Auswertung mit Hilfe molekularbiologischer Methoden (gPCR), um Daten fiir die
Erstellung der DNA-Kinetik zu gewinnen. Teilweise erfolgte dies bereits parallel zum
Follow-up. Hatte sich hierbei gezeigt, dass schon zu den ersten Entnahme-Zeitpunkten
keine Schistosomen-DNA nachweisbar war, wurde das weitere Follow-up abgebrochen,
da davon ausgegangen wurde, dass keine floride Infektion vorlag (vgl. Punkt 2.3, S.32)
und so den Teilnehmenden unndétiger Aufwand und Blutentnahmen erspart blieb. Zur
Veranschaulichung ist der Studienablauf in Abbildung 7 nochmals grafisch dargestellt.
Auf die einzelnen Schritte und Komponenten wird in den nachfolgenden

Gliederungspunkten dieser Arbeit genauer eingegangen.
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Zeit

Screening Intervention Follow-up
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des Studienablaufs mit den einzelnen Phasen in zeitlicher Abfolge. Die
Abstdande zwischen den einzelnen Schritten (schwarze Punkte) spiegeln keine fest definierten Zeitrdume wider.

2.1.3 Studienpopulation

Da die Krankheit in Deutschland nicht vorkommt und nur selten bei Reisertickkehrenden
entdeckt wird, spielte die Auswahl der Studienpopulation eine wichtige Rolle, um eine
ausreichende Anzahl an Personen zu gewinnen, die zum damaligen Zeitpunkt an einer
floriden Schistosomiasis erkrankt waren. Potenzielle Einschlusskandidaten und
Einschlusskandidatinnen wurden daher in den Wirzburger Gemeinschaftsunterkiinften
fur Gefliichtete mit einem relevanten Anteil an Bewohner/-innen aus Mittel- oder
Hochpravalenzlandern (Pravalenz: 10 - 49 % bzw. > 50%; vgl. Abbildung 4) gesucht, da
davon ausgegangen werden kann, dass diese ein relevantes Krankheits-Risiko
aufweisen. Grundsatzlich war es aber allen Personen, welche die Einschlusskriterien (vgl.
Punkt 2.1.6, S.25) erfiillten, mdglich an der Studie teilzunehmen. Dies traf beispielweise

auf Patienten oder Patientinnen zu, die Uber die Tropenmedizinische Abteilung der

Missionsarztlichen Klinik Wiirzburg angebunden werden konnten.
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2.1.4 Biometrische Aspekte

2.1.4.1 Studiendesign
Die vorliegende Arbeit bedient sich je nach Fragestellung zweier unterschiedlicher
Studiendesigns. Bei der Bestimmung der Schistosomen-DNA-Kinetik handelt es sich um
eine Quasi-experimentelle Studie ohne Kontrollgruppe. Der Ein-Gruppen-Versuchsplan
sieht eine einmalige Intervention (Praziquantel) mit anschlieBender, flinf-maliger
Messung einer abhangigen Variable (Schistosomen-DNA im Serum) Uber die Zeit vor

(Holling & Schmitz, 2010).

Die Bestimmung der Schistosomiasis-Pravalenz beruht auf einer Beobachtungsstudie
mit Querschnitts-Design. Da die Pravalenzbestimmung nicht an einem einzigen Stichtag,
sondern Uber einen Zeitraum von mehreren Monaten erfolgte, wdre der Begriff der
Periodenpravalenz genau genommen als korrekte Beschreibung aufzufassen. Da eine
Infektion in Deutschland jedoch ausgeschlossen ist und eine vernachlassigbare
Fluktuation der Studienpopulation vorliegt, wurde der Begriff der Punktpravalenz vom
Autor als zutreffende Bezeichnung angesehen. Wird die Pravalenzbestimmung nach der
Erhebungsform eingeteilt, handelt es sich beim vorliegenden Studiendesign um eine

Feldpravalenz.

2.1.4.2 Definition der Endpunkte
Der primare Endpunkt wurde wie folgt definiert: Reduktion der im Blut befindlichen
Konzentration der Schistosomen-spezifischen-DNA im zeitlichen Verlauf nach

Intervention durch Praziquantel bei Patienten aus Hoch- und Mittelpravalenzlandern

2.1.4.3 Biometrische Formulierung der Hauptfragestellungen
Ziel war es, einen quantitativen DNA-Nachweis zu definierten Zeitpunkten zu erhalten
und im Verlauf hinsichtlich der Kinetik zu beurteilen. Dazu wurden zunachst

Teilnehmende bendtigt, welche mit einer Schistosomiasis infiziert waren.

Mehrere, zu definierten Zeitpunkten entnommene Serumproben von Positiv-
getesteten, welche sich einer Behandlung unterzogen haben, wurden anschlieRend
genutzt, um frei zirkulierende Schistosomen-DNA zu detektieren. Die Ergebnisse wurden

dokumentiert und mit Hilfe geeigneter Software ausgewertet. Der zeitliche Verlauf der
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erhobenen Parameter konnte so dargestellt und miteinander verglichen werden. Dabei
wurden metrische Merkmale, unter Verwendung von MaRzahlen wie Mittelwerte,

Standardabweichung, Varianz und Perzentilen herangezogen.

Die gewonnenen Daten wurden weiterhin fiir eine Pravalenzbestimmung der
Schistosomiasis bei in Deutschland lebenden Asylsuchenden und Migranten aus

relevanten Herkunftslandern genutzt.

2.1.4.4 Biometrische Begriindung der Fallzahlen
Vor Studienbeginn bzw. dem Screening-Programm war die Zahl der mit einer

Schistosomiasis infizierten Bewohner/Bewohnerinnen der Unterkiinfte nicht bekannt.

Bei der Rekrutierung der Teilnehmer/der Teilnehmerinnen war es nicht moglich, die
genaue Ortliche Schistosomiasis-Pravalenz ihrer Herkunftsgebiete zu ermitteln. Dies ist
der Tatsache geschuldet, dass keine exakten Daten jedes einzelnen Gebietes der Welt
zur Verfligung stehen und die Schistosomiasis-Prdvalenz regional variiert. Um eine
moglichst hohe Zahl an Infizierten zu identifizieren, konnten somit alle Personen, die aus
Hoch- bzw. Mittelpravalenzldandern stammen, an der Studie teilnehmen. Nach den
Daten der WHO (vgl. Abbildung 4), sowie Abbildung 5 ergibt sich, dass die

Schistosomiasis de facto im gesamten sub-saharischen Afrika endemisch ist.

Das Ziel dieser Studie war es, moglichst viele Infizierte zu detektieren, um einen
aussagekraftigen Vergleich der DNA-Kinetik durch die Laboranalyse zu erhalten. Bei der
Erstellung der DNA-Kinetik wurde die Anderung eines Laborparameters zu

verschiedenen Zeitpunkten nach der Intervention durch Praziquantel untersucht.

Die Ermittlung der Pravalenz der Schistosomiasis bei in Deutschland lebenden

Migranten aus Mittel- und Hochpravalenzlandern war ein weiteres Studienziel.

Chernet et al, 2017 und Chernet et al, 2018 ermittelten bei zwei in der Schweiz
durchgefiihrten Studien eine Schistosomiasis-Pravalenz von 35 % bzw. 21,5% bei
Geflichteten aus Afrika (Chernet et al., 2017, 2018). Da die genaue Pravalenz bei in
Deutschland lebenden Asylsuchenden und Migranten aus relevanten Herkunftslandern

unbekannt ist, wurde als Referenz die kleinste Pravalenz aus der Schweiz angenommen.
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2.1.5 Risiko-Nutzen-Abwagung
Die Abgabe von Urin und Stuhl wurde fiir die Teilnehmer und Teilnehmerinnen als
ungefahrlich, einfach durchfiihrbar und ohne gravierendes gesundheitliches Risiko fir

die zu untersuchende Person befunden.

Die Blutentnahmen erfolgten mit handelsiiblichem, standardisiertem Punktionsmaterial
(Kandlen, Butterflies, Monovetten) und wurden durch fachkundiges, geschultes
Personal durchgefiihrt, um die Prozedur fir die Teilnehmer/Teilnehmerinnen maoglichst
wenig unangenehm und ungefdhrlich zu gestalten. Blutentnahmen unterliegen
grundsatzlich bestimmten, wenn auch geringen, Risiken. Diese belaufen sich auf
Schmerzen an der Einstichstelle, sowie der Ausbildung eines Hamatoms, welches
eventuell einige Tage lang sichtbar bleibt. In duBerst seltenen Fallen kann es zur
Ausbildung eines Blutgerinnsels (Thrombose), einer ortlich begrenzten Entziindung
und/oder einer Blutvergiftung kommen. Noch seltener kann es zu einer dauerhaften
Schadigung von Nerven mit nachfolgender Empfindungsstérung oder sogar Lahmung

kommen (Achtmann, 2012).

Der individuelle Nutzen fiir Personen, die freiwillig an der Studie teilnahmen, bestand
darin, dass sie im Verlauf von der Therapie einer bisher unentdeckten Krankheit

profitieren konnten.

Der wissenschaftliche Nutzen bestand im Erwerb von neuen Informationen zum Verlauf
der Schistosomen-spezifischen DNA nach der Behandlung der Infektion, sowie zur
Pravalenz der Schistosomiasis bei aus Hoch- bzw. Mittelpravalenzlandern stammenden
Gefllichteten. Dieses Wissen kann zuklnftig als Grundlage zur Entwicklung neuer

Diagnose-, Kontroll- und Therapiestrategien dienen.

2.1.6 Aufklirung, Einwilligung und Studieneinschluss

Um geeignete Teilnehmer und Teilnehmerinnen fir die Studienteilnahme zu gewinnen,
wurden diese zunachst an ihrem Wohnsitz in der Gemeinschaftsunterkunft aufgesucht
und bekamen krankheits- und studienbezogene Informationen durch personliche

Gesprache und in verstandlicher Form und Sprache dargeboten. Die Aufklarung erfolgte
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dabei durch den Autor der Arbeit oder den Studienleiter Dr. med. Andreas Muller.

Kernaspekte der Aufklarung bestanden im Informieren (ber die Krankheit, den

Studienablauf, die Risiken und den Nutzen (vgl. Punkt 2.1.5, S.25), sowie die Moglichkeit,

die Studie jederzeit und ohne Angabe von Griinden verlassen zu kénnen. AnschlieRend

bestand die freiwillige Moglichkeit zur Studienteilnahme. Erklarten sich Interessierte

dazu bereit, war zunachst die Unterzeichnung einer Einwilligungserklarung, sowie die

Uberpriifung der Ein- und Ausschlusskriterien erforderlich. Diese wurden wie folgt

definiert:

a) Einschlusskriterien

Der Teilnehmer/die Teilnehmerin muss aus einem Land stammen, in dem die
Schistosomiasis als hoch- bzw. mittelpravalent gilt und endemisch ist.

Der Teilnehmer/die Teilnehmerin muss mindestens 18 Jahre alt sein.

Der Teilnehmer/die Teilnehmerin muss in der Lage sein, die Aufklarung verbal zu
verstehen. Dies erfolgt mit Hilfe eines Dolmetschers in seiner Muttersprache
oder einer ihm/ihr gut geldufigen Zweitsprache (Englisch, Franzosisch). Sollte
eine ausreichende verbale Kommunikation nicht moglich sein, kann der Patient
nicht in die Studie eingeschlossen werden. Die Einwilligungserklarung wird durch
den Teilnehmer/die Teilnehmerin, oder wenn nur eine verbale Aufklarung
moglich ist, vom Teilnehmer/der Teilnehmerin und einem Zeugen

unterschrieben.

b) Ausschlusskriterien

Der Teilnehmer/die Teilnehmerin darf in Deutschland noch nicht mit
Praziquantel vorbehandelt worden sein. Das in Deutschland nach den Leitlinien
der DTG eingesetzte Therapieprotokoll mit dreimaliger Behandlung mit
Praziquantel fihrt in aller Regel zu einer Sanierung der Infektion. Darliber hinaus
ist eine Reinfektion in Deutschland nicht moglich. Eine in Deutschland

durchgefiihrte Behandlung ist demnach ein Ausschlusskriterium, da mit sehr
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hoher Wahrscheinlichkeit keine Infektion mehr vorliegt. Eine noch im
Heimatland durchgefiihrte zuriickliegende Behandlung kann dagegen aufgrund

des hohen Reinfektionsrisikos nicht als gesicherte Heilung angesehen werden.

2.1.7 Probenmanagement

Nach dem Studieneinschluss sollten die Teilnehmenden auf das Vorliegen einer floriden
Infektion gescreent werden und wurden daher zundchst um die Abgabe einer Urinprobe
gebeten. Als GefaR wurden handelsibliche Urinbecher verwendet. Die Becher wurden
mit einer einmalig vergebenen Nummer versehen, welche weiterhin auf einer separaten
Liste zusammen mit dem Namen, dem Geburtsdatum, dem Herkunftsland und den
Testergebnissen des Teilnehmers/der Teilnehmerin aufgefihrt wurde. Auf diese Weise
wurde eine eindeutige Zuordnung der Teilnehmer und Teilnehmerinnen zu ihren Proben

gewabhrleistet.

Die vergebene Nummer blieb den Teilnehmenden bis zum Ende der Studie erhalten. Alle
weiteren gewonnenen Proben wurden ebenfalls mit dieser Nummer gekennzeichnet,
wodurch stets die eindeutige Zuordnung moglich war. Fir das Follow-up erhielten die
Teilnehmer/-innen einen Ausweis, welchen sie mit sich fuhrten und an den
Entnahmeterminen vorzeigten. Dies sollte sowohl der Identifikation der Teilnehmenden

dienen, als auch der Dokumentation der bereits erfolgten Blutentnahmen.
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2.2 Screening und Analyse der dabei gewonnenen Proben

2.2.1 Urin-Schnelltest

Die abgegebene Urinprobe wurde noch am selben Tag durch einen Schistosomiasis-
Schnelltest ausgewertet. Hierzu wurde der Schisto POC-CCA® (Batch-No. 190625067)
der Firma Rapid Medical Diagnostics (Pretoria, Silidafrika) verwendet. Laut
Herstellerangaben betrdgt die Sensitivitat dieser Tests 100% bei mehr als 400 epg, kann
aber auf bis zu 70% abnehmen (Rapid Medical Diagnostics, o. J.). GemaR den Angaben
in der Gebrauchsanweisung wurden 2 Tropen Urin mit Hilfe der mitgelieferten Pipette
auf das dafiir vorgesehene Feld getraufelt. Nach 20 Minuten konnte das Ergebnis
abgelesen werden. Verfarbte sich der Kontrollstreifen (C-Bande) hatte der Test
funktioniert. Ein positives Ergebnis lag vor, wenn sich eine sichtbare Bande im

entsprechenden Bereich (T-Bande) bildete (vgl. Abbildung 8).

Beschriftungsfeld

Kontrollstreifen (C-Bands)
[hier hat der Test funktioniert]

T-Bande: zeigt Testergebnizan
[hier negativ]

Testfeld fur 2 Tropfen Urin

Abbildung 8: Links: Anwendung des Schisto POC-CCA® Schnelltests. Das Probenfeld wird dabei mit 2 Tropfen Urin
betraufelt. Die Urinprobe befindet sich in einem handelstiblichen Urinbecher.

Rechts: Nahaufnahme eines bereits ausgefiihrten Schnelltests mit Erklarung der einzelnen Komponenten.
Als Entscheidungshilfe, ob ein positives Testergebnis vorliegt, wurden die G-Scores
herangezogen. Das Scoring-System wurde von Casacuberta-Partal et al. aus der
Abteilung flr Parasitologie der Universitadt Leiden (Niederlande) entwickelt und erlaubt
eine standardisierte Bewertung der visuellen Intensitdat der T-Bande, welche als stark
Untersucherabhangig gilt (vgl. Abbildung 9). Dabei erfolgt eine Graduierung in 10 Stufen

(G1 - G10), wobei die Intensitdt der Bande positiv mit der fakalen Ei-Last korreliert
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(Casacuberta-Partal et al., 2019; Kittur et al., 2016). In dieser Arbeit wurde ein
Schnelltestergebnis des Schisto POC-CCA’ ab einer Einteilung zu G2 (£ Trace), gemaRk

der Herstellerempfehlung und den Angaben in der Fachliteratur als positiv gewertet (vgl.

Tabelle 1) (Casacuberta-Partal et al., 2019; Rapid Medical Diagnostics, o. ].).

Tabelle 1: G-Scores und korrespondierende visuelle Intensitdt. Entnommen aus Casacuberta-Partal et al. 2019.

G-Score Visuelle Intensitat
G1 0
G2 Trace
G3 Trace
G4 1+
G5 1+
G6 2+
G7 2+
G8 3+
G9 3+
G10 3+

Abbildung 9: Einteilung positiver Schistosomiasis-Schnelltests nach G-Score. Die Einteilung erfolgt in 10 Grade (G1-
G10), wobei die visuelle Intensitat der roten T-Bande von G1 nach G10 zunimmt.

Es ist anzumerken, dass ein einzelnes Testergebnis laut Hersteller nicht als alleiniges
Kriterium fur die Diagnosestellung herangezogen werden soll und dies auf der Basis
weiterer klinischer oder laborchemischer Befunde erfolgen sollte (Rapid Medical

Diagnostics, o. J.). AuBerdem ist bekannt, dass der verwendete Schnelltest bei Vorliegen
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einer Leukozyt- oder Hamaturie falsch positive Ergebnisse liefern kann (Greter et al.,
2016; Rapid Medical Diagnostics, o.).). Auch eine bestehende Schwangerschaft kann
das Testergebnis mancher Schnelltests verfalschen und zu falsch-positiven Resultaten
fUhren (Greter et al., 2016). Zum Zeitpunkt der Schnelltest-Durchfiihrung erfolgte daher

ebenfalls die semiquantitative Eruierung des Urinstatus mit Hilfe eines
Urinteststreifentests (Comburi® Test® der Firma Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Deutschland). Der Nachweis von Leukozyten, Erythrozyten und Protein wurde
entsprechend der durch den Hersteller vorgegebenen Graduierung (0, 1+, 2+, 3+, 4+)
dokumentiert. Alle Teilnehmenden die ein positives Ergebnis im CCA-Urin-Schnelltest
(G2 - G10) zeigten, qualifizierten sich fir die weitere Diagnostik in Form eines Serologie-

Schnelltests, der PCR und ggf. der Stuhl-Mikroskopie(s. Punkt 2.2.3, S.31 und 2.4, S.34).

2.2.2 Urin-Mikroskopie

Da S. haematobium-Infektionen mit einer Mikrohdmaturie einhergehen kénnen,
erfolgte sowohl bei positivem als auch bei negativem CCA-Schnelltestergebnis die
Mikroskopie des abgegebenen Urins, sofern Erythrozyten im Urin-Streifentest detektiert
wurden. Dies geschah noch am Tag der CCA-Testung, um ein Schlipfen von Mirazidien
aus den Eiern zu vermeiden. War die Urin-Mikroskopie nicht am selben Tag moglich, so
wurde der Patient/die Patientin zu einem anderen Zeitpunkt um die erneute Abgabe
einer Urin-Probe gebeten, welche dann umgehend mikroskopiert wurde. Fir die
Mikroskopie wurden 20ml der Urin-Probe in eine Spritze aufgezogen und durch einen
Membranfilter (PorengréBe 20um), welcher in eine Spritzenvorsatzhalterung gelegt
wurde, gedriickt. Der Membranfilter wurde anschlieBend mit einer Pinzette auf einen
Objekttrager aufgebracht, mit einem weiteren Tropfen Urin betraufelt und mit einem
Deckglas bedeckt. AnschlieBend erfolgte die Mikroskopie bei 10-facher VergroBerung

mit systematischer Durchmusterung des Membranfilters.
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2.2.3 Schistosomiasis-Serologie

Um das Screening zu vervollstandigen und die Diagnosesicherheit zu erhohen, erfolgte
im Falle eines positiven CCA-Schnelltest-Ergebnisses die Bestimmung einer
Schistosomiasis-Serologie. Unter Berlcksichtigung der Herkunft aus einem Hoch- bzw.
Mittelpravalenzgebiet wurde davon ausgegangen werden, dass die Kombination von
positivem Urin-Schnelltest und positiver Serologie eine hohe Diagnosesicherheit fir das
tatsachliche Vorliegen einer floriden Schistosomiasis bietet (Chernet et al., 2017;

Siqueira et al., 2016).

Vor der Blutentnahme wurde der Patient/die Patientin (ber das positive CCA-
Schnelltest-Ergebnis informiert und dariiber aufgeklart, dass vor der Therapieeinleitung
weitere Untersuchungen notig seien. Die Blutproben (2 braune Serum-Monovetten)
wurden lber die Tropenmedizinische Abteilung der Missionsarztlichen Klinik Wiirzburg
an das Labor der Infektions- und Tropenmedizin der LMU Miinchen zur Serologie-
Bestimmung (EIA, ICT IgG-IgM, WB) weitergeleitet bzw. fir die spater nachfolgende PCR-
Untersuchung aufbereitet und konserviert (vgl. Punkt 2.4, S.34). Da der
Versicherungsstatus relevant fir die Kostenlibernahme von serologischer Diagnostik
und Therapie war, wurde dieser durch Mitarbeiter der Migrantenmedizin der
Tropenmedizinischen Abteilung der Missionsdrztlichen Klinik Wirzburg eruiert.
Sozialversicherte erhielten dabei eine direkte Kostenlibernahme, wahrend Versicherte
der Krankenkassen zunichst eine Uberweisung ihres Hausarztes einholen mussten, um
an die Tropenmedizinische Abteilung angebunden werden zu kdnnen.

Um Ablaufe zu vereinfachen und zu beschleunigen erfolgte im Verlauf die eigenstandige
serologische Testung, wofilir der Schistosoma ICT IgG-IlgM (LDBIO Diagnostics, Lyon,
Frankreich) ausgewdahlt wurde. Nach telefonischer Riicksprache wurde bestatigt, dass es
sich hierbei um den gleichen Test handelte, der auch vom Miinchner Labor verwendet
wurde. Die immunchromatografischen Tests (ICT) wurden gemdR den
Herstellerangaben mit 30ul Serum und 3 Tropfen bereitgestellter Pufferlésung benetzt.
Nach 20-30 Minuten Wartezeit konnte das Testergebnis abgelesen werden. In Analogie

zu den Schisto POC-CCA®-Schnelltests zeigte eine blaue Kontrollbande (C) einen
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funktionierenden Test an und eine rote T-Bande (T) zeigte ein positives Ergebnis an (vgl.
Abbildung 16).

Bestatigte sich eine positive Schistosomiasis-Serologie, schritten die Teilnehmenden im
weiteren Studienverlauf fort, welcher die medikamentdse Intervention vorsah. Bei
negativem serologischem Befund wurde die Diagnose vorlaufig ausgeschlossen und das
zuvor erhaltene Resultat im Urin-Schnelltest als falsch-positiv gewertet. Sollte sich
nachtraglich ein Nachweis von Schistosomen-DNA in der gqPCR (vgl. Punkt 2.3, S.32)
ergeben, wurde der Diagnoseausschluss wieder revidiert und eine Therapie wurde

eingeleitet.

2.2.4 Stuhl-Mikroskopie

Alle Teilnehmenden, welche einen G-Score von = 4 ( 2 Intensitdt 1+ nach visueller

Graduierung) oder hoher im Urin-Schnelltest zeigten, wurden zum Zweck der
Diagnosesicherung (vgl. Punkt 2.3) um eine Abgabe einer Stuhlprobe zur Mikroskopie
gebeten. Ebenfalls wurde der Stuhl von all jenen Teilnehmenden mikroskopiert, welche
zwar einen G-Score < 4 zeigten, jedoch einen positiven Serologie-Befund aufwiesen. Die
Konservierung der Proben erfolgte durch das Versetzen dieser mit Formalin-Lésung, die
Aufbereitung erfolgte mittels des FPC® Fecal Parasite Concentrator Kit (Evergreen

Scientific, Los Angeles, USA) gemall den Schritten in der Gebrauchsanweisung.

AnschlieBend erfolgte die Mikroskopie bei 10-facher VergréRerung.

2.3 Sicherung der Diagnose und Intervention

Laut der aktuell gultigen Leitlinien der DTG/AWMF und den Herstellerangaben der
verwendeten CCA-Urin-Schnelltests ist ein einzelner CCA-Nachweis nicht ausreichend,
um die Diagnose einer floriden Schistosomiasis zu belegen, weshalb ergidnzende
Untersuchungen empfohlen werden. Somit mussten Kriterien definiert werden, welche
eine Infektion ausreichend wahrscheinlich machen bzw. sichern und eine

Therapieeinleitung rechtfertigten.
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Folgende Konstellationen wurden als Kriterien fiir die Therapieindikation gewertet*:

e Positiver CCA Urin-Schnelltest + Ei-Nachweis in Urin- oder Stuhlmikroskopie

e Positiver CCA Urin-Schnelltest + positiver Serologie-Befund (ICT)

e Positiver CCA Urin-Schnelltest + Nachweis von freier Schistosomen-DNA durch

die PCR

*Es ist anzumerken, dass nur diejenigen Teilnehmenden weiteren diagnostischen Schritten zugefiihrt wurden, welche
auch ein positives Ergebnis im CCA-Urin-Schnelltest zeigten. Personen, mit einem hier moglicherweise falsch-
negativen Befund betraf dies somit nicht. Eine Ausnahme bildete der Nachweis einer Erythrozyturie, was unabhangig
vom CCA-Urin-Schnelltestergebnis eine Urin-Mikroskopie nach sich zog (vgl. Punkt 2.2.2, S. 30).
Als Goldstandard zur Diagnosesicherung gilt nach wie vor die Stuhl-Mikroskopie (vgl.
Punkt 1.6.1, S.13), jedoch weist diese zum Teil erhebliche Schwachen hinsichtlich der
Sensitivitat auf. Ein positiver Ei-Nachweis wurde somit zur Sicherung der Diagnose als
ausreichend angesehen, jedoch konnte eine Schistosomiasis bei ausbleibendem Ei-
Nachweis nicht sicher ausgeschlossen werden. Um eine aktive Infektion zu belegen,
wurde fir diese Studie die Detektion freier Schistosomen-DNA mittels PCR als
gleichwertig verlassliche Nachweismethode und dariiber hinaus als Referenzstandard
fir die Evaluation der anderen Testverfahren angesehen. Diese Entscheidung beruht auf
der Tatsache, dass die PCR als bewdhrtes hoch-sensitives und -spezifisches Verfahren
zur Detektion von Schistosomen-DNA gilt (vgl. Punkt 1.6.4, S.16). Zu beachten ist, dass
anhand dieses Verfahrens keine Differenzierung moglich ist, ob die detektierte DNA von
lebenden Schistosomen oder deren Zerfallsprodukten stammt, wie sie beispielweise
nach einer bereits erfolgten Therapie auftreten kénnten. Durch die Erklarung der
Teilnehmenden, noch nicht zuvor in Deutschland mit Praziquantel behandelt worden zu
sein, wurde diese Eventualitdit (unter Voraussetzung einer wissentlich
wahrheitsgemalRen Angabe) weitestgehend ausgerdumt. Die Diagnosestellung wurde
riickwirkend als definitiv gesichert angesehen, wenn die Menge an freier Schistosomen-
DNA nach der Therapie deutlich anstieg und im Verlauf wieder abfiel, da dies auf den
Zerfall von im Organismus befindlichen Parasiten zurickzufihren ist (vgl. Punkt 1.7,

5.17).
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Waren die genannten Kriterien erfillt, erfolgte die gewichtsadaptierte
(40mg/kg Korpergewicht/Tag), 3-tdgige Gabe von Praziquantel. Die Therapiekosten
wurden je nach Versicherungsstatus von der Sozialversicherung oder der Krankenkasse
ibernommen. Zuvor wurden die Teilnehmenden dariber informiert, wie das
Medikament einzunehmen ist und es wurde auf die moglichen Nebenwirkungen wie
Ubelkeit, Erbrechen, Kopf- und Bauchschmerzen hingewiesen. AnschlieRend wurden sie
erneut Uber den weiteren Studienablauf informiert und aufgeklart und erhielten im Falle

einer freiwilligen Teilnahme ihre Termine fir die nachfolgenden Blutentnahmen.

2.4 Follow-up und Analyse der dabei gewonnenen Proben

2.4.1 Probenasservierung

Die entnommenen Blutproben wurden zunachst in zwei Durchldufen zentrifugiert. Der
erste Durchlauf erfolgte bei 3000 rpm und 4°C fiir 10 Minuten. Der Uberstand wurde
abpipettiert und in ein 15ml Zentrifugenréhrchen Gberfihrt. AnschlieRend erfolgte eine
weitere Zentrifugation bei 3000 g und 4°C fiir 15 Minuten. Der Uberstand wurde erneut
abpipettiert und in ein 2ml Kryoréhrchen, welches zur eindeutigen Identifikation
beschriftet war, Uberfiihrt. Die mit Serum befiillten Kryoréhrchen wurden bis zur

weiteren Aufbereitung bei -20°C eingefroren.

2.4.2 Extraktion der freien Schistosomen-DNA aus Serum

In Vorbereitung zur molekularbiologischen Analyse erfolgte zunachst die Schistosomen-
DNA-Extraktion aus den asservierten Serum-Proben. Hierfir kam das QlAamp®
Circulating Nucleid Acid Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) zur Isolation frei-
zirkulierender DNA zum Einsatz. Die einzelnen Arbeitsschritte wurden dabei wie in der
Herstelleranleitung beschrieben durchgefiihrt. Im Anschluss wurden die Proben bis zur

Analyse mittels Real-Time PCR bei -20°C eingefroren.

2.4.3 Detektion und Quantifizierung von Schistosomen-DNA mittels qPCR
Alle Serum-Proben wurden unabhangig von den vorherigen Testergebnissen, also auch
bei einer negativen Serologie und/oder Urin-Mikroskopie der molekularbiologischen

Analyse unterzogen (vgl. Punkt 2.3, S. 32). Fir die Detektion und Bestimmung freier
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Schistosomen-DNA wurde das QuantiFast® Pathogen PCR + IC Kit (400) der Firma
QIAGEN verwendet. Jede Probe wurde sowohl auf das Vorliegen von S. mansoni- als
auch S. haematobium-DNA untersucht. Die Primer-Sequenzen fiir die Detektion von
Schistosomen-DNA wurden von Eurofins Genomics, Ebersberg, Deutschland

synthetisiert.

Fir die Detektion von S. mansoni-DNA waren die Sequenzen:

Sm FW 5-CCG ACC AAC CGT TCT ATG A-3’

Sm RV 5'CAC GC TCT CG C AAATAA TCT AAA-3’

Sm probe 5'-[FAM] TCG TTG TAT CTC CGA AAC CAC TGG ACG [(BHQ1)]-3'

Die S. haematobium-Primer-Sequenzen lauteten:
Sh FW 5'-GAT CTC ACC TAT CAG ACG AAA C-3'
Sh RV 5'-TCA CAA CGA TAC GAC CAA C-3'
Sh probe 5'-[FAM] TGT TGG AAG TGC CTG TTT CGC AA [(BHQ1)]-3")

Die Proben wurden getrennt auf die beiden Erreger untersucht. Alle Reagenzien und
bendtigten Materialen wurden zunachst ordnungsgemal’ bereitgestellt (vgl. Tabelle 2).
Die bendtigte Anzahl an PCR-Rohrchen wurde dabei auf einer 48-Well Platte platziert.
Pro Rohrchen wurde ein Standardansatz bestehend aus 5ul Pathogen MasterMix,
2,5 pl Primer-und-Probe (&£Sonde) -Mix (PP-Mix), 2,5ul ICA, 0,5ul ROX, 9,5ul
destilliertem Wasser und 2,5ul IPC-DNA (nicht bei Negativkontrolle, s.u.) bendtigt
(Gesamtvolumen: 22,5ul). Dieser wurde in die PCR-RGhrchen pipettiert und mit
weiteren 2,5ul der zuvor extrahierten DNA-Probe (s. Punkt 2.4.2, S.34) versetzt, so dass
jedes PCR-Rohrchen insgesamt 25ul Volumen enthielt. Der PP-Mix wurde aus 12,5ul je
Primer, 7,5ul TagMan-Sonde (Reporterfluoreszenz-Farbstoff: FAM) und 217,5ul
destilliertem Wasser hergestellt. Weiterhin wurden bei jedem Durchgang zwei
Rohrchen fiir die Negativkontrolle wie folgt befiillt: Standardansatz (hier ohne IPC-DNA
und ohne DNA-Probe; Volumen demnach 20ul) + 5ul destilliertem Wasser (zwecks
Auffillen auf 25ul). Fur die Positivkontrolle wurden weitere zwei Rohrchen mit dem

Standardansatz beflllt und anstelle von 2,5ul DNA-Probe mit 2,5ul destillierten Wasser
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versetzt. Ein weiteres Rohrchen enthielt eine mit 2,5ul Schistosomen-DNA (S. mansoni

bzw. S. haematobium) versetzte Probe, welche ebenfalls zur Kontrolle diente.

Tabelle 2: Zusammensetzung von Standardansatz, Negativkontrolle und Positivkontrolle.

Zusatz

Standardansatz

Negativkontrolle

Positivkontrolle

5ul Pathogen MasterMix

Sul Pathogen MasterMix

5ul Pathogen MasterMix

2,5 pl Primer-und-Probe
(£ Sonde)-Mix (PP-Mix)

2,5 pl Primer-und-Probe
(£ Sonde)-Mix (PP-Mix)

2,5 pl Primer-und-Probe
(£ Sonde)-Mix (PP-Mix)

2,5ul ICA

2,5ul ICA

2,5ul ICA

0,5ul ROX

0,5ul ROX

0,5ul ROX

9,5ul Aqua dest.

9,5ul Aqua dest.

9,5ul Aqua dest.

2,5ul IPC-DNA

2,5ul IPC-DNA

2,5ul DNA-Probe

5ul Aqua dest.

2,5ul Aqua dest.

Gesamtvolumen

25 ul

25ul

25ul

Nach der Befillung aller fir den jeweiligen Durchgang bendtigten PCR-R6hrchen,

wurden diese im StepOne real-time PCR-System (Applied Biosystems) zur
nachfolgenden Analyse platziert. Dabei wurden folgende Einstellungen vorgenommen:
Initiales Aufheizen auf 95°C fiir 5 Minuten, gefolgt von 40 Einzelzyklen, jeweils fir 15s
bei 95°C und 30s bei 60°C. Die DNA wurde durch die Betrachtung der Ci-Werte (engl.
threshold cycle) detektiert, welche von dem Gerat angezeigt wurden. Der C--Wert gibt
die Zahl desjenigen Zyklus an, ab dem die amplifizierten DNA-Mengen detektiert werden
konnen. Je groRer die Ausgangsmenge an DNA in einer Probe ist, desto friiher ist eine
detektierbare DNA-Menge amplifiziert worden und desto kleiner ist der Ci-Wert. Eine
Probe wurde als positiv fir das Vorliegen von Schistosomen-DNA gewertet, wenn
innerhalb von 35 Zyklen (C: < 36) eine DNA-Amplifikation stattfand. Demnach wird ein
Ci-Wert von 36 in dieser Arbeit nachfolgend als Schwellenwert bezeichnet. Die maximale
Zyklusanzahl betrug 40 (C: = 40), weshalb dies in dieser Arbeit im Folgenden als

Detektionsgrenze bezeichnet wird.
Aus Zwecken der Anschaulichkeit bzgl. der Erstellung graphischer Abbildung wurde an

einigen Stellen der reziproke Ci-Wert verwendet (= Ci = C¢l).
t
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2.5 Datenmanagement

2.5.1 Zusitzliche erhobene Daten

Neben den Daten, welche aus der Analyse der oben genannten Biomaterialien erhoben
wurden, erfolgte die Erfassung bestimmter personenbezogener Daten wie dem Alter,
dem Geschlecht, dem Herkunftsland und der Aufenthaltsdauer in den Wirzburger
Gemeinschaftsunterkiinften. Alter, Geschlecht und Herkunftsland wurden dabei durch
die Angabe der Teilnehmenden ermittelt und mit bereits hinterlegten Dokumentationen
(z.B. durch bereitgestellte Bewohnerlisten) abgeglichen. Anhand dieser Listen konnte
auch die Gesamtzahl der Bewohnenden ermittelt werden, welche die
Einschlusskriterien grundsatzlich erfillten. Die Bestimmung der Aufenthaltsdauer in der
Wirzburger GU erfolgte anhand der ersten Eintragung in den dort genutzten
medizinischen Dokumentationssystemen. Eine quantitative Bestimmung der
Aufenthaltsdauer in anderen Gemeinschaftsunterkiinften Deutschlands oder Europas

war aufgrund fehlender bzw. unzugéanglicher Informationen nicht moglich.

2.5.2 Datenschutz

Die Erfassung der Daten (Name, Geburtsdatum, Wohnort, Geschlecht, Herkunftsland,
Testergebnis) erfolgte zunachst durch die Studienmitarbeiter zum Zeitpunkt der
Einwilligung des Teilnehmers/der Teilnehmerin. Eine Anonymisierung blieb aus und es
wurde jedem Probanden eine Nummer zum Zweck der Zuordnung zugewiesen. Die
Moglichkeit der Zuordnung blieb nur jenen Personen vorbehalten, welche unmittelbar
an der Durchfihrung der Studie beteiligt waren. Zugang zu den Daten hatte
ausschlieBlich das an der Gewinnung und Analyse der gewonnen Daten beteiligte

Studienteam.

Die Einwilligungserklarung, sowie die separat erstellte Namensliste mit zugeordneter
Nummer werden unter Verschluss gehalten und gelangen nicht an die Offentlichkeit.
Die Einwilligung zur Teilnahme an der Studie konnte und kann jederzeit widerrufen
werden. In diesem Fall werden die Daten aus der Datenbank geléscht und vorhandene

Proben vernichtet.
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Die erhobenen Daten aus den Screening-Ergebnissen, der Behandlung und der
nachfolgenden Laboranalyse wurden digitalisiert und in MS® Excel eingetragen. Dabei
wurden sie so nummeriert, dass sie anhand der unter Verschluss gehaltenen, nicht-
digitalisierten Namensliste einer bestimmten Person zugeordnet werden k&nnen.
Datenlibermittlungen erfolgten durch die direkte Weitergabe dieser Medien oder tber
verschlisselte Internetverbindungen, beispielsweise per E-Mail und ausschlieRlich an
Mitarbeiter, die an der Studie beteiligt waren. Die Weitergabe von Daten erfolgte zum

Zweck der Datenanalyse oder fiir eine Publikation in der Fachliteratur.

Im Falle eines Widerrufs werden die Daten umgehend geléscht und die Proben
vernichtet. Eine Weiterverwendung pseudonymisierter Daten oder pseudonymisierter/
anonymisierter Proben erfolgt nicht bzw. nur mit ausdriicklicher Zustimmung des

Teilnehmers/der Teilnehmerin zum Zeitpunkt des Widerrufs.

Die Archivierung nach Studienende erfolgt durch das Missionsarztliche Institut
Wirzburg. Eine Vernichtung der erhobenen Daten erfolgt nach 10 Jahren in

anonymisierter Form. Die verbliebenen Biomaterialien werden nach 5 Jahren vernichtet.

2.5.3 Datenanalyse
Die digitale Dokumentation der Daten erfolgte mit den Programmen MS® Word und
MS® Excel fiir Microsoft 365 (Microsoft, Redmond, USA), jeweils in der aktuellen

Version.

Zur Erstellung von Grafiken und der Datenanalyse wurden MS® Excel und MS®

PowerPoint fiir Microsoft 365 (Microsoft, Redmond, USA), die Statistik- und
Analysesoftware OriginPro 2020 (OriginLab Corporation, Northamtom, USA), sowie die

freizugangliche Software R (v4.0.2) verwendet.

Die Niederschrift dieser Arbeit erfolgte mit MS® Word fiir Microsoft 365 (Microsoft,

Redmond, USA).
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3.1 Ubersicht

Um den Lesenden einen besseren Uberblick zu verschaffen und den nachfolgen
Ergebnisteil verstandlicher zu strukturieren, werden an dieser Stelle die Kernresultate
der CCA-, ICT- und PCR-Diagnostik in kompakter Form prasentiert (s. Abbildung 10). Die
detaillierte Bearbeitung dieses Teils der Arbeit findet sich in den nachfolgenden

Unterpunkten 3.2 (5.40) und 3.3 (S.53).

Insgesamt erfolgte bei 39 % (4/103) ein
Nachwels von Schistosomen-DNA

|:| CCA positiv
- CCA negativ

ICT positiv
| ICT negativ

I DNA-Nachweis (PCR)
[ | @ DNA-Nachweis (PCR)

- Keine Daten

n =105

Abbildung 10: Ubersicht Giber die Ergebnisse des Screenings unter Einbezug der verschiedenen angewandten
Testverfahren

Von insgesamt 120 Bewohnern und Bewohnerinnen der Gemeinschaftsunterkiinfte
Wiirzburgs, welche im Zeitraum von Marz 2020 bis August 2020 die Einschlusskriterien
erfillten, konnten 105 in die Studie eingeschlossen und auf das Vorliegen einer
Schistosomen-Infektion gescreent werden. Unter diesen ergab sich bei 29 (27,6 %) ein
positiver CCA-Schnelltest, so dass bei dieser Gruppe weitere diagnostische Mallnahmen

eingeleitet wurden. Eine (1) Person stellte hierfiir keine Blutprobe fiir die ICT-Diagnostik
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bereit. Bei 4 der verbliebenen 28 CCA-Positiven (14,3 %) wurden Schistosomen-
Antikorper durch den ICT nachgewiesen, woraufhin - den Diagnosesicherungs-Kriterien
entsprechend - die Therapie mittels Praziquantel erfolgte. Die librigen 24/28 (85,7%)
CCA-Positiven zeigten einen negativen ICT. Die nachfolgende molekularbiologische
Analyse (PCR) erfolgte bei insgesamt 27 Serum-Proben, da eine der vorherigen Proben
nicht mehr zu Verfiigung stand. Von diesen 27 Proben konnte bei 3/4 (75,0 %) der
Personen mit positivem CCA-Nachweis und zusatzlich positivem ICT ein Nachweis von
Schistosomen-DNA gelingen. Eine (1/4; 25,0 %) dieser Personen zeigte trotz positivem
ICT keinen DNA-Nachweis in der PCR-Diagnostik. In der Personengruppe mit positivem
CCA-Test, aber negativem ICT ergab sich bei 22/23 (95,7%) auch in der PCR-Diagnostik
kein Schistosomen-Nachweis. Bei einer (1/23; 4,3 %) weiteren Person gelang ein DNA-
Nachweis bei zuvor positivem CCA-Test, aber negativ ausgefallenem ICT, so dass diese
ebenfalls im Anschluss therapiert wurde. Insgesamt zeigte sich, dass von den initial 105
eingeschlossenen Personen bei 4/103 (3,9 %) Personen ein DNA-Nachweis erfolgen
konnte (Anmerkung: Von zwei Personen stand keine Serum-Probe zur Verfligung,

weshalb diese nicht in die Gesamtberechnung mit eingehen).

3.2 Analyse der Screening-Befunde und Merkmale der Studienpopulation

3.2.1 CCA-Nachweis mittels Urin-Schnelltests

Von den 105 gescreenten Teilnehmenden, gelang bei 29 ein positiver CCA-Nachweis,
was einem Anteil von 27,6 % entspricht. Bei den restlichen 76 Gescreenten (72,4%)
zeigte sich keine T-Bande im entsprechenden Testfeld, weshalb das Testergebnis als
negativ zu werten war. Weiterhin wurde bei allen positiven CCA-Schnelltests eine
Einteilung nach der Intensitdt der Testbande unter Zuhilfenahme der G-Scores
vorgenommen. Mogliche Auspragungen werden beispielhaft in Abbildung 11

dargestellt.
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Abbildung 11: Beispielhafte Befunde des Schisto POC-CCA® Urin-Schnelltests der Firma Rapid Diagnostics
(C =Kontrollbande, T = Trace). Linkes Bild: Links: Negatives Testergebnis. Mitte und rechts: Sichtbare Banden im
T-Bereich sprechen fiir ein positives Testergebnis. Unter Hinzuziehen des G-Scores wurde hier eine Einstufung in
G5 (Mitte) und G4 (rechts) vorgenommen. Rechtes Bild: Deutlich sichtbare T-Bande mit Graduierung nach G9.

Die Einteilung nach einzelnen G-Scores (G2 - G10) ergab, dass Uber die Halfte (62,1 %)
aller positiven Schnelltests einem G-Score von 2 (34,5 %; 10/29) oder 3 (27,6 %; 8/29)
entsprachen und damit die visuelle Intensitat eines Trace-Befundes widerspiegeln. Die
Verteilung der Gbrigen visuellen Intensitaten betrug 20,7 % bei 1+ (£ G4 und G5), 10,3
% bei 2+ (£ G6 und G7) und 6,9 % bei 3+ (2 G8, G9 und G10) (s. Tabelle 3).

Tabelle 3: Verteilung der G-Scores und visuellen Intensitat der Testbanden der positiven CCA-Schnelltests (n = 29).

G-Score G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10

Anzahl 10 8 3 3 1 2 1 1 0
(Anteil an n =29 [%]) (34,5%) (27,6 %) (10,35%) (10,35%) (3,4%) (6,9%) (3,45%) (3,45%) (0 %)

Visuelle Intensitat Trace 1+ 2+ 3+
Anzahl 18 6 3 2
(Anteil an n =29 [%]) (62,1 %) (20,7%) (10,3 %) (6,9 %)

3.2.1.1 Einfluss der Befunde des Urinstreifentests

Die Urinproben aller 105 Teilnehmenden wurden neben der CCA-Testung ebenfalls auf
das Vorliegen auffalliger Urinbefunde mit Hilfe eines Urinstreifentests untersucht. Im
Speziellen wurde dabei die semiquantitative Menge an Leukozyten, Erythrozyten und

Protein bestimmt.
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Die Auswertung ergab, dass 69,5 % (73/105) der Gescreenten eine Leukozyturie, 11,4 %
(12/105) eine Erythrozyturie und 8,6 % (9/105) eine Proteinurie aufwiesen. Von den 73
Personen mit einer Leukozyturie zeigten 68,5 % (50/73) ein negatives Ergebnis im CCA-
Schnelltest, wahrend 31,5 % (23/73) dort ein positives Ergebnis boten (s. Tabelle 4). Von
denjenigen, die eine Erythrozyturie aufwiesen, hatten 75 % (9/12) ein negatives
CCA-Schnelltest-Ergebnis. Bei 25 % (3/12) konnte hingegen ein CCA-Nachweis erfolgen
(s. Tabelle 5). Die Teilnehmenden, welche eine Proteinurie aufwiesen, zeigten zu 44,4 %
(4/9) einen negativen CCA-Befund, bei 55,6 % (5/9) fiel der Test positiv aus
(s. Tabelle 6).

Von den 29 CCA-positiv Getesteten zeigten 79,3 % (23/29) eine Leukozyturie, 10,3 %
(3/29) eine Erythrozyturie und 17,2 % (5/29) eine Proteinurie.

Weiterhin wurde untersucht, welcher ein Zusammenhang zwischen den Befunden der
Urinstreifentests und einem positiven CCA-Nachweis besteht. Da es sich hierbei um
nominalskalierte Variablen handelt (CCA-positiv / CCA-negativ bzw. Leukozyturie / keine
Leukozyturie) wurde dafir der Chi-Quadrat-Test (x>-Test) verwendet. Die Starke des
Zusammenhangs wurde anschlieBend durch den korrigierten Kontingenzkoeffizient
nach Pearson (Kkorr.) Uberprift. Dazu wurden zunachst die beobachteten Haufigkeiten
(hg) aus Urinstreifentest und CCA-Schnelltest in eine Vierfeldertafel Gbertragen und
gegenibergestellt. Aus diesen wurden anschlieRend die erwarteten Haufigkeiten (he)

berechnet (s. Tabelle 4).

Tabelle 4: Vierfeldertafeln mit Verteilung von CCA-Befunden und Leukozyturie. Links: Beobachtete Haufigkeit (hsg).
Rechts: Erwartete Haufigkeit (hg).

Leuko- keine Leuko- keine
hs . . he . .
zyturie Leukozyturie zyturie Leukozyturie
CCA- 23 (a) 6 (b) 29 CeA- 20,16 (a’) 8,84 (b") 29
positiv positiv
CCA- 50 (c) 26 (d) 76 cca- 52,84 (c') 23,16 (d) 76
negativ negativ
73 32 105 73 32 105

Beispielrechnung: a' = (a+c)(a+b) _ (23+50)(23+6) _ 2117
’ a+b+cd 234+6+50+26 105

= 20,16
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Je groRer die Abweichungen zwischen beobachteten und erwarteten Haufigkeiten sind,
desto eher sollte ein Zusammenhang zwischen den Variablen bestehen. Schon bei der
Betrachtung der Vierfeldertafeln fallt auf, dass die erwarteten Haufigkeiten nur
geringfligig von den beobachteten Haufigkeiten abweichen, was nahelegt, dass kein
Zusammenhang zwischen CCA-Ergebnis und Leukozyturie besteht. Um diese Vermutung

zu prufen, wurden folgende Hypothesen formuliert:

Ho: Das Ergebnis des CCA-Schnelltests wird von einer Leukozyturie nicht beeinflusst.

H;: Eine Leukozyturie beeinflusst das CCA-Testergebnis.

Das Signifikanzniveau betragt a = 0,05. Die Berechnung der PrifgroRe erfolgte mit

folgender Formel:

2 _ Z (beobachtete Hiufigkeit—erwartete Hiufigkeit)?
X = erwatete Haufigkeit

=0,40+0,91+0,15+0,35=1,81; (p=0,1784)

Die Ergebnisse wurden mit Hilfe des Programms R auf Korrektheit lberprift. Die
Interpretation erfolgte anhand einer Chi?-Verteilungstabelle. Da x? < 3,84 bei a = 0,05
und einem Freiheitsgrad von 1 (FG = (Spaltenanzahl - 1) - (Zeilenanzahl -1)), sowie p > 0,05 kann
die Nullhypothese nicht verworfen werden, wodurch angenommen wird, dass kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen beobachteten und erwarteten Werten

besteht.

Zur Berechnung des korrigierten Kontingenzkoeffizienten nach Pearson wurde folgende

Formel verwendet:

KKoff-z\/(% ) . (ij_n)=\/(% ) . (1.8?2;41-2105)=g‘1—8

(m = min{Spaltenanzahl, Zeilenanzahl}, hier: 2)

Bei starkstem Zusammenhang der untersuchten Variablen ware ein korrigierter

Kontingenzkoeffizient von 1 zu erwarten, weshalb der errechnete Wert von Kxorr. = 0,18
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darauf hindeutet, dass die untersuchten Variablen unabhangig voneinander sind und

das Ergebnis des CCA-Schnelltests nicht von einer Leukozyturie beeinflusst wird.

Im Falle der Erythrozyturie und der Proteinurie konnte keine Uberpriifung eines
statistischen Zusammenhangs mittels Chi-Quadrat-Test erfolgen, da hier erwartete
Haufigkeiten < 5 auftraten. Die Anwendung des Chi-Quadrat-Tests ist nur zuldssig,
sofern die erwartete Haufigkeit in einer Vierfeldertafel nicht kleiner als 5 ist (vgl. Tabelle

5 und 6).

Tabelle 5: Verteilung von CCA-Befunden und Erythrozyturie. Links: Beobachtete Haufigkeit. Rechts: Erwartete

Haufigkeit.

Erythro- keine Erythro- keine
hs v . Erythro- he Y . Erythro-
zyturie R zyturie R
zyturie zyturie
cCcA- 3 26 29 CeA- 3,31 25,69 29
positiv positiv
CcA- 9 67 76 CCcA- 8,69 67,31 76
negativ negativ
12 93 105 12 93 105
Tabelle 6: Verteilung von CCA-Befunden und Erythrozyturie. Links: Beobachtete Werte. Rechts: Erwartete Haufigkeit.
kei kei
hs Proteinurie el.ne . he Proteinurie el.ne X
Proteinurie Proteinurie
CCA- 5 24 29 CeA- 2,49 26,51 29
positiv positiv
CCA- 4 72 76 CcA- 6,51 69,49 76
negativ negativ
9 96 105 9 96 105

Um dennoch auf einen bestehenden Zusammenhang zu testen wurde der exakte Test

nach Fisher mit Hilfe von R angewandt. Die Hypothesen wurden analog zur obigen

Formulierung verfasst:

Ho: Der CCA-Schnelltest wird von einer Erythrozyturie bzw. Proteinurie nicht beeinflusst.

Hi: Eine Erythrozyturie bzw. Proteinurie beeinflusst das CCA-Testergebnis.

Fiir den Zusammenhang des CCA-Testergebnisses mit einer Erythrozyturie ergab sich ein
p-Wert von 1, bei der Proteinurie ergab sich ein p-Wert von 0,1108. Bei einem
Signifikanzniveau von o = 0,05 wird dieses in beiden Fallen Gberschritten, weshalb die

Alternativhypothesen nicht angenommen werden kénnen und die Nullhypothese
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beibehalten wird. Es kann somit nicht angenommen werden, dass ein Zusammenhang

zwischen den Variablen besteht.

3.2.1.2 Einfluss von Alter und Geschlecht

Das mittlere Alter der Gescreenten betrug liber beide Geschlechter hinweg 26,9 Jahre
(SD: % 8), wobei die jlingsten Teilnehmenden ein Alter von 18 Jahren und der/die alteste
Teilnehmende ein Alter von 66 Jahren hatte. Der Medianwert liegt bei 24 Jahren. Die
Halfte (50%) aller teilgenommen Bewohnenden hatte zum Zeitpunkt des Screenings ein

Alter zwischen 22 und 31 Jahren (vgl. Abbildung 12).
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Abbildung 12: Altersverteilung der gescreenten Bewohnenden lber beide Geschlechter.

Von den 105 gescreenten Personen waren zum Zeitpunkt der Datenerhebung 56
Manner (53,3 %) und 49 Frauen (46,7 %). Die nachfolgende Grafik zeigt die prozentuale
und absolute Verteilung der gescreenten Bewohnenden nach Geschlecht und Alter. Es
zeigt sich, dass 53,3 % (56/105) der Teilnehmenden jlinger als 25 Jahre waren (s.
Abbildung 13).
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Abbildung 13: Prozentuale und absolute Verteilung von Geschlecht und Alter der gescreenten Bewohnenden.
Mit Hilfe des Programms R wurde sowohl das Alter als auch das Geschlecht mit dem
Ergebnis des CCA-Schnelltest korreliert, um einen moglicherweise bestehenden
Zusammenhang der Variablen zu erkennen. Beide Korrelationen lieferten p-Werte >
0,05 (Alter: p = 0,4307 ; Geschlecht: p = 0,8401. Folglich kann davon ausgegangen
werden, dass das CCA-Ergebnis nicht vom Alter bzw. dem Geschlecht des

Teilnehmers/der Teilnehmerin abhangt.

3.2.1.3 Einfluss des Herkunftslandes
Der Hauptanteil der insgesamt am Screening teilgenommenen Personen (n = 105) gab
als Herkunftsland Somalia an und entfallt auf 50 Personen (47,6 %). Weitere haufig
vertretene Herkunftsldnder waren Athiopien mit 29 (27,6 %), Elfenbeinkiiste mit 8 (7,6

%) und Nigeria mit 7 (6,7 %) Teilnehmenden. AuBerdem stammten 11 Menschen aus
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den Landern Guinea, Gambia, Eritrea, Uganda, Tansania, Senegal, Kongo und Benin. Eine
detaillierte Ubersicht der Landerverteilung und dem jeweiligen Anteil an gescreenten
Personen zeigt das nachfolgende Kreisdiagramm. Weiterhin wird in diesem dargestellt,
bei wie vielen Personen aus den jeweiligen Herkunftslandern ein positives bzw.
negatives CCA-Ergebnis vorlag. Beispielsweise zeigten 17/50 (34,0%) der gescreenten

Somalier/-innen ein positives CCA-Ergebnis (vgl. Abbildung 14).

29 (27,6 %)
- Somalia , | ‘
[ Athiopien 19 (65,5 %) 10 (34,5 %)
:l Elfenbeinkiiste \
l:| Nigeria
D Guinea
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I:'Tansania . ! }
- Senegal
= 767%
0,
17 (34,0 %) 2(1,9%
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%)
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Abbildung 14: Prozentuale und absolute Verteilung der Herkunftslander der gescreenten Personen (n = 105) mit
jeweiligem Anteil an positiven bzw. negativen CCA-Befunden.

Bei allen aufgetretenen Herkunftslandern handelt es sich um Hoch- bzw.
Mittelpravalenzgebiete Afrikas. Um dennoch zu untersuchen, ob das Ergebnis des CCA-
Schnelltests durch das Herkunftsland beeinflusst wird, wurde der exakte Test nach
Fisher mit Hilfe des Programms R angewandt. Die Auswertung lieferte einen p-Wert von
p = 0,6908. Bei einem Signifikanzniveau von a = 0,05 kann davon ausgegangen werden,
dass das Ergebnis im CCA-Schnelltest unabhdngig von den hier aufgetretenen

Herkunftslandern ist.
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3.2.1.4 Einfluss der Aufenthaltsdauer
Es ist anzumerken, dass es sich bei der Aufenthaltsdauer um eine
Mindestaufenthaltsdauer in den Wirzburger Gemeinschaftsunterkiinften handelt, die
anhand der altesten medizinischen Dokumentation bestimmt wurde. Bezliglich der
Gesamt-Aufenthaltsdauer in Deutschland oder Europa standen keine dokumentierten
Informationen zur Verfiigung, weshalb einer quantitativen Bestimmung dieser wahren
Aufenthaltsdauer nicht nachgegangen werden konnte. In vereinzelten Gesprachen mit
den Teilnehmenden wurde berichtet, dass diese sich teilweise mehrere Jahre langer in
Europa aufhielten, als es aus der zuganglichen Dokumentation hervorging. Somit lasst
sich keine definitive Aussage darliber treffen, wie lange sich die betreffende Person
tatsdachlich in einem Schistosomiasis-freien Gebiet Europas aufhielt. Es muss jedoch in
Betracht gezogen werden, dass diese Zeit bei der Mehrzahl der teilnehmenden
Personen erheblich ldnger sein kdnnte, als es die in dieser Arbeit erhobenen Daten

zeigen.

Die (Mindest-)Aufenthaltsdauer der gescreenten Bewohnenden (n =105) wurde zur
Veranschaulichung grafisch so dargestellt, dass die Aufenthaltsdauer derjenigen
Teilnehmenden mit einem positiven CCA-Schnelltest erkennbar ist (vgl. Abbildung 15a).
Die langste Aufenthaltsdauer betrug 60 Monate, wahrend die kiirzeste einen (1) Monat

betrug. Im Mittel betrug sie 28,6 Monate (SD: + 15,4) (vgl. Abbildung 15b).
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Abbildung 15a: Aufenthaltsdauer der gescreenten Bewohnenden (n = 105) der
Wirzburger Gemeinschaftsunterkiinfte in Monaten mit Unterteilung nach Ergebnis im CCA-Schnelltest.
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Weiterhin sollte geklart werden, inwiefern sich die Aufenthaltsdauer auf das Ergebnis
des CCA-Schnelltests auswirkt. Die Aufenthaltsdauer wurde dabei im ersten Schritt nach
den jeweiligen Testergebnissen geordnet und grafisch in Form eines Boxplot-Diagramms
dargestellt, um die Verteilung zu veranschaulichen. Bei der Betrachtung ist nahezu keine
Abweichung der Mittelwerte der Aufenthaltsdauer oder der Interquartilsabstdande

zwischen den einzelnen Gruppen erkennbar (vgl. Abbildung 15b).
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Abbildung 15b: Vergleich der CCA-Schnelltest-Ergebnisse mit der Aufenthaltsdauer der zugehorigen Bewohnenden
anhand von Boxplot-Diagrammen. Links: Gesamtzahl der gescreenten Bewohnenden (n = 105). Mitte: Davon CCA-
positiv Getestete (n = 29). Rechts: Davon CCA-negativ Getestete (n = 76).

Die Uberpriifung auf Zusammenhange der Variablen erfolgte anschlieRend durch eine
biseriale Rangkorrelation (Produkt-Moment Korrelation nach Pearson) mit Hilfe von R.
Die Auswertung lieferte einen Korrelationskoeffizienten von r = 0,0269 mit einem p-
Wert von p = 0,7846. Somit kann bei einer nicht signifikanten Irrtumswahrscheinlichkeit
von keinem Zusammenhang zwischen der Aufenthaltsdauer und Ergebnis im CCA-

Schnelltest ausgegangen werden.
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3.2.2 Befunde der Urinmikroskopie
Alle 12 abgegebenen Urinproben (Personen mit einer Erythrozyturie) wurden noch am
selben Tag bei 10-facher VergroRerung mikroskopiert. In keiner (0/12) der Proben

gelang ein Ei-Nachweis von S. haematobium.

3.2.3 Befunde der Stuhlmikroskopie

Insgesamt erflillten 12 Teilnehmende die Kriterien fiir eine Stuhlmikroskopie. Der groRte
Teil (11/12) qualifizierte sich durch einen G-Score > 4, wahrend bei einer (1) weiteren
Person mit einem G-Score von 3 aufgrund eines positiven ICT-Schnelltests die
Entscheidung zur Stuhlmikroskopie getroffen wurde. Die Mikroskopie konnte bei 7 von
12 Personen durchgefiihrt werden. Die anderen 5 Teilnehmenden gaben keine
Stuhlprobe ab. In keiner (0/7; 0 %) der mikroskopierten Proben waren S. mansoni -Eier

nachzuweisen.

3.2.4 Schistosomen-Antikorper-Nachweis mittels ICT

Alle 29 Personen, die ein positives CCA-Schnelltest-Ergebnis prasentierten, wurden um
die Entnahme einer Blutprobe gebeten, um die serologische Testung auf Schistosomen-
Antikoérper anzuschlieRen. Aus diesem Personenkreis konnte von 28 Teilnehmenden
eine Blutprobe gewonnen werden. Die Auswertung mittels Schistosoma ICT IgG-IgM
ergab bei 14,3 % (4/28) einen Antikorper-Nachweis. Folglich fiel bei 24/28 (85,7%) der
CCA-Positiven der nachfolgende ICT negativ aus. Abbildung 16 zeigt beispielhaft die

Testkassetten des verwendeten ICT mit positiven und negativen Testresultaten.
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Abbildung 16: Beispielhafte Ergebnisse des Schistoma ICT IgG-IgM -Schnelltests der Firma LDBIO Diagnostics
(C = Kontrollbande (Blau), T = Trace (Rot)). Links: Zwei negative Testergebnisse mit fehlender T-Bande.
Rechts: Sichtbare Banden im T-Bereich (Rot) sprechen flr ein positives Testergebnis. Die blaue Kontrolle signalisiert,
dass der Test bei allen Kassetten funktioniert hat.

Eine Ubersicht (iber die Verteilung von positivem bzw. negativem ICT und

dazugehorigem G-Score der Gescreenten zeigt die nachfolgende Tabelle 7.

Tabelle 7: Zusammenhang zwischen ICT-Befund und dazugehérigem G-Score.

ICT IgG-IgM
G-Score Positiv Negativ >
G2 0 9 9
G3 1 7 8
G4 1 2 3
G5 0 3 3
G6 0 1 1
G7 0 2 2
G8 1 0 1
G9 1 0 1
G10 0 0 0
5 4 24 28
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Die weitere statistische Auswertung setzte sich zum Ziel, Zusammenhange zwischen
G-Score und ICT-Ergebnis aufzudecken. Da dies nicht mehr an das Screening in den
Gemeinschaftsunterkiinften gebunden war, konnte die Ausgangsdatenmenge in diesem
Fall um eine (1) zusatzliche Person, welche lber die Tropenmedizinische Abteilung der
Missionsarztlichen Klinik Wiirzburg abgebunden wurde und deren G-Score (10) und
ICT-Ergebnis (positiv) bekannt waren, erweitert werden (somit hier: n =29).

Die Werte wurden im nachsten Schritt grafisch in Form eines Punktdiagramms mit Lage
der Medianwerte der G-Scores aufgetragen (s. Abbildung 17). Weiterhin wurden
Boxplot-Diagramme zugefiigt, um die Interquartilsabstdnde zu zeigen, in denen 50% der
Stichprobenelemente liegen (hier: G-Score-Ergebnis). Zur Veranschaulichung wurde
eine Verbindungslinie der Mediane eingefiigt, die eine deutliche Steigung zeigt und
damit einen positiven Zusammenhang zwischen einem positiven ICT-Resultat und einem
hohergradigen G-Score andeutet. Ein niedriger G-Score korreliert hingegen mit einem

negativen ICT.
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Abbildung 17: Verteilung von positiven und negativen ICT-Befunden mit Beziehung zu den ermittelten G-Scores des
CCA-Urin-Schnelltests.

Um zu priifen, welche Beziehung zwischen der Hohe des G-Scores und einem positivem
ICT besteht, wurde eine biseriale Rangkorrelation (Produkt-Moment Korrelation nach

Pearson) des dichotomen, nominalskalierten Resultats des Serologie-Schnelltests (ICT
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positiv / ICT negativ) mit dem ordinalskalierten G-Score durchgefuhrt. Fur die Analyse
wurde das Programm R genutzt.

Die Auswertung lieferte einen Korrelationskoeffizienten von r = 0,5696 mit einem p-
Wert von p = 0,0013. Die Ergebnisse sprechen nach den Richtlinien von Cohen (Cohen,
1988) fiir eine sehr signifikante (p < 0,01), mittelstarke Korrelation zwischen

hohergradigem G-Score im CCA-Urin-Schnelltest und einer positiven Serologie im ICT.

3.3 Detektion von freier Schistosomen-DNA mittels qPCR

Insgesamt gelang bei 4/27 (14,8 %) der insgesamt 29 CCA-Positiven Personen der
Nachweis von Schistosomen-spezifischer DNA durch die molekularbiologische Serum-
Analyse mittels gPCR. Alle Personen, bei denen ein molekularbiologischer DNA-
Nachweis erfolgen konnte, waren mannlich. Bei zwei (2) Personen stand keine
Serumprobe fir die PCR-Diagnostik bereit. Es wurde ausschlieBlich S. mansoni-DNA
nachgewiesen (100 %). Keine (0 %) der untersuchten Proben enthielt S. haematobium-
DNA. Eine (1) Serumprobe konnte nicht analysiert werden, da sie nicht abgenommen
wurde, eine (1) weitere Serumprobe stand nur fiir die ICT-Diagnostik zu Verfligung. Bei
den 4 Personen mit DNA-Nachweis war bei 75,0 % (3/4) der zuvor durchgefiihrte ICT
ebenfalls positiv ausgefallen. Eine Serum-Probe (1/4; 25,0 %) lieferte somit trotz
positivem ICT keinen DNA-Nachweis (s. Tabelle 8). Bei nahezu allen Teilnehmenden,
welche einen positiven CCA-Schnelltest, jedoch einen negativen ICT aufwiesen (22/23;
95,7 %), gelang kein molekularbiologischer DNA-Nachweis. Bei 1/23 ICT-Negativen

(4,3 %) lag somit ein falsch-negativer ICT vor.

Tabelle 8: Verteilung von ICT-Befunden und DNA-Nachweis in der qPCR.

h DNA- kein DNA-
5 Nachweis Nachweis
IcT- 3 1 4
positiv
IcT- 1 22 23
negativ
4 23 27
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Um zu zeigen, welchen Einfluss eine positive, durch den ICT bestimmte Schistosomen-
Serologie auf einen DNA-Nachweis hat, wurde der exakte Test nach Fisher mit Hilfe von

R angewandt. Folgende Hypothesen wurden formuliert:

Ho: Eine positive Serologie im ICT macht einen DNA-Nachweis nicht wahrscheinlicher.

H;: Ein DNA-Nachweis wird bei Vorliegen einer positiven Serologie im ICT wahrscheinlicher.

Die Auswertung lieferte einen p-Wert von p = 0,0053. Bei einem Signifikanzniveau von
a = 0,05 kann die Nullhypothese verworfen werden und es ist von einem sehr
signifikanten (p < 0,01), positiven Einfluss eines positiven ICT auf einen DNA-Nachweis
auszugehen. Bei einem bereits vorliegenden, positiven ICT kann somit in der Regel
ebenfalls ein DNA-Nachweis gelingen. Die Uberpriifung eines Zusammenhangs zwischen
DNA-Nachweis und CCA-Testergebnis (positiv vs. negativ) war nicht moglich, da
diesbeziiglich keine vollstandige Datengrundlage existiert. Um diesen Zusammenhang
zu prifen, ist die Kenntnis erforderlich, bei wie vielen Personen mit negativem CCA-
Testergebnis ein Nachweis von Schistosomen-DNA erfolgen konnte. Fiir diese Gruppe
der Teilnehmenden war die Gewinnung einer Blutprobe zur weiteren Diagnostik im
Rahmen dieser Arbeit nicht vorgesehen gewesen.

Allerdings war es moglich, das Auftreten eines DNA-Nachweises mit der Hohe des zuvor
bestimmten G-Scores zu korrelieren. Eine Ubersicht iiber die Verteilung von DNA-

Nachweis und G-Score der Gescreenten zeigt die nachfolgende Tabelle 9.

Tabelle 9: Zusammenhang zwischen DNA-Nachweis mittels gPCR und G-Score.

DNA-Nachweis mittels qPCR

G-Score Positiv Negativ >
G2 0 9
G3 1 7
G4 0 3 3
G5 1 2 3
G6 0 1 1
G7 0 2 2
G8 1 0 1
G9 1 0 1
G10 0 0 0
b3 4 23 27
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Zur Ermittlung des Zusammenhang wurde die biseriale Rangkorrelation (Produkt-
Moment-Korrelation nach Pearson) analog zur Berechnung des Zusammenhangs
zwischen ICT und G-Score in Punkt 3.2.4 (5.50) mit Hilfe von R vorgenommen und
graphisch dargestellt (s. Abbildung 18). Auch in diesem Fall konnte die
Ausgangsdatenmenge um eine (1) zuséatzliche Person, welche Uber die
Tropenmedizinische Abteilung der Missionsarztlichen Klinik Wirzburg angebunden
wurde und deren G-Score (10) bekannt war, erweitert werden (somit hier: n = 28;

Anmerkung: Die Person brach das Follow-up nach der ersten Blutentnahme ab).
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G-Score bei DNA-Nachweis
8 - — 8 < G-Score bei fehlendem DNA-Nachweis
7 ) S <
g 6 4 h . q
o A
@ 54 N <4
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4 A @
34 <K 3
2 <<
1 4
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DNA positiv DNA negativ
(n=5) (n=23)

Abbildung 18: Punktdiagramm mit Boxplots der Verteilung von Proben mit DNA-Nachweis bzw. fehlendem DNA-
Nachweis mit Beziehung zu den ermittelten G-Scores des CCA-Urin-Schnelltests. Die Verbindungslinie der Mediane
weist eine deutliche Steigung auf und signalisiert damit einen positiven Zusammenhang zwischen einem
vorhandenen DNA-Nachweis und einem hohergradigen G-Score.

Die Berechnung lieferte einen Korrelationskoeffizienten von r = 0,6074 mit einem p-
Wert von p = 0,0006. Die Ergebnisse sprechen nach den Richtlinien von Cohen (Cohen,
1988) fiir eine hochsignifikante (p < 0,001), mittelstarke-starke Korrelation zwischen
hohergradigem G-Score im CCA-Urin-Schnelltest und einem positiven DNA-Nachweis in

der PCR-Diagnostik.

3.4 Therapierte Teilnehmende

Durch das Screening in den Wirzburger Gemeinschaftsunterkiinften und die

darauffolgenden, erganzenden diagnostischen MaBnahmen konnten insgesamt
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5 Teilnehmenden die Therapie in Form der 3-tagigen gewichtsadaptierten Gabe von
Praziquantel (40mg/Kg KG/Tag) ermoglicht werden. Wie viele Personen welche Kriterien
fur die Therapieindikation erfiillten, zeigt die nachfolgende Tabelle 10. Voraussetzung
fur die erganzenden Diagnostik war ein positiver CCA-Urin-Schnelltest (Ausnahme: Bei
Nachweis einer Erythrozyturie wurde unabhdngig vom CCA-Nachweis eine

Urinmikroskopie angeschlossen).

Tabelle 10: Mégliche Konstellationen (positiver CCA-Test vorausgesetzt) fuir eine Therapieindikation mittels
Praziquantel und Anzahl der die Kriterien erflllenden Personen (vgl. auch Punkt 2.3, S5.32).

Konstellation fiir Therapieindikation Anzahl der Personen
Ei-Nachweis in Urin- oder Stuhlmikroskopie 0

Positiver Serologie-Befund (ICT) 4

Nachweis von freier Schistosomen-DNA durch gPCR

(bei negativem ICT) .

2 5

Es zeigt sich, dass eine (1) Person eine Therapie aufgrund eines DNA-Nachweises erhielt,
ohne dass der ICT einen Antikorper-Nachweis erbrachte. In Verbindung mit den
Erkenntnissen der DNA-Kinetik (vgl. Punkt 3.5, S.56) konnte nachtraglich bestatigt

werden, dass es sich dabei um eine floride Infektion gehandelt haben muss.

Eine (1) weitere Person erfiillte durch das Vorliegen eines positiven CCA-Schnelltes in
Kombination mit einem positiven ICT die Therapie-Kriterien, jedoch wurde nachtraglich
keine Schistosomen-DNA nachgewiesen, weshalb hier von einer unnétigen Therapie

ausgegangen werden muss.

3.5 Kinetik der Schistosomen-spezifischen DNA

Neben den Personen, welche sich durch das in Wirzburger Gemeinschaftsunterkiinften
durchgefiihrten Screening fiir die Erstellung der DNA-Kinetik qualifizierten, konnten 3
weitere Teilnehmer Uber die Tropenmedizinische Abteilung der Missionsarztlichen
Klinik Wirzburg in die Studie eingebunden werden. Diese wurden der Abteilung
aufgrund einer floriden Schistosomiasis zugewiesen und stellten sich nach erfolgter

Therapie mit Praziquantel fir die Blutentnahmen zur Erstellung der DNA-Kinetik zur
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Verfligung. Eine (1) dieser insgesamt 7 fir die Erstellung der DNA-Kinetik zur Verfligung

stehenden Probanden/Probandinnen brach das Follow-up nach der ersten
Blutentnahme ab und wird daher fiir weitere Berechnungen nicht in die Statistik
aufgenommen, aus Griinden der Vollstandigkeit aber dennoch aufgefiihrt. Weiterhin
konnte bei den einzelnen Follow-ups nicht zu jedem der vorgesehenen Zeitpunkte eine
Blutprobe gewonnen werden, da die Teilnehmenden ihre Blutentnahme-Termine nicht
regelmallig wahrnahmen. Die nachfolgende Tabelle 11 zeigt, wie viele Proben am
jeweilig vorgesehenen Entnahme-Zeitpunkt gewonnen werden konnten und welche C:-
Werte sich aus der molekularbiologischen Analyse mittels qPCR ergaben. Je hoher ein
Ci-Wert ausfallt, desto mehr Zyklen werden benotigt, um DNA in der jeweiligen Probe
nachzuweisen. Folglich zeigen ansteigende Ci-Werte eine niedrigere DNA-Konzentration
und abfallende Ci-Werte eine ansteigende DNA-Konzentration an. Zur nachfolgenden
besseren graphischen Veranschaulichung wurden auRerdem die Kehrwerte der Ci-

Werte (Ci1), sowie die Mittelwerte und die Standardabweichung (SD) berechnet.

Tabelle 11: Ubersicht iiber den zeitlichen Verlauf der C-Werte und Berechnung von Mittelwert und
Standardabweichung aus den jeweiligen Kehrwerten (C¢). Da Minus-Zeichen (-) symbolisiert nicht wahrgenommene
Blutentnahme-Termine.

C-Werte / C¢! am jeweiligen Entnahmetag

Proband (4) 0 3 7 14 28 56

1 28,8/0,0347  22,8/0,0439 26,6/0,0376 - 29,0/0,0345 -
2 28,9/0,0346  28,6/0,0350 31,5/0,0317 31,4/0,0318 32,6/0,0307 36,5/0,0274
3 31,0/0,0323 29,1/0,0344 - - 32,9/0,0304 31,5/0,0317
4 34,9/0,0287 33,8/0,0296 30,2/0,0331 - 40,0/0,0250 -
5 30,6/0,0327 27,1/0,0369 - 30,4/0,0329 34,3/0,0292 37,3/0,0268
6 33,9/0,0295 30,6/0,0327 - - 37,5/0,0267 40,0 /0,0250
(7) (26,3/0,0380) - - - - -

Mittelwert (C¢2) | 0,0321 0,0354 0,0342 0,0324 0,0294 0,0277

SD 0,00254 0,00482 0,00306 0,00074 0,00333 0,00286

n 6 6 3 2 6 4

Die graphische Darstellung der einzelnen Cii-Verlaufe Uber die Zeit zeigte, dass alle
Teilnehmenden, welche am Follow-up teilnahmen, 3-7 Tage nach der Intervention

mittels Praziquantel-Gabe an Tag 0 ein Cy*-Maximum erreichen. Der weitere Verlauf von
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Person 1,2,4,5 und 6 ist von einem Abfall der Ci1-Werte gepragt. Bei Person 3 (blaue
Linie) ist ein erneuter Anstieg des Ci1-Wertes zwischen Tag 28 und 56 zu beobachten.
Die gestrichelte Gerade bei Ci! = 0,0277 entspricht einem Ci-Wert von 36 und spiegelt
den Schwellenwert wider, bei dem die Teilnehmenden auf Basis der PCR-Diagnostik
initial als therapiebediirftig angesehen wurden. Es zeigt sich, dass 4/6 Personen (66,7%)
diesen Schwellenwert im zeitlichen Verlauf von 56 Tagen nach der Therapie

unterschreiten (s. Abbildung 19).

—=— Person 1
0,045 1 —e— Person 2

C, -1 —— Person 3
—v— Person 4

Person 5

Person 6

0,040 ~

0,035 ~

0,030 +
0,0277 -
0,025 +
— T T T T
0 3 7 14 28 56
Zeit [Tage]

Abbildung 19: Zeitlicher Verlauf der reziproken Ci-Werte der einzelnen Therapierten (Person 1-6)
nach Praziquantel-Gabe an Tag 0.

Zur graphischen Darstellung des Gesamtverlaufs der DNA-Kinetik Gber alle am Follow-
up teilgenommen Personen hinweg wurden Boxplot-Diagramme erstellt und den
jeweiligen Entnahme-Zeitpunkten zugeordnet. Es zeigt sich, dass das Mittelwert-
Maximum der reziproken Ci-Werte bei 3 Tagen nach Therapiebeginn liegt. Durch den
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test wurde ein signifikanter Anstieg im Vergleich zu Tag 0
ermittelt (p < 0,05). Im zeitlichen Verlauf ist ein kontinuierlicher Abfall der C+*-Werte
und damit ein indirekter Abfall der zirkulierenden DNA-Menge im Blut der Follow-up-
Gruppe zu beobachten. An Tag 56 erreicht der Mittelwert den Schwellenwert von
0,0277 (s. Abbildung 20). Der Abfall des Ci* zwischen Tag 3 und Tag 56 konnte mit Hilfe

des Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests aufgrund der zu geringen StichprobengrélRRe von 4
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nicht auf Signifikanz getestet werden. Ein nachweislich signifikanter Abfall des C* findet

sich jedoch zwischen Tag 3 und Tag 28 (p < 0,05).

C t'l [125%~75%
T Bereich innerhalb von 1.51QR
0,045 n=6 — Medianlinie
* o Mittelwert
+ Ausreifler
0,040

0,035+

0,030 |
0,0277 | i
0,025
T T T T T T
03 7 14 28 56
Zeit [Tage]

Abbildung 20: Boxplot-Diagramme der reziproken Ct-Werte an den jeweiligen Tagen 0-3-7-14-28-56 (ber alle
therapierten Personen. Die schwarze durchgéngige Linie verbindet die Mittelwerte, die gestrichelte Linie gibt den
Schwellenwert C¢1 = 0,0277 an, welcher einem Ct-Wert von 36 (£ Schwellenwert) entspricht.

Ausgehend von einem Maximum der DNA-Konzentration an Tag 3 nach der Erstgabe von
Praziquantel wurde mit Hilfe von OriginPro 2020 eine Funktion anhand der vorliegenden

Daten interpoliert, welche den Verlauf der einzelnen Messpunkte am besten wiedergibt.

Die Interpolation lieferte folgende Funktion:
- (/34,649
f(t) =0,01128-e* /34649 40,0249

Das adjustierte BestimmtheitsmaR (R%g;) zur Abschdtzung der Giite dieser nicht-

linearen Regression war R%,q;, = 0,97835.

Auch wenn der Schwellenwert zur Therapieindikation in dieser Arbeit bei
Ci1=0,0277 (& C:= 36) festgelegt wurde, betrigt der niedrigste mogliche Wert der
durch das verwendete Messgerdt (StepOne real-time PCR-System von Applied
Biosystems) bestimmt werden kann, Ct1= 0,025, was einem Ce-Wert von 40 entspricht

und die maximale Anzahl von 40 Zyklen (2 Detektionsgrenze) wiedergibt. Als Festgrofe
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(yo) fur die Interpolation wurde daher Ci1= 0,0249 gewihlt, was einem C-Wert von 41
entspricht und welcher damit knapp oberhalb der Detektionsgrenze liegt und an
welchen sich die Funktion asymptotisch anndhert. Ein C--Wert von 41 wird daher
nachfolgend als asymptotischer Grenzwert bezeichnet. Abbildung 21 stellt den Verlauf
der Funktion f(t) dar. Es zeigt sich, dass alle erhoben Messwerte innerhalb des 95%-
Konfidenzintervalls der Interpolante von f(t) liegen. Die Interpolante schneidet den in
dieser Arbeit festgelegten Schwellenwert von Ci! = 0,0277 an Tag 48. Durch
Extrapolation ab Tag 56 kann der weitere Verlauf bis zum Erreichen der

Detektionsgrenze (Ct1=0,025) verfolgt werden, welche nach 163 Tagen erreicht werden

wirde.
C/’ 7 ¢ Mittelwerte Ct™
0,036 — Interpolante von f{(t)
— - —extrapolierter Verlauf von f(f)
95% Kl von f{t)
0,034 —
f(5) = Ao e/ +
0,032 — R%,y | 0,97835
Yo |0,0249
0,030 - A; | 0,01128
T 34,649
0,028 + O 0,0277
0,026 — Sl
""""" ] rr—r=—=+= 0,025
01024 II II T I T I T I T I T I
037 14 28 48 56 112 163 224

Zeit (t) [Tage]

Abbildung 21: Verlauf der Funktion f(t), welche die Anderung der gemessenen Mittelwerte von Cy {iber die Zeit
beschreibt (rote durchgdngige Linie: interpolierte Funktion; rote gestrichelte Linie: extrapolierte Funktion). Alle
Messwerte (schwarze Rauten) liegen innerhalb des 95%-Konfidenzintervalls (hellroter Bereich) von f(t). Die
Schnittpunkte mit dem Schwellenwert C;* = 0,0277 und der Detektionsgrenze Ci* = 0,025 liegen bei 48 Tagen und
163 Tagen.

Die interpolierte Formel folgt der allgemeinen GesetzmaRigkeit f(t) = Ay- eCHo 4 Yo
mit Ao = Ausgangswert (hier: 0,01128), t = Zeit , T = Zeitkonstante (hier: 34,649) und
Yo = asymptotischer  Grenzwert (hier: 0,0249) und  beschreibt damit eine
Eliminationskinetik 1. Ordnung.

Analog zu den Zerfallsgesetzen lassen sich die Halbwertszeit (ti2) der im Blut
befindlichen Schistosomen-DNA-Konzentration, sowie die Geschwindigkeitskonstante k

wie folgt berechnen:
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tip=1" In2
=34,649d - In2=24,02d

1
T 34,649d

=0,0289d"

Aufgrund von T = k' kann f(t) = A, eC 4 yo in f(t) = Ag- e %" + y, umformuliert

werden.

3.5.1 ExKkurs: Praktische Anwendung

Angenommen, bei einem (gesichert) therapierten Patienten wird 4 Wochen (Zeitpunkt
kann aber beliebig gewdhlt werden) nach der Therapie ein Ci-Wert von 28
festgestellt (Ct*=0,0357). Um nun herauszufinden, wann der Schwellenwert
von Ct = 36 (C¢! = 0,0277) erreicht werden wiirde, kann dieser Zeitpunkt aufgrund des in
dieser Arbeit ermittelten Zerfallsgesetzes und nun vorliegender Kenntnis der
Geschwindigkeitskonstante k = 0,0289 d! berechnet werden. Dazu wird die Gleichung

f(t) = Ay- e 7% ' + y, nach der Zeit t aufgeldst. Es ergibt sich folgende Gleichung:

—k
Weiterhin gilt folgendes:

f(t) gibt den Schwellenwert an (hier: C:* = 0,0277)
Ao gibt den gemessenen Ausgangswert an (hier: Ct'* = 0,0357)
yo gibt den asymptotischen Grenzwert an (hier: C+* = 0,0249)

Durch Einsetzen ergibt sich:

l (0,0277_0,0249)
"\0,0357  0,0357

t =
—k

_In(0,776-0,697) _ In (0,079)

-k -0,02894d"1 =8783d~88d

Somit kann abgeschatzt werden, dass nach ungefahr 88 Tagen der Schwellenwert der

DNA-Konzentration unterschritten wird, der ohne vorausgegangene Behandlung als
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positiv und therapiebediirftig gewertet worden ware. Bei erneutem Anstieg des C:-
Wertes sollte eine Reinfektion oder ein Therapieversagen in Betracht gezogen werden.
Der Zeitraum bis zum Erreichen des Schwellenwertes ist abhangig vom Ausgangs-C:-
Wert und verlangert sich, je niedriger dieser ist (bzw. je héher der C¢! -Wert ist).
Beispielsweise wiirde bei einem Ausgangs-Ci-Wert von 18 der Schwellenwert erst nach

ca. 103 Tagen erreicht werden.

3.6 Prdvalenzbestimmung

Aufgrund des hierarchischen Einsatzes der angewandten Testverfahren
(1. CCA-Schnelltest, 2. ICT, 3. gPCR) unterscheidet sich die zu errechnende Pravalenz, je
nachdem ob eine teilnehmende Person aufgrund ihrer bereits vorliegenden
Testergebnisse als infiziert oder nicht-infiziert angesehen wird. Deshalb sollen an dieser

Stelle drei Pravalenz-Szenarien angegeben werden.

Generell berechnet sich die Pravalenz wie folgt:

Anzahl der im Zeitraum als positiv Getestete (N,,s)

Pravalenz = [%]

Anzahl der gescreenten Personen (nge)

Dariber hinaus kann der positive pradiktive Wert (PPW) mit Hilfe der Formel

Anzahl der richtig Positiven
PPW

[%]

~ “Anzahl der richtig Positiven + Anzahl der falsch Positiven

berechnet werden.

Werden ausschlieRlich die durch den CCA-Urin-Schnelltest bestimmten Screening-
Ergebnisse zugrunde gelegt, ergibt sich folgende Schistosomiasis-Pravalenz in

Wirzburger Gemeinschaftsunterkinften fiir Gefllichtete:
29
Pravalenzgc, = Tos - 0,276 =27,6 % [95% KI: 0,200 - 0,368]

Da aufgrund der PCR-Diagnostik bekannt ist, dass insgesamt nur 4 Personen als richtig-
positiv zu werten sind, kann der positive pradiktive Wert fir die alleinige Anwendung

des CCA-Schnelltest berechnet werden:
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4 4
PPWeca =4+23=;=0'148=M

Wird zusatzlich das Ergebnis des ICT miteinbezogen, lassen sich folgende

Krankheitshaufigkeit und folgender positiver pradiktiver Wert errechnen:

4
Pravalenzgcaiicr = Toa= 0,038 = 3,8 % [95% KI: 0,015 - 0,097]

(Anmerkung: Eine (1) Probe stand nicht zur Verfligung, daher hier nges = 104)

4 4
4+1

Die Pravalenzbestimmung auf Basis der molekularbiologischen Diagnostik mittels gPCR

mit vorausgegangenem CCA-Test und ICT ergibt:

4
Pravalenzcavicrrqpor = To3 = 0,039 = 3,9 % [95% KI: 0,015 - 0,096]

(Anmerkung: Zwei (2) Proben standen nicht zur Verfligung, daher hier nges = 103)

Da die qPCR-Diagnostik als Referenzstandard angenommen wurde, wird hier von

einem positiven pradiktiven Wert von 100 % ausgegangen.

Es zeigt sich, dass die allein auf Basis des CCA-Schnelltest berechnete Pravalenz um mehr
als 23 Prozentpunkte Uiber denjenigen Pravalenzen liegt, welche durch die zusatzliche
Kombination des CCA-Schnelltests mit einem ICT oder der gPCR bestimmt wurden.
Unter Einbezug der 95 %-Konfidenzintervalle ergibt sich zwischen Pravalenzcca und
Pravalenzccasict+qpcr  €ine  Minimaldifferenz von 10,4 % (0,200 - 0,096) und eine
Maximaldifferenz von 35,3 % (0,368 - 0,015). Der positive pradiktive Wert der alleinigen
Anwendung des CCA-Schnelltests fallt mit 14,8 % deutlich niedriger als in der

Kombination mit dem ICT aus. Hier betragt der positive pradiktive Wert 80 %.

63



4 DISKUSSION

Das Ziel dieser Arbeit bestand aus drei Teilaspekten, zu welchen die Erstellung einer
Schistosomen-DNA-Kinetik nach der Behandlung mit Praziquantel, die Bestimmung der
Schistosomiasis-Pravalenz einer in Deutschland lebenden Risikopopulation, sowie die
Evaluation verschiedener diagnostischer Testverfahren fir das Vorliegen der
Erkrankung zahlten. Die Methoden, die dabei zum Einsatz kamen und die erhaltenen
Ergebnisse sollen nachfolgend diskutiert und bewertet werden. Weiterhin werden die
Erfahrungen und daraus resultierenden Empfehlungen fir zukiinftige Projekte dieser Art
geschildert, um die Planung zu erleichtern und Ablaufe zu verbessern. Dabei wird
insbesondere auf Compliance-Probleme und den Umgang mit diesen eingegangen. Die

Arbeit schlieft mit einem Fazit und der Zusammenfassung der Studie ab.

4.1 Bewertung der Methoden und Ergebnisse

4.1.1 Rekrutierung der Teilnehmenden und Compliance

Um die Ziele der Arbeit zu erreichen, musste zunachst eine geeignete Studienpopulation
identifiziert und ausgewahlt werden. Da in den Wiirzburger Gemeinschaftsunterkiinften
viele Gefliichtete leben, welche aus Landern stammen, in denen die Schistosomiasis als
endemisch gilt, erschien es als sinnvolle Entscheidung die Studie dort durchzufiihren.
Eine weitere Begriindung liegt in bisher publizierten Studienergebnissen, die teilweise
hohe Infektionsraten bei Geflliichteten unter anderem durch den als Goldstandard
geltenden mikroskopischen Ei-Nachweis belegen konnten. Die Angaben reichen dabei
von 17,4 % (Beltrame, Guerriero, et al., 2017) tiber 21,5 % (Chernet et al., 2018) bis hin
zu 41,9 % (Marchese et al., 2018).

Die Rekrutierung der Teilnehmenden erfolgte durch das Fiihren personlicher Gesprache,
in denen Informationen zur Krankheit und dem Studienablauf dargeboten wurden und
denen sich eine freiwillige Studienteilnahme anschloss. Hierflir wurde versucht die
Personen direkt an ihrem Wohnsitz anzutreffen, da sich bereits zu Beginn der Studie
herausstellte, dass andere Rekrutierungsmallnahmen wie bspw. der Aushang von
Informationsplakaten oder die Etablierung einer miindlichen Verbreitung zu keiner

Studienteilnahme aus Eigeninitiative fihrten. Unter den Bewohnenden, welche die
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Einschlusskriterien erfillten, entschloss sich so der Uberwiegende Teil von 87,5%
(105/120) zur Studienteilnahme, unterzeichnete die Einwilligungserklarung und gab
eine Urinprobe zur weiteren Untersuchung mittels CCA-Schnelltest ab. Die (ibrigen 15
Personen konnten entweder wiederholt nicht an ihrem Wohnsitz angetroffen werden
oder gaben keine Urinprobe ab. Die Kommunikation gestaltete sich lberwiegend
problemlos, da viele der Teilnehmenden gute Deutschkenntnisse hatten oder sich einer
anderen, ihnen geldufigen Sprache wie Englisch oder Franzosisch bedienen konnten.
Nur in Ausnahmefillen war die Ubersetzung mit Hilfe eines Dolmetschers nétig.
Insgesamt kann diese Methode somit als gut geeignete, wenn auch zeitaufwandige

RekrutierungsmalRnahme angesehen werden kann.

Die Teilnehmenden, bei welchen der CCA-Schnelltest positiv ausfiel, wurden Uber das
Ergebnis personlich oder telefonisch informiert. Dabei wurde ihnen die Notwendigkeit
weiterer Untersuchungen vermittelt und sie wurden um die Abgabe von Blutproben fiir
den ICT bzw. die PCR-Testung und ggf. um die Abgabe von Stuhlproben fir die
Mikroskopie gebeten. Die Abnahme der Blutprobe konnte bei insgesamt 28 der 29
positiv Getesteten erfolgen. Dies geschah entweder unmittelbar nach der
Benachrichtigung Giber die CCA-Befunde oder zu einem spater vereinbarten Termin. Da
die Abgabe einer Stuhlprobe meist nicht direkt erfolgen konnte, wurden die
entsprechenden Personen gebeten, diese, sobald es ihnen moglich war, an das
medizinische Personal der Gemeinschaftsunterkiinfte weiterzureichen. Weshalb hier
auch nach mehrmaliger Aufforderung nur 7 der 12 bendétigten Stuhlproben abgegeben

wurden bleibt unklar.

Waren die Diagnose-Sicherungskriterien erfillt (s. Punkt 2.3, S.32), erfolgte die
Praziquantel-Gabe bei allen therapiebedirftigen (insgesamt 5) Teilnehmenden zeitnah
wahrend eines vereinbarten Termins. Dabei wurde nochmalig (ber den weiteren
Studienablauf informiert und um die weitere Follow-up-Teilnahme gebeten.
Insbesondere wurde auf die Anzahl der insgesamt 5 nachfolgenden Blutentnahmen und
die Wichtigkeit der Einhaltung der vorgesehenen zeitlichen Abstande hingewiesen. Alle
betreffenden Teilnehmenden erkldrten sich einverstanden und erhielten eine

schriftliche Auflistung ihrer personlichen Termine. Bereits zum ersten Follow-up Termin
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(Tag 3 nach Therapie) zeigte sich, dass die vereinbarten Termine teilweise nicht
eingehalten wurden, weshalb die entsprechenden Personen erneut telefonisch erinnert
oder direkt am Wohnsitz aufgesucht werden mussten. Dieses aufwendige Vorgehen zog
sich aufgrund der wiederholten Versaumung der vereinbarten Termine durch das
gesamte Follow-up und fihrte dazu, dass nur 15 der insgesamt 25 vorgesehenen
Blutproben (5 Teilnehmende mit je 5 Follow-up Blutentnahmen an den Tagen 3-7-14-
28-56) fur die Bestimmung der DNA-Kinetik gewonnen werden konnten. Grinde hierfir
kénnten in mangelndem Verstandnis fur die subjektiv groBe Anzahl an Blutentnahmen
innerhalb eines kurzen Zeitraums oder fiir die Wichtigkeit der Entnahme zu festen
Zeitpunkten liegen. Moglicherweise konnte von einzelnen Teilnehmenden nach der
bereits erfolgten Therapie kein Nutzen mehr erkannt werden und der Aufwand bzw. die

Unannehmlichkeit der Prozedur tGberwog.

4.1.2 Gegeniiberstellung und Evaluation der ausgewdhlten diagnostischen
Testverfahren anhand der ermittelten Ergebnisse
Flir das Screening der ausgewahlten Population auf das Vorliegen der Erkrankung kam
zunachst ein Urin-Schnelltest zum Nachweis des Circulating Cathodic Antigen (CCA) zum
Einsatz. Bei 27,6 % fiel der Test positiv aus, was etwas mehr als einem Viertel der
Teilnehmenden entspricht. Diese Zahl reit sich in die Resultate bisheriger
Veroffentlichungen ein. So fielen beispielsweise bei Geflliichteten aus Subsahara-Afrika
40,2 % (Chernet et al., 2018) und 12,6 % (Beltrame, Buonfrate, et al., 2017) der CCA-
Tests positiv aus. Zur weiteren Einordnung und Bewertung des CCA-Testresultats
erfolgte eine Graduierung mittels G-Score. Dabei konnte gezeigt werden, dass ein
hoherer G-Score sowohl mit einem positiven Antikorper-Nachweis mittels ICT als auch
einem DNA-Nachweis mittels gPCR assoziiert ist und damit die Wahrscheinlichkeit fir
das tatsachliche Vorliegen einer floriden Schistosomiasis erhoht. Diese Erkenntnis lasst
sich mit Studienergebnissen in Einklang bringen, die nachwiesen, dass die parasitare Ei-
Last positiv mit einem hohergradigen G-Score korreliert (Casacuberta-Partal et al., 2019;
Kittur et al., 2016). Ein des Ofteren in der Fachliteratur thematisierter Aspekt betrifft in

diesem Zusammenhang die Interpretation der Befunde im CCA-Schnelltest.
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Insbesondere der Umgang mit Trace-Befunden verbleibt noch immer unklar (Peralta &
Cavalcanti, 2018). Clements et al. konnten mittels latenter Klassenanalyse zeigen, dass
nur bei etwa der Halfte (52,2 %) der Trace-Befunde eine tatsachliche Infektion vorlag
(Clements et al., 2018). Somit verbleibt bei einer Wertung als positives Testergebnis die
Moglichkeit einer Fehldiagnose, wahrend eine Wertung als negatives Testergebnis die
Krankheit unentdeckt lassen konnte. Auch in dieser Arbeit, in der bei 62,1 % der
positiven CCA-Schnelltests ein Trace-Befund vorlag, wurden die Untersuchendenden vor
Herausforderungen hinsichtlich der diagnostischen Aussagekraft dieser Resultate
gestellt. Nicht zuletzt aus diesem Grund wurden zur Diagnosesicherung weitere
Testverfahren hinzugezogen, wie es auch der Hersteller der verwendeten Urin-
Schnelltests empfiehlt. Die Mikroskopie von Stuhl- und Urinproben gilt dabei aufgrund
der hohen Spezifitat als Goldstandard, jedoch zeigen sich deutliche Defizite hinsichtlich
der Sensitivitat, die sich je nach Autor zwischen 40 bis 60 % bewegt (Beltrame,
Buonfrate, et al., 2017). Trotz hohergradigem G-Score, konnte keine der in dieser Studie
mikroskopierten Proben, welche von den Bewohnenden der Wirzburger
Gemeinschaftsunterkiinfte fiir Geflliichtete gewonnen wurden, einen Ei-Nachweis
erbringen und damit nicht zur Diagnosesicherung beitragen. Anzumerken ist, dass eine
geringe Probenanzahl (12 Urinproben, 7 Stuhlproben) vorlag und die Diagnostik von der
Erfahrung des Untersuchenden abhéangig ist und somit die Moglichkeit falsch-negativer

Mikroskopiebefunde nicht auszuschlieBen ist.

Als Erklarungsversuch fiir die hohe Anzahl an Trace-Befunden, wurde das Verfdlschen
der Testergebnisse durch eine vorliegende Leukozyturie oder Hamaturie in Betracht
gezogen, wie es auch mehrfach in der Literatur vorbeschrieben ist und worauf durch den
Hersteller der Schnelltests hingewiesen wird (Ferreira et al., 2017; Greter et al., 2016;
Homsana et al., 2020; Rapid Medical Diagnostics, o.].). Insgesamt wurde im Rahmen
dieser Studie bei 31,5 % der CCA-Positiven eine Leukozyturie nachgewiesen, jedoch
konnte entgegen den Ergebnissen der Vorpublikationen kein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen den Befunden im Urin-Streifentest und dem CCA-Testergebnis
festgestellt werden. Gleiches galt fir das Vorliegen einer Hamaturie und Proteinurie.

Das vermehrte Auftreten falsch-positiver Befunde im CCA-Schnelltest aufgrund eines
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Harnwegsinfektes konnte demnach nicht bestdtigt werden. Auffallig war in diesem
Zusammenhang der generell hohe Anteil an Leukozyturien bei 69,5% der Gescreenten.
Eine mogliche Erklarung hierfir konnte darin bestehen, dass wahrend der Urinabgabe
kein Mittelstrahlurin verwendet wurde und die Probe somit kontaminiert war. Die

abschlieRende Klarung dieser Gegebenheit verbleibt jedoch unbeantwortet.

Die Bestimmung der Serologie mittels ICT, welcher auf den Nachweis von sowohl IgM-
als auch IgG-Antikérpern ausgelegt ist, erbrachte bei 14,3 % der CCA-Positiven einen
Nachweis. Vor dem Hintergrund der Herkunft aus Hoch- bzw. Mittelpravalenzgebieten
Afrikas warf dieses Ergebnis Fragen hinsichtlich der Aussagekraft dieses Schnelltests auf,
da davon ausgegangen wurde, dass im Laufe des Lebens der Teilnehmenden mit hoher
Wahrscheinlichkeit bereits ein Kontakt mit Schistosomen stattgefunden haben miusste
und somit zumindest IgG-Antikérper nachzuweisen sein sollten. Dies wird ebenfalls
durch eine amerikanische Vorpublikationen nahegelegt, in der von 2000 Serum-Proben
somalischer Gefllichteter (welche auch in dieser Studie mit 47,6 % den Hauptanteil der
Teilnehmenden ausmachten) zufillig 100 Proben ausgewahlt und einer Serologie-
Diagnostik unterzogen wurden. Dabei zeigte sich bei insgesamt 73% ein positiver
Antikorper-Nachweis fiir S. mansoni im FAST-ELISA oder im S. haematobium-
Immunoblot (Posey et al., 2007). Andere Studienergebnisse hingegen ermittelten zum
Teil deutlich niedrigere Seropravalenzen unter afrikanischen Gefliichteten von 41,0 %
(Gibney et al., 2009), 27,6 % (Beltrame, Buonfrate, et al., 2017), 22 % (Seybolt et al.,
2006) und 11 % (Caruana et al., 2006). Es ist zu beachten, dass diese Ergebnisse auf
Studienpopulationen zutrafen, die nicht wie in dieser Arbeit durch ein anderes
Testverfahren vorselektioniert wurden. Hier erhielten nur diejenigen Teilnehmenden
eine serologische Testung, welche zuvor durch einen positiven CCA-Schnelltest
aufgefallen waren. Aus den Ergebnissen von Neumayr et al. geht hervor, dass bei 52,6 %
der CCA-Positiven auch eine positive Serologie vorlag (Neumayr et al., 2019), was

deutlich Gber dem hier erhaltenen Ergebnis liegt.

Nach Kenntnis des PCR-Ergebnisses konnte auf der Basis, dass das Verfahren in dieser
Arbeit als Referenzstandard fir richtig-positive Testergebnisse angesehen wurde, die

diagnostische Aussagekraft des CCA-Schnelltests und dessen Kombination mit dem ICT
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evaluiert werden. Die Entscheidung, die molekularbiologische Diagnostik hier als
Referenzstandard zu wihlen, beruht unter anderem auf der Uberlegenheit gegeniiber
der Serologie und auch der Mikroskopie (Clerinx et al., 2011). Weiterhin lasst sich aus
den Studien mehrerer Autoren ableiten, dass der Nachweis frei-zirkulierender
Schistosomen-DNA mittels PCR sehr gut geeignet ist, um auch eine leichte Infektion mit
niedriger Parasitenlast sicher zu detektieren (Al-Shehri et al., 2018; Hasby Saad &
Watany, 2018; Hussein et al., 2012; Kato-Hayashi et al., 2015) und somit als hochsensitiv
und -spezifisch anzusehen ist (vgl. auch Punkt 1.6.4, S.16). Im Gegensatz dazu ist
bekannt, dass der POC-CCA niedrige Parasitenlasten moglicherweise nicht gut
detektieren kann (Peralta & Cavalcanti, 2018; Siqueira et al., 2016) und somit falsch-
negative Ergebnisse resultieren kénnen.

Diskussionswiirdig ist die Entscheidung, ein PCR-Ergebnis dann als positiv zu werten,
wenn eine DNA-Amplifikation innerhalb des Schwellenwertes von 36 Zyklen (C: < 36)
erreicht wurde. Zu dieser Entscheidung trugen bisher veroffentlichte Daten bei, welche
mit Hilfe des gleichen wie auch in dieser Arbeit verwendeten Gerats ermittelt wurden
und die eine niedrige Parasitenlast mit steigendendem Ci-Wert > 30 belegen konnten
(Fuss et al., 2018) und einen PCR-Test als positiv ansahen, sofern eine DNA-Amplifikation
innerhalb von 38 Zyklen (Ct < 38) stattfand (Fuss et al., 2020a). In anderen Arbeiten
wurde ermittelt, dass eine Menge von 0,02 Schistosomen-Eiern/ml Serum einem Ci-
Wert von 36,4 entspricht (Espirito-Santo et al., 2014) und Stuhlproben, in welchen
mikroskopisch keine Schistosomen-Eier zu detektieren sind, einen medianen C-Wert
von 35,4 aufweisen (ten Hove et al., 2008).

Zwar beruht der gewahlte Schwellenwerte somit auf wissenschaftlichen Erkenntnissen,
die zweifeln lassen, ob ab einem Ct-Wert > 36 noch eine floride, behandlungsbediirftige
Infektion besteht. Die Festlegung bleibt dennoch als teilweise willkirlich zu betrachten.
Die Wahl dieses Schwellenwertes beeinflusst dariiber hinaus direkt die hier ermittelten
Ergebnisse. Ware ein Schwellenwert von C: = 38 oder C: = 40 gewahlt worden, hitte dies
zu mehr Positiv-Getesteten im Referenzstandard gefiihrt, was wiederum die Zahl der

richtig-positiv-Rate von CCA-Test und ICT, sowie die ermittelte Pravalenz erhéht hatte.
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Die Krankheitshaufigkeit der Schistosomiasis in Wirzburger
Gemeinschaftsunterkiinften von 3,9 % (ermittelt durch PCR-Testung) wurde als wahre
Pravalenz angesehen. Es zeigte sich, dass durch den alleinigen Einsatz des CCA-
Schnelltests die wahre Pravalenz um ca. 23 % U(berschatzt wurde, wahrend die
Kombination von CCA-Test und ICT einen mit 3,8 % nahezu identischen Wert lieferte.
Auffallend ist somit in erster Linie der grofRe Anteil von insgesamt 23/27 falsch-positiven
CCA-Urinschnelltests mit einem PPWcca von nur 14,8 %. Wichtig in diesem Kontext
erscheint die Tatsache, dass die positiven CCA-Befunde dieser Arbeit zu einem ebenfalls
groBen Anteil von 82,8 % einem Trace- bzw. +1-Befund entsprachen. Dass dies
insbesondere in schwach endemischen Gebieten zu beobachten ist und eng mit falsch-
positiven Befunden zusammenzuhangen scheint, zeigten bisher mehrere veroffentlichte
Publikationen (Coelho et al., 2016; Haggag et al., 2019; Peralta & Cavalcanti, 2018).
Beispielsweise ermittelten Siqueira et al. einen Abfall der Positiv-Rate des POC-CCA-
Tests von 22,7 % auf 2,1 %, nachdem die Trace-Befunde als negativ angesehen wurden
(Sigueira et al., 2016). Dennoch bleibt festzuhalten, dass in dieser Arbeit eine (1) Person
mit einem G-Score von 3, was per definitionem einem Trace-Befund entspricht,
nachtraglich einen molekularbiologisch gesicherten DNA-Nachweis lieferte.

Die in dieser Arbeit ermittelte Schistosomiasis-Pravalenz von 3,9 % erscheint gegeniber
den Ergebnissen von Chernet et al. und Beltrame et al. vergleichsweise niedrig. Hier
konnte bei 21,5% bzw. 17,6 % der untersuchten afrikanischen Gefliichteten ein
Ei-Nachweis erbracht werden, womit eine floride Schistosomiasis bewiesen werden
konnte (Beltrame, Buonfrate, et al., 2017; Chernet et al., 2018). Hingegen konnte in 331
Stuhlproben von in die USA gefliichteten somalischen Barawan kein einziger S. mansoni-
Ei-Nachweis gelingen und in nur 2% von 118 Urinproben ein S. haematobium-Ei
nachgewiesen werden (Wilson et al.,, o.)J.), was die in dieser Arbeit ermittelte Zahl
realistischer erscheinen ldsst. Auch wenn gezeigt werden konnte, dass die
Aufenthaltsdauer der hier gescreenten Population keinen Einfluss auf das CCA-
Testergebnis hat, bleibt zu beachten, dass es sich um Mindestaufenthaltsdauern in der
Wirzburger Gemeinschaftsunterkunft handelte und die genaue Aufenthaltsdauer in

Deutschland bzw. Europa nicht zu eruieren war. Da die Gescreenten sich somit
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moglichweise schon mehrere Jahre aullerhalb ihres Endemiegebiets aufhalten, ist in
Anbetracht der mittleren Uberlebensdauer von 3-5 Jahren die Méglichkeit zu bedenken,
dass die Wirmer bereits abgestorben waren, nie zuvor diagnostiziert wurden und sich
somit auch der hier durchgefiihrten Testung entzogen. Demgegeniber steht der
fehlende Antikorper-Nachweis durch den ICT bei nur 14,3 % der Getesteten, da es
schliissig erscheint, dass der dekrementale Zerfall der Parasiten und die daraus
freiwerdenden Uberreste das Immunsystem und somit die Antikdperproduktion tber
eine langere Zeit stimulieren sollten. Es existieren Studien, welche noch 30 Monate nach
erfolgter Therapie mit Praziquantel Schistosomen-Antikérper nachweisen konnten
(Yong et al., 2010), genaue Daten Uber die Dauer der durchschnittlichen Persistenz im
menschlichen Organismus wurden allerdings nicht gefunden. Zusammenfassend bleibt
beziglich dieses Aspekts unklar, ob die Antikorper bereits nicht mehr persistent waren,
die Teilnehmenden mit negativem ICT tatsachlich noch nie mit Schistosomen in Kontakt
gekommen sind oder ob die Antikdrper-Tests zum Teil falsch-negative Ergebnisse
lieferten. Festzuhalten bleibt, dass hier bei nur 4,3 % der Untersuchten ein falsch-
negatives ICT-Ergebnis vorlag. Dabei bleibt allerding zu beachten, dass fir die endgiiltige
Evaluation des ICT bzgl. falsch-negativer Ergebnisse die gesamte Studienpopulation
untersucht werden miisste und nicht nur diejenigen mit CCA-Nachweis.

Den Diagnose-Sicherungskriterien entsprechend (s. Punkt 2.3, S. 32) wurden insgesamt
5 Teilnehmende einer Therapie mittels Praziquantel zugefihrt. Durch endgiltige
Sicherung mit Hilfe der PCR-Diagnostik bestatigte sich, dass 4 der 5 Therapierten (80%)
in der Tat von einer Schistosomiasis betroffen waren. Ware die Indikation zur Therapie
allein auf der Grundlage eines positiven CCA-Schnelltests getroffen worden, lage der
Anteil an unnoétig therapierten Teilnehmenden bei 86,2 % (25/29), was die
Notwendigkeit zusatzlicher diagnostischer MaBnahmen unterstreicht. Durch
Kombination mit einem serologischen Schnelltest auf Antikdper (hier: ICT) wurde im
Rahmen dieser Arbeit im Vergleich nur 1/5 (20 %) der Teilnehmenden unndtig
therapiert. Anzumerken ist dabei, dass die Fallzahl, auf welcher diese Zahlenwerte
beruhen, insgesamt gering ausfiel und die Aussagekraft somit als limitiert anzusehen ist.

Dennoch kann tendenziell von einem klar positiven Einfluss auf die Wahrscheinlichkeit

71



Diskussion

eines richtig-positiven Testergebnisses durch die Kombination von CCA-Test und ICT
ausgegangen werden. Die Vorteile des CCA liegen in der einfachen Handhabung ohne
die Notwendigkeit von Laborausristung und der gilinstigen Anschaffungskosten,
wodurch er fiir die mobile Diagnostik gut geeignet ist. Auch der ICT ist im Vergleich zur
PCR-Testung als adulRerst kostengiinstig anzusehen und lieferte in dieser Arbeit
weitestgehend verlassliche Ergebnisse. Allerdings wird fiir die korrekte Durchfiihrung
eine Zentrifuge bendtigt, um die zuvor gewonnen Blutproben zu bearbeiten, was die
Anwendbarkeit dieses Testverfahrens in bestimmten Situationen limitiert. AuRerdem
kann nicht sicher zwischen einer aktiven und einer stattgehabten Infektion

unterschieden werden.

4.1.3 DNA-Kinetik

Die Erstellung und Auswertung der Schistosomen-DNA-Kinetik bestatigte die Hypothese
indem gezeigt werden konnte, dass eine Praziquantel-Gabe bei allen therapierten
Personen einen zwischen 3 und 7 Tage spater eingetretenen, signifikanten Anstieg der
Schistosomen-DNA-Konzentration im Serum zur Folge hatte. Der weitere Verlauf war im
Durchschnitt von einem kontinuierlichen Abfall der C:*-Werte und damit indirekt der
reduzierten Menge an frei-zirkulierender Schistosomen-DNA gepragt. Vergleichbare
Ergebnisse wurden kirzlich auch durch Untersuchungen am Viktoriasee in Tansania
geliefert, wobei ein Abfall des Ci-Wertes eine Woche nach erfolgter Therapie
beobachtet wurde (Fuss et al., 2020b). Im Unterschied zu dieser in einem
Hochpravalenzgebiet durchgefiihrten Studie hielten sich die hier Therapierten wahrend
des Follow-ups in keinem Endemiegebiet der Schistosomiasis auf, weshalb eine
Reinfektion ausgeschlossen werden kann. Der hier gewahlte Schwellenwert von C: = 36
wurde im Durchschnitt nach 48 Tagen erreicht (vgl. Abbildung 21), wonach, laut den in
dieser Arbeit festgelegten Kriterien, keine behandlungsbedirftige Infektion mehr
vorlag. Werden die Therapierten individuell betrachtet, ist erkennbar, dass bei einer
Person (Person 3, vgl. Abbildung 19) ein erneuter Anstieg des C¢*-Wertes zwischen Tag
28 und Tag 56 auftrat. Die Griinde hierflr erscheinen zunachst fraglich, da die restlichen
Ergebnisse eine kontinuierliche Abnahme der Zerfallsprodukte zeigten. Eine mogliche

Erklarung konnte in einer nicht fachgerechten Einnahme von Praziquantel liegen, was
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auch durch die nur relativ diskrete Anderung zum Ausgangs-C-Wert an Tag O suggeriert
wird (Cio=31,0; Cis6 = 31,5). Allerdings ware in diesem Fall ein ebenfalls ausbleibender
Anstieg der DNA-Konzentration zwischen Tag 0 und 3 zu erwarten gewesen, welcher
jedoch eintrat. Auch die Mdglichkeit einer unprazisen Probenbearbeitung muss in
Betracht gezogen werden, da das Ergebnis der PCR-Diagnostik schon durch kleinste
Ungenauigkeiten beeinflusst werden kann. Nicht zuletzt sollte an dieser Stelle ein
vermeintliches Therapieversagen diskutiert werden. Resistenzen gegen Praziquantel,
sowie verminderte Heilungsraten nach dessen Applikation wurden des Ofteren
vorbeschrieben und die Erforschung neuer Behandlungsalternativen wird von mehreren
Autoren als dringlich erachtet (Doenhoff et al., 2008; Vale et al., 2017; W. Wang et al.,
2012). Dass einer der Wirkmechanismen von Praziquantel darin besteht, die Ei-
Freisetzung aus dem Gewebe zu inhibieren (W. Wang et al., 2012) und damit die Ei-
Ausscheidung zu reduzieren, wurde bereits mehrfach dargelegt (Olliaro et al., 2015;
Utzinger et al., 2000; Woldegerima et al., 2019). Der unzureichende DNA-Abfall von
Person 3 konnte jedoch auf die DNA-Freisetzung von im Gewebe persistierenden Eiern
zurlickzufiihren sein. Da die Mikroskopie der Stuhl- bzw. Urinproben hier schon vor der
Therapie keinen Ei-Nachweis erbringen konnte, stellt sich in diesem Zusammenhang
weiterhin die Frage nach der direkten Wirksamkeit des Medikaments auf im Organismus
befindliche Eier und wie dies iberpriift werden kann. Altere Studien berichten von einer
unvollstandigen Abtotung der Schistosomen-Eier bei infizierten Mausen (Matsuda et al.,
1983; Richards et al., 1989), aktuelle Fachliteratur zu dieser Thematik wurde jedoch
nicht gefunden. Zwar ware es moglich, mit den Exkrementen ausgeschiedene Eier, die
sich der Mikroskopie entziehen, mittels PCR zu detektieren. Eine Aussage Uber deren
Vitalitdt lieBe sich jedoch nicht treffen. Hierflir kénnten zukiinftig spezifische DNA-
Marker oder Antikdrper-Tests, welche auf die Detektion vitaler Eier ausgelegt sind zum

Einsatz kommen.

Durch Auswertung der vorliegenden Daten konnte eine mathematische
GesetzmaBigkeit ermittelt werden, welche es erlaubt, den Zeitpunkt fiir das Erreichen
eines bestimmten Schwellenwertes zu bestimmen, welcher eine Aussage Uber eine

therapiebediirftige Infektion zuldsst. Dieser lag hier bei 48 Tagen, wahrend die

73



Diskussion

Detektionsgrenze (hier: C:=40) extrapoliert nach 163 Tagen erreicht wird. Dabei ist
anzumerken, dass die Datengrundlage, auf der diese Funktion errechnet wurde, mit 15
ausgewerteten Proben gering war und sie somit als nur eingeschrankt gultig angesehen
werden sollte. Im Gegensatz zu den hier erhaltenen Ergebnissen wurde in einer
methodisch zum Teil vergleichbaren Arbeit ein Abfall von frei-zirkulierender
Schistosomen-DNA unter die Detektionsgrenze nach 82-120 Wochen nach der
Behandlung gezeigt (Wichmann et al., 2009). Dies liegt deutlich liber den hier erhaltenen
Werten, allerdings wurden die Beobachtungen an einer ebenfalls geringen
Probandenzahl von n = 14 gemacht und zudem wurde von jedem der Teilnehmenden
nur eine einzige Probe zu einem zuvor nicht klar definierten Zeitpunkt gewahlt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen trotz der geringen Datengrundlage, dass eine
hohe pratherapeutische Wurmlast, hier als Korrelat in Form eines niedrigen Ci.Wertes
gemessen, zu einer lingeren Persistenz der Parasiten-Uberreste im menschlichen
Organismus fuhrt. Diese Kenntnis kdnnte unter dem Aspekt der Therapiekontrolle
Eingang in die praktische, klinische Anwendung finden. Je nach Ausgangs-Wurmlast
(gemessen in Form eines korrelierenden Ci-Wertes), ware es moglich den ungefdhren
Zeitpunkt zu ermitteln, zu dem keine therapiebedirftige Infektion mehr vorliegt ( vgl.
Punkt 3.5.1, S.61). Sollte hier kein klarer Unterschied in Form eines hoheren Ci-Wertes
im Vergleich zum Ausgangswert erkennbar sein, kann von einer noch immer
therapiebediirftigen Infektion ausgegangen werden. Ob diese aufgrund eines
Therapieversagens oder - sofern in Endemiegebieten durchgefiihrt - einer Reinfektion
vorliegt, lasst sich durch diese Methodik nicht abschlieBend klaren. Ferner soll nicht
unbertcksichtigt bleiben, dass die Anwendung oder gar Etablierung der teuren und
aufwendigen PCR-Diagnostik in Entwicklungslandern, welche lberwiegend von der

Schistosomiasis betroffen sind, schwierig zu bewerkstelligen sein dirfte.
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4.2 Empfehlungen und Fazit

Die Kombination von CCA-Test und ICT bietet eine kostengiinstige und einfach
durchfihrbare Moglichkeit, eine in einem Nicht-Risikogebiet lebende Population mit
unbekannter Schistosomiasis-Pravalenz zu screenen. Die Bewertung von Trace-
Befunden im CCA-Schnelltests als negatives Testergebnis bietet eine zusatzlich erhohte
Diagnosesicherheit. Ein geringes Risiko fiir das Verkennen einer tatsachlichen Infektion
bleibt dadurch jedoch bestehen. Die Beeinflussung der CCA-Testergebnisse durch eine
Hamaturie kann dabei in Anbetracht der hier erhaltenen Ergebnisse vernachladssigt
werden. Es zeigte sich, dass die Stuhl- bzw. Urinmikroskopie fiir das Screening einer
Risikopopulation, welche zwar aus einem Hochpravalenzgebiet stammt, sich dort aber
nicht mehr aufhalt, eher ungeeignet ist. Dies ist sowohl in der geringen Sensitivitat
dieser Diagnostik begriindet, als auch in der Beschaffung der Proben, was sich hier als
erschwert gestaltete. Sofern zur Verfligung stehend, kann stattdessen die PCR-
Diagnostik als Referenzstandard herangezogen werden. Fir individuelle
Therapieentscheidungen, insbesondere im Rahmen der Diagnostizierung
symptomatischer, einzelner Patienten, sollte die Urin- und Stuhimikroskopie

nichtsdestotrotz weiterhin als Goldstandard dienen.

Es zeigte sich, dass die Pravalenz stark von der jeweils gewahlten Diagnostik abhangig
ist und die Gefahr besteht, dass die Beschrankung auf einzelne Testverfahren eine zum
Teil deutlich Uberschatzte Pravalenz zur Folge haben kann. Insgesamt ist die Prdvalenz
in Wirzburger Gemeinschaftsunterkiinften im Vergleich zu anderen Publikationen als
gering anzusehen und wirft Fragen Uber eine mogliche Selbstlimitation der Erkrankung
auf, sofern die Betroffenen fiir eine gewissen Zeit vor einer Reinfektion geschiitzt sind,
beispielsweis durch den Aufenthalt in einem Nicht-Endemiegebiet. Wird die PCR zur
erweiterten Diagnostik herangezogen, nimmt die Wahl des Ci-Schwellenwertes dabei
direkten Einfluss auf nachfolgende Erkenntnisse, da je nach dessen Festlegung mehr
oder weniger Personen als positiv oder negativ angesehen werden. Weiterhin wird auch
die Glite der anderen eingesetzten Testverfahren hierdurch bewertet.

Die Erstellung der DNA-Kinetik lieferte wichtige Erkenntnisse Uber den

posttherapeutischen Verlauf einer Schistosomiasis und es konnte gezeigt werden, dass
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in Gebieten, in denen eine Reinfektion ausgeschlossen ist, nach ca. 50 Tagen ein nicht
mehr behandlungsbedirftiges Stadium vorliegen sollte. Ein erneuter Anstieg des Ci-
Wertes sollte hingegen auf ein Therapieversagen oder eine Reinfektion aufmerksam
machen. Das hier angewandte Grundprinzip und die Methodik kénnen dazu dienen, die
gewonnen Erkenntnisse in nachfolgenden Studien zu prazisieren, indem groRere
Fallzahlen und Daten generiert werden.

Die mangelnde Compliance der Teilnehmenden dieses Projekts ist in diesem
Zusammenhang als einer der Griinde filir reduzierte Probenanzahlen und somit einer
Uberschaubaren Datengrundlage anzusehen. Kiinftige Studien dieser Art sollten daher
Strategien entwickeln, wie die Teilnehmenden besser fiir das Screening kanalisiert
werden kdnnen und wie die Einhaltung der Follow-up Termine gewahrleistet werden
kann. Eine Moglichkeit sieht der Autor in der Reduktion der Blutentnahmen, welche auf
die Abnahme an Tag 0, 3 bzw. 7 und 56 beschrankt werden konnten. Durch den Anstieg
des Ci-Wertes an Tag 3 bzw. 7 kann ein Zerfall von Schistosomen-Material bestatigt
werden, wahrend der spatere Zeitpunkt als Therapiekontrolle dienen kdnnte. Dariber
hinaus kann zur Forderung der Compliance eine Aufwandsentschadigung fiir die
Teilnehmenden erwogen werden. Hier erhielten die Teilnehmenden keine Verglitung
und nahmen freiwillig am Follow-up teil, profitierten jedoch von der Therapie einer
bisher unentdeckt gebliebenen Krankheit. Die Ziele dieser Arbeit (vgl. Punkt 1.7, S.17)

kénnen abschlielend als erreicht angesehen werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurden Bewohner/-innen der Wirzburger Gemeinschaftsunterkinfte
fir Geflichtete auf das Vorliegen einer Schistosomiasis gescreent. Lag eine
behandlungsdiirftige Infektion vor, wurden die Teilnehmenden mit Praziquantel
behandelt, um im nachfolgenden Verlauf freiwillig an der Erstellung einer Schistosomen-
DNA-Kinetik mitzuwirken. Eine Besonderheit der Studie lag dabei in der fehlenden
Moglichkeit einer Reinfektion, da sich die Betroffenen wahrend des Follow-ups in einem
Endemie-freien Gebiet aufhielten. Im Zuge des Screening-Programms wurde weiterhin
der Einsatz verschiedener diagnostischer Verfahren evaluiert. AuBerdem trugen die
Erkenntnisse zur Bestimmung der Pravalenz der Schistosomiasis in der genannten
Gemeinschaftsunterkunft bei. Fiir das Screening kamen ein CCA-Urin-Schnelltest sowie
ein ICT zum Einsatz. Die Diagnosesicherung wurde durch die Mikroskopie oder die gPCR
angestrebt. Fir die Evaluation der Verfahren wurde die qPCR als Referenzstandard
gesetzt. Es zeigte sich, dass die Kombination von CCA-Test und ICT einen positiven
pradiktiven Wert von 80 % flr das tatsachliche Vorliegen einer Schistosomen-Infektion
liefert, wahrend die Mikroskopie fiir das Screening vergleichbarer Personengruppen als
eher ungeeignet anzusehen ist. Die Schistosomiasis-Pravalenz der hier untersuchten, in
einem Nicht-Endemiegebiet lebenden Risikopopulation, wurde auf 3,9 % bestimmt und
ist im Vergleich zu bisherigen Veroffentlichungen als niedrig anzusehen. Dabei ist zu
beachten, dass die Pravalenz zum Teil deutlich Giberschatzt werden kann, sofern der
CCA-Urin-Schnelltest als alleiniges Diagnosekriterium eingesetzt wird
(Pravalenzcea = 27,6 %). Die Erstellung der DNA-Kinetik mittels gPCR zeigte, dass die
Behandlung mit Praziquantel einen nach 3 Tagen messbaren, signifikanten (p < 0,05)
Anstieg der DNA-Konzentration im Serum zur Folge hatte, welcher im weiteren Verlauf
kontinuierlich abfiel. Im Mittel wurde nach 48 Tagen der Schwellenwert der DNA-
Konzentration unterschritten, der ohne vorausgegangene Behandlung als positiv und
therapiebediirftig gewertet worden ware. Durch Inter- und Extrapolation der gewonnen
Daten, konnte eine Funktion errechnet werden, die den zeitlichen Verlauf des Zerfalls
der Schistosomen-DNA beschreibt und somit zur Ermittlung weiterer Therapie- und

Kontrollmoglichkeit der Schistosomiasis beitragen kann.
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| Abkiirzungsverzeichnis

AWMF

CCA
cDC
DNA
DTG
EIA
ELISA
epg
FAM
GU
ICA
IcT
IPC
MDA
NTD
PCR
POC
PZQ
qPCR
SD
ROX
WB
WHO

Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen
Fachgesellschaften e.V.

Circulating Cathodic Antigen

Centers for Disease Control and Prevention
Desoxyribonukleinsadure, engl. Deoxyribonucleic Acid
Deutsche Tropenmedizinische Gesellschaft

Enzyme Immunoasay

Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Eier pro Gramm, engl. eggs per gram

Fluorescein Amidite , Syn.: 6-Carboxyfluorescein (Farbstoff)
Gemeinschaftsunterkunft

Internal Control Assay

Immunchromatographischer Test

Internal Positive Control

Mass Drug Administration

Neglected Tropical Diseases

Polymerase Chain Reaction

Point-Of-Care

Praziquantel

quantitative Echtzeit-PCR, engl. real-time quantitative PCR
Standardabweichung, engl. standard deviation
Carboxy-X-Rhodamin (Farbstoff)

Western Blot

World Health Organization
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