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1. Einleitung

1.1. Schistosomiasis

Die Schistosomiasis, auch Bilharziose genannt, ist eine parasitare Erkrankung,
die durch Helminthen der Gattung Schistosoma ausgeldst wird. Drei Spezies —
Schistosoma (S.) haematobium, japonicum und mansoni - sind hauptsachlich
fur die Krankheitslast beim Menschen verantwortlich, der ihren Hauptwirt
darstellt. Weitere Spezies wie S. mekongi, S. intercalatum und S. guineesis
haben deutlich kleinere Verbreitungsgebiete (World Health Organization,
2021b).

Da die Schistosomiasis sich hauptsachlich durch Wasserkontakt verbreitet, ist
die Erkrankung eng mit dem Zugang zu sauberem Nutz- und Trinkwasser und
damit wiederum mit Armut verknUpft (World Health Organization, 2021b). Nach
Zahlen von 2014 sind 3,46% der Weltbevdlkerung mit dem Parasiten infiziert,
der grofte Anteil davon in Subsahara-Afrika, mit Gber 1,6 Millionen Disability
Adjusted Life Years (DALY) allein im Jahre 2019 (Colley et al., 2014; World
Health Organization). Bei dem Instrument der DALYs handelt es sich um die
Bemessung der durch Erkrankung verlorenen gesunden Lebensjahre. Diese
offiziellen Zahlen werden jedoch oft als extrem unterbewertet kritisiert, da mit
diesem Bewertungssystem vor allem die chronischen Effekte der Erkrankung
vernachlassigt werden (Chitsulo et al., 2004). Mittlerweile wird die Erkrankung
nach Malaria als zweitwichtigste tropische parasitare Krankheit genannt (CDC,
2018). S. haematobium als die besonders in Subsahara-Afrika vorherrschende
Spezies ist Ausléser der Urogenitalen Schistosomiasis (Organization et
UNAIDS, 2002).

Zwar ist die Schistosomiasis auch immer wieder bei Reiserlckkehrern in
Deutschland zu finden, doch eine dauerhafte Ausbreitung ist in Europa aus
mehreren Grinden nicht zu erwarten: Zum einen erschwert die gute sanitare
und medizinische Infrastruktur eine Ausbreitung des Erregers. Infizierte werden
so meist schnell erkannt und Fakalien gelangen nur selten ungeklart in freie
Gewasser. Zum anderen sind die zur Vermehrung der Erreger notwendigen

Wasserschnecken nur in kleinen Teilen Sudeuropas, wie zum Beispiel in
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Korsika, zu finden (Robert Koch Institut, 2014). Somit ist besonders die arme
Landbevodlkerung der tropischen und subtropischen Zonen betroffen, mit
besonderem Fokus auf Personen, die auf den taglichen Kontakt mit offenen
Gewassern angewiesen sind. Dazu zahlen beispielsweise Fischer und
Hausfrauen (Dejon-Agobé et al., 2019). Trotz der weiten Verbreitung und der
hohen Krankheitslast zahlt die Erkrankung zu den sogenannten ,Neglected
Tropical Diseases® und ist erst in den letzten Jahrzehnten in den Fokus der

Aufmerksamkeit geruckt.

1.1.1. Verbreitung der Schistosoma-Spezies

Schistosomiasis ist endemisch in 78 Landern, wobei die Hauptlast der
Infektionen auf die Subsahara-Region des afrikanischen Kontinents entfallt. Die
verschiedenen Spezies unterscheiden sich unter anderem in ihrer
geographischen Verbreitung: Schistosoma haematobium ist die am weitesten
verbreitete Spezies und findet sich hauptsachlich auf dem afrikanischen
Kontinent; geringere Verbreitungsgebiete liegen jedoch auch im Mittleren Osten
und auf Korsika. Die Verbreitungsgebiete von Schistosoma mansoni liegen in
Afrika, dem mittleren Osten, der Karibik, Brasilien sowie Venezuela und
Surinam. Schistosoma japonicum ist endemisch in China, Indonesien und auf
den Philippinen (World Health Organization, 2021b).

12



1.1.2. Lebenszyklus

Schistosoma spp.
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in snail (successive )
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/\

e Circulation
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© C Venous plexus of bladder; eggs shed
in urine

Abbildung 1-Lebenszyklus Schistosma spezies (Quelle: CDC/ Alexander J. da Silva, PhD; Melanie Moser/
Public Health Image Library)

Abbildung 1: Lebenszyklus der Schistosoma Spezies

Der Lebenszyklus der Schistosoma Spezies beginnt mit der Ausscheidung von
infiziertem Stuhl (S. mansoni, S. japonicum) oder Urin (S. haematobium) in
SuRwasser (1) (s. Abb. 1). Unter glinstigen Umstanden schlipfen dann aus den
in den Ausscheidungen enthaltenen Eiern die so genannten Miracidien (2).
Miracidien, auch Wimpernlarven genannt, kénnen sich aktiv im Gewasser
bewegen und infizieren Wasserschnecken, der Zwischenwirt des Parasiten. (3).
Die unterschiedlichen Schistosomenspezies infizieren unterschiedliche Arten
von Wasserschnecken. Schistosoma haematobium dient die Gattung Bulinus
als Zwischenwirt. Uber zwei verschiedene Entwicklungsstadien als Sporocyste

(4) entwickelt sich der Parasit innerhalb der Schnecke weiter, bis er als Cercarie
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(Gabelschwanzlarve) von der Schnecke wieder ins Wasser ausgeschieden wird
(5). Dabei handelt es sich um die fur den Menschen infektibse Form des
Parasiten. Kommt ein Mensch nun mit infiziertem Wasser in Kontakt,
penetrieren die dort vorhandenen Cercarien aktiv die intakte Haut des
Menschen. Bei Durchdringen der Haut verlieren die Cercarien ihren
beweglichen Schwanz und werden zu Schistosomulae (7). Diese migrieren Uber
die Blutzirkulation (8) in die Portalvene und reifen dort zu den adulten
Parchenegeln (9) heran. Die adulten Parasiten migrieren anschliellend — je
nach Spezies unterschiedlich — entweder in die mesenterischen Venen des
Darms (S. mansoni, S. japonicum) oder in das Venengeflecht des
Urogenitaltraktes (S. haematobium) (10). Die hier von den adulten Wiurmern
ausgeschiedenen Eier kdnnen nun erneut Uber Urin und Stuhl in die Umwelt
gelangen (CDC, 2019).

1.1.3. Erkrankung

Eine Infektion mit Schistosomen kann in eine akute und in eine chronische
Infektion mit jeweils unterschiedlichen Auswirkungen unterteilt werden. Die
akuten Symptome der Schistosomiasis sind das Auftreten eines juckenden
makulopapuldsen Ausschlages, welcher durch die Penetration der Haut durch
die Cercarien entsteht (CDC, 2019). Es kann auRerdem zum Katayama-Fieber
kommen. Dabei handelt es sich um eine Uberschiefende Reaktion des
Immunsystems des Wirtes mit systemischen Symptomen wie Fieber,
gastrointestinalen Schmerzen, Milz- und LebervergréoRerung sowie Eosinophilie.
In den meisten Fallen verlauft die erste Phase der Infektion jedoch symptomlos
(Ross et al., 2007).

Nach dieser Akutreaktion, die durch den direkten Erregerkontakt entsteht, ist
ein Grolteil der weiteren chronischen Reaktion nicht auf den Parasiten selbst,
sondern auf die von den Schistosomen ausgeschiedenen Eier zurtickzufihren
(Colley et al., 2014). Diese konnen sich in den muskuldren Wanden der Organe
des Intestinal- und Urogenitaltraktes verfangen. Dabei handelt es sich bei der
intestinalen Schistosomiasis (S. mansoni, S japonicum) um den Darm und bei

S. haematobium um Blase und Uterus, sowie weitere assoziierte Organe (Ross
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et al., 2002). In seltenen Fallen werden Eier auch ins zentrale Nervensystem
(ZNS) verschleppt (Carod Artal, 2012). Die in den muskularen Wanden
gefangenen Eier |0sen meist granulomatose Entzindungsreaktionen aus, die
zu Vernarbung und Fibrosierung fuhren. Typische Zeichen der intestinalen
Schistosomiasis sind Bauchschmerzen, Durchfall und Blut im Stuhl. In
fortgeschrittenen Fallen kommen dann durch Hypertension der abdominellen
Venen Aszites und MilzvergroRerung hinzu. Das klassische Zeichen der
urogenitalen Schistosomiasis ist eine schmerzlose Hamaturie (Colley et al.,
2014). Die Fibrosierung der Blase und Ureter bedingen mit fortschreitender
Erkrankung Nierenschaden. Im Verlauf kdénnen diese chronischen
Schadigungen zu Blasenkrebs fuhren (Mostafa et al., 1999). Von groler
Bedeutung sind auch die Auswirkungen auf die inneren weiblichen und
mannlichen Geschlechtsorgane mit moglichen dauerhaften Schaden. Schaden
an Uterus und Vagina konnen zu vermehrten Tot- und Fruhgeburten sowie zu
Dyspareunie (Kohabilitations-schmerz) und Infertilitdt fuhren (Hotez et al.,
2019). Beim Mann kann es zu Defekten an Prostata, Samenleitern und
Blaschendrisen kommen (Abdel-Naser et al., 2019, CDC, 2019; World Health
Organization, 2021b). Die durch die Eier verursachten Wanddefekte in
Geschlechtsorganen und die daraus folgenden Blutungen beglnstigen zudem

die Transmission sowie die Suszeptibilitat gegenuber HIV (Patel et al., 2021).

1.1.4. Diagnostik
Der aktuelle Goldstandard in der Diagnostik der Schistosomiasis ist die
mikroskopische Untersuchung von Urin oder Stuhlproben. Zur Diagnostik der
urogenitalen Schistosomiasis werden Urinproben durch Filtration angereichert
und der Filter anschlieBend unter dem Mikroskop begutachtet. Fur die
intestinale Schistosomiasis wird eine kleine Menge Stuhl nach Kato-Katz-
Technik auf einem Objekttrager ausgestrichen und ebenfalls unter dem
Mikroskop Dbeurteilt. Durch die charakteristische Form der Eier der
unterschiedlichen Spezies ist dann eine Differenzierung mdglich. Zur Diagnostik
bei Reiserlickkehrern kann zusatzlich auf den Nachweis von Antikdrpern im

Patientenserum zurtckgegriffen werden.
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Neue sensitivere Diagnostika sind noch auf dem Weg der Zulassung. Vor allem
antigenbasierte Methoden gelten als vielversprechende Alternativen. Fur die
Diagnostik von S. mansoni empfiehlt die World Health Organisation (WHO)
bereits einen auf dem Circulation Cathodic Antigen (CCA) basierten Test (World
Health Organization, 2021b). Der von Rapid Medical Diagnostics (Pretoria,
Stlidafrika) kommerziell angebotene Schnelltest basiert auf der Detektion des
von adulten Warmern ausgeschiedenem Antigen CCA, das sowohl im Blut als
auch im Urin nachgewiesen werden kann (van Dam et al., 2004). Ein grolder
Vorteil der antigen-basierten Tests gegenuber den etablierten Methoden ist,
dass auch Infektionen ohne signifikante Ei-Ausscheidung erkannt und
anschlieBend behandelt werden konnen (Mwinzi et al.,, 2015). Durch den
einfachen Aufbau des Tests als Point of Care (POC) -Testkassette ist eine
Anwendung ohne Labor und spezielles Training moglich (Rapid Medical
Diagnostics, 13.12.2018). Neben diesen vielversprechenden Eigenschaften
sind jedoch noch einige Herausforderungen bis zur sicheren und breiten
Anwendung bei allen Schistosomenspezies zu bewaltigen. Laborbasierte
Antigentests wie der Upconverting particle-lateral flow circulating anodic antigen
Test (UCP-LF CAA Test) befinden sich ebenfalls in der klinischen Erprobung
(Corstjens et al., 2020). Die verschiedenen diagnostischen Verfahren werden in

Kapitel 2.5 naher erlautert.

1.1.5. Therapie und Elimination
Die Strategie zur Therapie und Eliminierung der Schistosomiasis der WHO
basiert auf funf Interventionen. Erstens soll durch die breite Behandlung von
Risikogruppen mit Praziquantel, dem aktuell wirksamsten Medikament, die
Pravalenz und die Intensitat der Infektionen gesenkt werden. Als Zielgruppe
gelten hier Kinder im Vorschul- und Schulalter, Bevolkerungsgruppen mit
berufsbedingt erhéhtem Risiko einer Infektion, wie Fischer und Hausfrauen
sowie die komplette Bevdlkerung in hochendemischen Gebieten. Die
medikamentdse Intervention ist je nach Pravalenz im entsprechenden Gebiet
mehrere Jahre in Folge nétig. Um eine schnelle Reinfektion zu verhindern, soll

als zweite Strategie ein verlasslicher Zugang zu sauberem Trink- und
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Nutzwasser geschaffen werden. So ware die lokale Bevolkerung nicht mehr auf
den Kontakt mit kontaminierten freien Wasserflachen angewiesen. Da der
Lebenszyklus des Parasiten von der Kontamination von Wasser durch
menschliche Exkremente abhangig ist, wird drittens eine Verbesserung der
sanitaren Bedingungen angestrebt. Als vierte Strategie steht die Information der
lokalen Bevolkerung im Fokus. Durch Informationskampagnen soll diese flr das
Problem und seine Ursachen sensibilisiet werden, um eine
Verhaltensanderung zu erwirken. Funftens wird eine Bekampfung des Vektors,
der SuRwasserschnecken, in endemischen Gebieten vorangetrieben (World
Health Organization, 2021b). Fir eine breite Bekampfung der lokalen
Schneckenpopulationen werden Molluskizide basierend auf der Chemikalie
Niclosamid genutzt (World Health Organization, 2020b).

1.1.6. Schistosomiasis in der Schwangerschaft

Trotz neuer Erkenntnisse Uber das gesundheitliche Risiko, das eine
Schistosomeninfektion flir schwangere Frauen birgt, gibt es nur wenige Daten
Uber die weltweite Pravalenz dieser Erkrankung bei Schwangeren. Eine
Inzidenz von 10 Millionen jahrlichen Fallen von Schistosomiasis wahrend der
Schwangerschaft wird haufig angegeben (Friedman et al., 2007). Jedoch ist das
zitierte Ursprungsdokument der WHO von 2002 nicht mehr einsehbar.

Auch bei den Pravalenzen in Subsahara-Afrika ist die Datenbasis noch sehr
gering. Nach dem Review von Salawu und Odaibo et al. zu diesem Thema
bewegt sich die Pravalenz in den Jahren 2001 bis 2013 zwischen 2,5 % in
einem Distrikt in Malawi und 63,5 % in Tansania (Ajanga et al., 2006; Salawu et
Odaibo, 2014; Thigpen et al., 2011). Eine bestehende Infektion hat einen
starken negativen Einfluss auf die Schwangere und das ungeborene Kind.

Ein grofRer Einflussfaktor auf die Morbiditat ist die durch die Infektion
entstehende Anamie. Neben chronischen Entzindungsprozessen und dem
Blutverlust Uber Stuhl oder Urin werden auch Autoimmunhamolyse und ein
verstarkter Abbau von Blutkoérperchen in der Milz als Ursache der Anamie
beschrieben (Friedman et al.,, 2005). Eine bestehende Anamie in der

Schwangerschaft stellt einen Risikofaktor fur niedriges Geburtsgewicht und
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Frahgeburtlichkeit dar (Salawu et Odaibo, 2014; Steketee, 2003; Stephenson et
al., 2000).

Als weiterer groRer Faktor fur die Morbiditat in der Schwangerschaft gilt der
Einfluss der Schistosomiasis auf die weiblichen Geschlechtsorgane, bekannt
als ,Female Genital Schistosomiasis“. Ursachlich sind hier Eier der
Schistosomenspezies S. haematobium, welche sich in den muskularen Wanden
der weiblichen Geschlechtsorgane verfangenen. Die eingeschlossenen Eier
werden vom Immunsystem angegriffen und fihren zu Entztindung und lokaler
Infiltration von Immunzellen (Hotez et al., 2019; Kjetland et al., 1996). Die
direkten Mechanismen des Einflusses auf die Schwangerschaft und Fertilitat
sind bisher noch wenig erforscht, jedoch zeigen Fallberichte (Case Reports)
modgliche Komplikationen auf. Falle von ektopen Schwangerschaften,
Tubenschwanger-schaften sowie verminderter Fertilitat werden berichtet und
auf Basis organischer Veranderungen auf die Schistosomiasis zurtckgefuhrt
(Bullough, 1976; Freer et al., 2018; Friedman et al., 2007; Hove et Javangwe,
2014; Owusu-Bempah et al., 2013; Youssef et Abdine, 1958).

Nach einer Nutzen-Risiko-Abwagung besteht seit 2002 die uneingeschrankte
Empfehlung der WHO zum Einsatz von Praziquantel bei Schwangeren. Durch
die direkten negativen Effekte der Schistosomiasis auf die Schwangerschaft
und das ungeborene Kind sowie fehlende Hinweise zu toxischen Effekten des
Medikamentes ist nach WHO-Empfehlung der Einsatz bei nachgewiesener
Erkrankung in allen Trimestern der Schwangerschaft empfohlen (World Health
Organization, 2002).

1.1.7. Schistosomiasis im Kleinkind- und Sauglingsalter
Durch einen starken Fokus der Forschung auf Kinder im Schulalter ist die
Datenlage zur Schistosomiasis im Sauglings- (<1 Jahr) und Kleinkindalter (1.-5.
Lebensjahr) noch immer gering. Die Pravalenz der Schistosomiasis in der
Altersgruppe unter sechs Jahren wird aktuell in Subsahara-Afrika fir
Schistosoma mansoni auf 22 % und fur S. haematobium auf 15 % geschéatzt

(Kalinda et al., 2020). Zwischen den einzelnen Regionen variieren die
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Pravalenzen jedoch stark und in der Altersgruppe werden auch extreme
Pravalenzen von beispielsweise Uber 70 % fur S. haematobium in einer
endemischen Region in Nigeria berichtet (Ekpo et al., 2012; Mafiana et al.,
2003). Der Kontakt mit infektiocsem Wasser beginnt in vielen Regionen mit der
Geburt. Durch fehlenden Zugang zu sauberem Trink- und Nutzwasser und
durch geringen Wissensstand Uber den Infektionswegen der Erkrankung
bringen Eltern ihre Sauglinge schon frih mit dem Erreger in Kontakt. Meist
geschieht dies im Sauglingsalter durch das Waschen mit infiziertem Wasser
und wahrend alltaglicher Aktivitaten der Mutter. Bei Kleinkindern sind Spielen
und Arbeiten in infiziertem Wasser haufig berichtete Infektionswege (Mafiana et
al., 2003). Diagnostisch wurden erste Hinweise auf Infektionen bereits im Alter
von zwei Monaten festgestellt (Bosompem et al., 2004). Meist handelt es sich
um Infektionen niedriger Intensitat, welche mit steigendem Alter an Intensitat
sowie an Morbiditat zunehmen (Freer et al., 2018; Mafiana et al., 2003). Die
Infektionen fuhren zu Anamie, Hamaturie, Diarrhoe, Wachstumsverzdgerung
sowie in fortgeschrittenen Fallen auch in dieser Altersgruppe schon zu
Blasenwandveranderungen und LebervergroRerung (Colley et al., 2014; Freer
et al., 2018; Mafiana et al., 2003; Magalhdes et Clements, 2011; van der Werf
et al.,, 2003) Neben den Infektionen mit hoher Parasitenlast kénnen auch
Infektionen niedriger Intensitat durch das Entstehen einer Anamie einen
negativen Einfluss auf die Infizierten haben (Butler et al., 2012).

Nach Evaluation der Vor- und Nachteile einer Praziquantel-Behandlung bei
Kindern im Sauglings- und Vorschulalter durch die WHO wird empfohlen,
Kinder ohne Altersbeschrankung nach Diagnose der Erkrankung mit
Praziquantel  zu behandeln. Da  weiterhin keine padiatrischen
Anwendungsformen erhaltlich sind, empfiehlt die WHO, zerkleinerte Tabletten
zu nutzen und diese — wenn notig — in Wasser zu l16sen, um die Verabreichung
zu ermoglichen (World Health Organization, 2010). Eine optimale Dosierung
wird aktuell noch evaluiert, jedoch gibt es bisher keine Hinweise auf
Unterschiede in Wirksamkeit und Nebenwirkungen verglichen mit Schulkindern
(Olliaro et al., 2020). Um die Entwicklung eines speziell fur die Anwendung bei

Kindern optimierten Praziquantel-Praparates voranzutreiben, wurde 2012 das
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,Pediatric Praziquantel Consortium“ gegrundet. Seit 2019 befindet sich das
entwickelte Praparat in einer klinischen Phase-lll-Studie und soll laut des
Konsortiums im Jahr 2025 in ersten Landern Anwendung finden (Pediatric
Praziquantel Consortium, 2021-10-20).

1.2. Gabun

Gabun liegt umgeben von Kamerun, der Republik Kongo und Aquatorialguinea
an der Atlantikkiste Subsahara-Afrikas. Durch die Lage am Aquator herrscht in
diesem Land ein ausschlieBlich tropisches Klima mit zwei jahrlichen
Regenzeiten. Die Regenzeiten von Oktober bis Mitte Dezember und von
Februar bis Mai sind gekennzeichnet durch ausgiebige Regenfalle. In der
Studienregion Lambaréné kommt es zu 1800 bis 2000 mm jahrlichem
Niederschlag. 81 % des 267.000 km? gro3en Landes sind von tropischem
Regenwald bedeckt. Vor allem im Ogooué-Becken mit einer Ausdehnung Uber
220.000 km? Flache dominieren grof3e Wasserflachen und Sumpfe (World
Health Organization, 1987).

Obwohl in Gabun das Pro-Kopf-BIP knapp 4,5-mal hoéher ist als das der
restichen  Subsahara-Region, leben durch Ungleichheiten in der
Vermogensverteilung grof3e Teile der Bevolkerung in Armut und leiden unter
schlechten sanitaren Verhaltnissen (The World Bank, 2022). Ein weiteres
Problem ist die geringe Bevdlkerungsdichte: Wahrend in der Hauptstadt
Libreville 845.000 Einwohner sehr konzentriert auf kleiner Flache leben, lebt der
Rest der 2,2 Millionen Einwohner weit Uber die gesamte Ubrige Landesflache
verteilt. In Kombination mit den schlechten Stralenverhaltnissen aullerhalb
Librevilles macht dies die flachendeckende Gesundheitsversorgung zu einer
groRen Herausforderung (The World Bank, 2020). Mit einer Arztedichte von
0,68 Arzten pro 1.000 Einwohnern sind groRe Teile der Landbevélkerung nur
schlecht an das Gesundheitssystem angebunden (CIA, 21.10.2021).

Seit 2007 gibt es in Gabun ein nationales Krankenversicherungssystem, die
,Caisse Nationale d’Assurance Maladie et de Garantie Sociale* (CNAMGS)
(CNAMGS, 2015b). Vor allem schwangere Frauen haben so die Mdglichkeit,
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regelmaRige kostenlose Vor- und Nachsorgetermine sowie eine Entbindung im
Krankenhaus in Anspruch zu nehmen (CNAMGS, 2015a). Mit diesem System
war es in den letzten Jahren moglich, die medizinische Versorgung dieser
Gruppe deutlich zu verbessern. Sanogo et Yaya beschreiben, dass zwei Drittel
der Frauen regelmafRige Nachsorgetermine wahrnehmen, auf3erdem berichten
sie Uber eine steigende Rate an Geburten, die im Krankenhaus stattfinden
(Sanogo et Yaya, 2020).

Die Studienregion Lambaréné liegt im Westen Gabuns in der Provinz Moyen-
Ogooué am Ufer des Flusses Ogooué. Die 38.000 Einwohner leben entlang der
Autoroute 1, welche den Westen des Landes mit den Provinzen im Siudosten
verbindet. Durch die Nahe zum Fluss und die starken Regenfalle wahrend der
Regenzeiten erstrecken sich um die Stadt herum ausgedehnte Sumpfgebiete,
in denen es regelmaBig zu Uberschwemmungen kommt. Die Gesundheits-
versorgung in der Region wird durch das Hépital Albert Schweizer sowie das
Hépital George Rawiri geleistet. Daneben existieren noch kleinere Zentren zur
Schwangerschaftsvorsorge wie z. B. das Hépital General (CIA, 21.10.2021;
citypopulation, 2013).

1.2.1. Schistosomiasis in Gabun

Gabun ist durch seine klimatischen Verhaltnisse, seine ausgedehnten
Wasserlaufe und die schwache Infrastruktur pradisponiert fur das Vorkommen
der Schistosomiasis. Aktuell sind im Land vor allem S. haematobium mit einer
Pravalenz von 15,4 % sowie S. intercalatum endemisch vertreten (Lai et al.,
2015; Mintsa Nguema et al., 2018). Daneben tritt auch in geringerem Malie S.
mansoni auf, dessen Pravalenz im Jahr 2015 mit 4 % angegeben wird (Lai et
al., 2015). Als weiterer Wirt fur S. mansoni sind neben dem Menschen in Gabun
die in den Nationalparks lebenden Menschenaffen bekannt (Cervena et al.,
2016).Die Gesamtpravalenz aller Schistosomiasis-Spezies in der Bevolkerung
liegt nach Lai et al. bei 20 % (Lai et al., 2015).

Trotz des relativen wirtschaftlichen Reichtums ist die Schistosomiasis in Gabun

(immer noch) weit verbreitet. 2019 bendtigten nach WHO-Angaben uber
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200.000 Menschen im Land eine praventive Behandlung flr Schistosomiasis
(World Health Organization, 2020a). In Lambaréné liegt die Pravalenz fur S.
haematobium in unterschiedlichen Personengruppen zwischen 12 % - 75 %
(Adegnika et al., 2010; Ateba Ngoa et al., 2014; Ateba-Ngoa et al., 2016, Dejon-
Agobé et al., 2018). Die Pravalenz variiert stark zwischen Altersgruppen und
zwischen der Stadt Lambaréné selbst und den in der Umgebung gelegenen
Dorfern. So wurde die hochste aufgefuhrte Pravalenz von 75 % unter der
Dorfbevolkerung von Zilé, einem in der Umgebung von Lambaréné gelegenen
Dorf gemessen. Unter schwangeren Frauen wurde eine Pravalenz von 12 % far
S. haematobium festgestellt (Dejon-Agobé et al., 2018). Neben einem Mass
Drug Administration (MDA)-Programm der WHO 2016 verfolgt Gabun eine
nationale Strategie zur Ausrottung der Schistosomiasis (Dejon-Agobé et al.,
2020).

1.3. Fragestellung und Studienziel

In den letzten Jahren riickten neben den bisher in der breiten Offentlichkeit
bekannten tropischen Erkrankungen wie Malaria und Tuberkulose die
sogenannten ,Neglected Tropical Diseases” in den Fokus der Aufmerksamkeit.
Die ,Neglected Tropical Diseases"” sind eine Gruppe von Erkrankungen, die fast
ausschlieBlich in der armen Bevolkerung des globalen Siidens verbreitet sind.
In der Vergangenheit wurden diese Erkrankungen trotz der hohen
Krankheitslast aufgrund der schwachen politische Position und der wenig
beachteten Stimme dieses Teils der Weltbevdlkerung in der Erforschung und
Bekampfung vernachlassigt (World Health Organization, 2012). Seit sich die
WHO die Eliminierung der Schistosomiasis als einem der wichtigsten Vertreter
der ,Neglected Tropical Diseases” zum Ziel gesetzt hat, wurden deutlich
grolere Anstrengungen zur Bekampfung der Erkrankung und seiner Erreger
unternommen. Durch grof3 angelegte Mass Drug Administration-Programme
(MDA) mit dem aktuell wirkungsvollsten Medikament Praziquantel konnten tber
die letzten Jahre hinweg einige Erfolge wie eine deutliche Reduktion der DALYs

erzielt werden (World Health Organization).
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Dennoch stehen dem Programm mit dem Ziel der Eliminierung der
Schistosomiasis als o6ffentliches Gesundheitsproblem bis 2030 noch grolde
Herausforderungen bevor (World Health Organization, 2021a). Einer der
Grinde fur diese Schwierigkeiten sind unter anderem fehlende sensitive
diagnostische Mittel (Amoah et al., 2020). Durch den breiten Einsatz von
Medikamenten in betroffenen Gebieten kommt es zu einer Reduktion der
Intensitat der Infektionen, also zu einer geringeren Parasitenlast und Ei-
Ausscheidung pro Patient (Ahmed et al., 2012). Dadurch, dass Praziquantel nur
gegen adulte Parasiten effizient wirkt, kbnnen die zum Zeitpunkt der Therapie
unreifen Parasiten nicht effizient bekampft werden und verbleiben im Korper
(Kabuyaya et al., 2018). Diese Infektionen gehen zwar mit einer reduzierten
Morbiditat einher, doch bleibt der Lebenszyklus des Parasiten bestehen und
tragt weiter zur Transmission bei (World Health Organization, 1993). Eine
Infektion niedriger Intensitat ist jedoch deutlich schwerer zu diagnostizieren,
denn der aktuelle Goldstandard der Diagnostik - die Mikroskopie von Urin oder
Stuhl - ist von der Menge der ausgeschiedenen Parasiten-Eier abhangig. Nur
mit sehr sensitiven diagnostischen Mitteln kann eine nach initialer Behandlung
weiter fortbestehende Parasitenlast oder eine Reinfektion im frihen Stadium
diagnostiziert werden (Mwinzi et al., 2015).

Aus diesem Grund ist die Entwicklung und Etablierung sensitiver und einfach
anzuwendender diagnostischer Mittel zentraler Bestandteil auf dem Weg zur
Eliminierung der Schistosomiasis (Amoah et al., 2020; Gray et al., 2011). Der
von Rapid Medical Diagnostics (Pretoria, Sidafrika) kommerziell angebotene
Point-of-Care Test (POC) zum Nachweis des schistosomalen Antigens
circulating cathodic antigen (CCA), kurz POC-CCA Test, kdnnte einen Beitrag
zur Lésung des diagnostischen Problems leisten. Der Schnelltest basiert auf
dem Nachweis von adulten Wirmern ausgeschiedenem CCA das im Urin
nachgewiesen werden kann (van Dam et al., 2004). Ein grofl3er Vorteil dieser
Antigen-Nachweistests gegenlber den etablierten Methoden ist, dass auch
Infektionen ohne Ei-Ausscheidung erkannt und anschliel3end behandelt werden
konnen (Mwinzi et al., 2015). Fur die Anwendung bei S. mansoni wurde bereits
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eine hohe Sensitivitat in einem Systematic Review bestatigt (Ochodo et al.,
2015).

Bei der Spezies mit der hdheren Pravalenz, S. haematobium, kommen Studien
jedoch zu unterschiedlichen Ergebnissen, und meistens erreicht die bisherige
Version des Tests keine zufriedenstellende Sensitivitat (Ashton et al., 2011;
Ochodo EA et al., 2015). Neben diesem Problem werden vermehrt Hinweise
auf eine Kreuzreaktion des POC-CCA Tests bei schwangeren Frauen bekannt
(Greter et al., 2016, Homsana et al., 2020; Marti et al., 2020). Aufgrund der
gesundheitlichen Risiken, denen die Frauen durch eine Infektion wahrend der
Schwangerschaft ausgesetzt sind, ist es gerade in dieser Gruppe besonders
wichtig, zuverlassige Diagnostika zur Verfugung zu stellen. Mit sensitiven und
spezifischen diagnostischen Mitteln ist es moglich, schwangeren Frauen
unndtige Verabreichung von Medikamenten zu ersparen und infizierten Frauen
eine frihzeitige Behandlung zu ermdglichen.

Ziel der Arbeit war die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen
Kreuzreaktionen des POC-CCA Tests und der Schwangerschaft im Rahmen
der freeBILy Studie in Gabun.

Primare Fragestellung: Handelt es sich bei den im POC-CCA Test vermehrt
bei Schwangeren auftretenden positiven Ergebnissen um falsch-positive
Ergebnisse fir S. haematobium? In welchem Zusammenhang stehen
Schwangerschaft und weitere Einflussfaktoren mit den Ergebnissen?

Hierzu wurde eine longitudinale Untersuchung durchgefuhrt, bei der Urin und
Stuhlproben von Frauen vor und nach der Geburt mit diagnostischen Tests

hinsichtlich einer Schistosomeninfektion untersucht wurden.

Sekundare Fragestellung: Zu welchem Zeitpunkt nach der Geburt treten bei
Sauglingen in Lambaréné (Gabun) frihestens Infektionen mit Schistosoma
spec. auf?

Als weiterer Schwerpunk dieser Arbeit wurden die in der Studie geborenen
Sauglinge untersucht. Die bisherigen WHO MDA-Programme fokussieren sich
groldtenteils auf wenige Risikogruppen wie Kinder im Schulalter und
Erwachsene mit hohem Infektionsrisiko (Faust et al., 2020). Lange Zeit wurde
davon ausgegangen, dass Kleinkinder nicht mit Schistosomen infiziert werden,
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jedoch mehreren sich nun Hinweise, dass dem nicht so ist. Da Infektionen und
Krankheitslast jedoch auch schon bei deutlich jungeren Kindern starke
Auswirkungen haben konnen (s. Kap. 1.1.7), ist es dringend notig, diese
diagnostische und therapeutische Licke zu schlie3en. Daher ist es von grolder
Bedeutung, Infektionen im friihen Lebensalter besser zu verstehen und neue
sensitive Diagnostika auch flr diese Altersgruppe zu evaluieren. Dieser Frage
wurde in der Nachverfolgung der geborenen Kinder nachgegangen.

Die von den Untersuchungsteilnehmerinnen geborenen Sauglinge wurden 6-10
Monate nach der Geburt aufgesucht und auf Infektionen mit S. haematobium
untersucht, um den Zeitpunkt erster Infektionen in der untersuchten

Subpopulation zu bestimmen.
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2. Methoden

2.1. Studienbeschreibung

Die vorliegende prospektive Untersuchung ,POC-CCA in pregnancy” wurde am
,Centre de Recherches Médicales de Lambaréné“ (CERMEL) in Gabun im
Zeitraum von Oktober 2019 bis April 2020 durchgefuhrt. In Gabun ist vor allem
S. haematobium verbreitet, S. intercalatum kommt hochst selten vor, und S.
mansoni ist nicht endemisch. Die Untersuchung ist Teil der freeBILy-GAB-
Studie "Prospective, observational study to assess the performance of CAA
measurement as a diagnostic tool for the detection of Schistosoma
haematobium infections in pregnant women and their newborn and child in
Lambaréné, Gabon” (Honkpehediji et al., 2020).

Fast and reliable easy-to-use-diagnostics for eliminating Bilharzia in young
children and mothers (Accronym: freeBILy-GAB) ist ein durch European and
Developing Countries Clinical Trials Partnership (EDCTP, ein Férderprogramm
der Europaischen Union) geférdertes Projekt mit dem Ziel, verbesserte
Diagnostika und Behandlungen der Schistosomiasis bei Schwangeren in Afrika
zu untersuchen und zu entwickeln (EU/EDCTP (RIA2016MC-1626),
www.freebily.org) (Hoekstra et al., 2020). Das Projekt beinhaltet zwei
unterschiedliche Studien, die parallel in Madagaskar und in Gabun durchgeflhrt
werden (Fusco et al., 2021, Honkpehedji et al., 2020). Die hier beschriebenen
Arbeiten sind eingebettet in die freeBILy-GAB-Studie, die am CERMEL in
Gabun durchgefihrt wird.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ,POC-CCA Schnelltest zur Schistosomiasis
Diagnostik bei schwangeren Frauen in Gabun®“ war die Untersuchung, ob das
Bestehen einer Schwangerschaft Kreuzreaktionen im POC-CCA verursacht und
zu falsch positiven POC-CCA Ergebnissen flhrt. Fur diese Unterstudie wurden
nur Proben und Daten von Studienteilnehmerinnen der freeBILy Studie
verwendet, die ein falsch positives POC-CCA Testergebnis bei
Untersuchungsbeginn aufwiesen (negative Mikroskopie und/oder UCP-LF CAA
Test und positiver POC-CCA Test).
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Die Untersuchung besteht aus drei Teiluntersuchungen:

1 — Eine Longitudinale Beobachtung der POC-CCA Ergebnisse wahrend der
Schwangerschaft und nach der Geburt getrennt fur jede Probandin. Dafur
wurden Urinproben wahrend der Schwangerschaft und sechs Monate nach der
Geburt gesammelt.

2 — Eine Untersuchung moglicher Einflussfaktoren auf das POC-CCA Ergebnis.
Urin, Stuhl und Blutproben der Frauen wurden auf Begleitinfektionen getestet.
Aulerdem wurden Untersuchungen zum Einfluss der Probenlagerung sowie
der Probenbehandlung mit Trichloressigsaure (TCA) auf das POC-CCA
Ergebnis durchgefuhrt.

3 - Die dritte Untersuchung ist der Frage nachgegangen, zu welchem Zeitpunkt
frihstens Infektionen mit S. haematobium bei Kindern auftreten. Daflr wurden
die im Laufe der Studie geborenen Kinder auf Infektionen mit S. haematobium
untersucht. Die Urinproben fur diese Untersuchung wurden ab einem

Kindesalter von 6 Monaten erhoben und auf Infektionen untersucht.

2.2. Ein- und Ausschlusskriterien

Als Basis zum Einschluss in die ,POC-CCA in Pregnancy” Untersuchung
wurden die Einschlusskriterien der freeBILy-GAB Studie angewendet. Demnach
wurden Frauen mit einem Schwangerschaftsalter zwischen der 16. und 30.
Schwangerschaftswoche (basierend auf dem Datum der letzten Menstruation)
eingeschlossen. Zusatzlich mussten die Frauen bereit sein, in einer der zwei
Entbindungsstationen, im Hépital Albert Schweizer oder im Hépital George
Rawiri, zu entbinden. Ausschlusskriterien waren medizinisch nachgewiesene
Schwangerschaftskomplikationen oder ein geplanter Wegzug aus dem

Studienareal innerhalb der nachsten 24 Monate.

Fir die longitudinale Untersuchung der ,POC-CCA in Pregnancy” wurden
Frauen ausgewahlt, die bei Einschluss in die freeBILy-GAB Studie ein
negatives Ergebnis in der Schistosomen-Mikroskopie und im UCP-LF CAA Test

aufwiesen und ein positives Ergebnis im POC-CCA Test zeigten. Frauen
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welche in der Zeit zwischen den beiden Untersuchungsterminen eine
Behandlung mit Praziquantel (Biltricide®, Cesol®, Cysticide®) erhielten, wurden
aus der Untersuchung ausgeschlossen. Sauglinge der Studienteilnehmerinnen,
die ab einem Zeitpunkt von 6 Monaten nach lhrer Geburt auffindbar waren,

wurden in die Untersuchung eingeschlossen.

2.3. Patientenpopulation

Alle Studienteilnehmerinnen der freeBILy-GAB-Studie wurden im oben
genannten Zeitraum in den Einrichtungen der Schwangerschaftsvorsorge der
Krankenhauser Hépital Albert Schweizer, Hbpital General und dem Hobpital
George Rawiri rekrutiert. Als Leistung des gabunesischen Gesundheitssystems
haben alle schwangeren Frauen in Gabun Anspruch auf kostenlose
Vorsorgeuntersuchungen wahrend ihrer Schwangerschaft. Aus diesem Grund
ist die Teilnahme an den Untersuchungen fur alle Bevdlkerungsschichten
gleichermallen mdglich und es entsteht keine Vorabselektion aufgrund
finanzieller Hirden. Wahrend dieser Termine wurden alle anwesenden Frauen
vom Studienpersonal vor Ort Uber die Studie informiert und zur Teilnahme

eingeladen.

24. Datenerhebung

Far die ,POC-CCA in Pregnancy* Untersuchung wurde zu zwei Zeitpunkten
Daten erhoben. Die erste Datenerhebung wurde bei Einschluss in die Studie
durchgefuhrt (wahrend der Schwangerschaft). Der zweite Zeitpunkt lag
mindestens 6 Monate nach der Entbindung und wurde mit jeder Frau individuell
abgestimmt. Zwischen diesen beiden Terminen wurden im Zuge der freeBILy-
GAB-Studie die Frauen regelmafig kontaktiert und Daten von ihnen erhoben -
diese sind aber fir die in dieser Untersuchung verfolgten Fragestellungen nicht
relevant.

Am Tag der Aufnahme in die Studie wurde vor Ort in der Vorsorgeeinrichtung

ein erster Datensatz erhoben. Um die Inklusionskriterien vorab zu klaren und
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die Einwilligungsfahigkeit zu prifen, wurden initial die personenbezogenen
Daten wie Alter, Geburtsdatum und Wohnort erfragt. In Zusammenarbeit mit
den Hebammen vor Ort wurden dann das Datum der letzten Menstruation und
die aktuelle Fundushohe =zur Bestimmung des ungefahren Alters der
Schwangerschaft sowie der aktuelle Gesundheitsstatus erhoben. In
Kombination mit einer kurzen Anamnese konnten so offensichtliche
Schwangerschaftskomplikationen ausgeschlossen werden, insbesondere
chronische Erkrankungen wie HIV, HBV und Sichelzellanamie sowie
Komplikationen in vorausgegangen Schwangerschaften. Alle Daten wurden von
geschultem Personal in standardisierte Case-Report-Dokumente eingetragen
und durch eine der Studienteilnehmerin zugeordnete Identifikationsnummer (ID)
identifiziert. Um ein mehrmaliges Einschlieen der Teilnehmerin bei erneuter
Vorstellung zu verhindern, wurde die personalisierte ID auch auf den
Mutterpass Uubertragen, der Ublicherweise bei jeder Routineuntersuchung
mitgebracht wird. AnschlieRend wurde die Teilnehmerin gebeten, eine Urin- und
eine Stuhlprobe in standardisierten Sammelbehaltern abzugeben. War dies
nicht moglich, wurde durch ein Fieldworker-Team ein Termin zur Probennahme
am Folgetag vereinbart, um den Datensatz zu vervollstandigen. Um eine
erweiterte Diagnostik blutbasierter Parasiten zu ermoglichen, wurde vom
Studienteam vor Ort eine Blutprobe der Studienteilnehmerin enthommen. Dafur
wurden mittels Sarstaedt Multifly-Kanule jeweils eine Serum- Monovette
(Sarstedt 7.5ml) und ein EDTA-Monovette (Sarstedt 2.7ml) abgenommen. Alle
Proben wurden anschlieRend in einer thermoisolierten Tragetasche zum Labor
fur Parasitologie und zum klinischen Labor des CERMEL Forschungszentrums

in Lambaréné transportiert.

Der zweite Zeitpunkt der Datenerhebung lag 6 bis 10 Monate nach der
Entbindung und wurde fir jede der Teilnehmerinnen individuell vereinbart. Bei
Erreichen des sechsten Monats nach der Geburt wurde jede der
Studienteilnehmerinnen  telefonisch  kontaktiert und zu der weiteren
Untersuchung am CERMEL eingeladen. Ebenfalls wurden die Frauen gebeten,
ihre Sauglinge zu dem Termin mitzubringen (entsprechend der Einwilligung zur

Studienteilnahme an Studienbeginn). Von den Muittern wurde an diesem Termin
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erneut eine Urinprobe fur eine parasitologische Untersuchung erhoben. Um von
den Sauglingen ebenfalls Urin zu gewinnen, wurde den Muttern die Anwendung
eines speziellen Urin-Sammelbehalters (Padiatrischer Urinentnahmebeutel 100
ml P02020050, pfm medical ag, Kdln) gezeigt und ein Abholtermin fur den
nachsten Tag festgelegt. Neben diesen flr die hier beschriebene Untersuchung
relevanten Daten wurden an diesem Termin weitere Parameter fur die freeBILy-
GAB-Studie erhoben. Alle Proben wurden nach der Erhebung in einem
thermoisolierten Behalter zum Labor der Parasitologie gebracht und zeitnah

analysiert.

2.5. Urinanalyse

2.5.1. Urinfiltration
Als Referenztest unter den urindiagnostischen Methoden wurde die Urinfiltration
mit anschlieender Analyse unter dem Mikroskop verwendet. Diese einfach zu
implementierende Methode ist nach wie vor der von der WHO empfohlene
Goldstandard der Diagnostik von S. haematobium-Infektionen. Die niedrigen
technischen Anforderungen machen diese Art der Diagnostik besonders
brauchbar fur die Anwendung in landlichen Gebieten mit geringen technischen
Gegebenheiten. Neben einem Filterpapier und einem Mikroskop werden keine
weiteren technischen Geratschaften oder besondere Reagenzien bendétigt. Die
genutzten Methoden entsprechen den von der WHO veréffentlichten Standards
(World Health Organization, 1991). Fur die Filtration wurden 12 pm-
Filterpapiere (Whatman Nucleopore) verwendet. Nach Durchmischen der Probe
durch mehrmaliges Schutteln wurden 10 ml der Urinprobe mit einer 10 ml-
Spritze vom Urinbehalter entnommen und durch das Filtersystem gepresst.
Nach erfolgter Filtration wurde das Filterpapier per Pinzette auf einen vorher
identifizierten Objekttrager Ubertragen. AnschlieBend wurde der fertige
Objekttrager von zwei trainierten Laboranten unter dem Mikroskop (Leica DM
1000 LED) in zehnfacher VergroRerung einer Erst- und Zweitlektire

unterzogen. Bei stark voneinander abweichenden Aussagen in der Erst- und
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Zweitlektire wurde ein dritter Lektor herangezogen. Alle Ergebnisse wurden

direkt nach der Lekture dokumentiert und wochentlich digitalisiert.

2.5.2. POC-CCA Test
Beim POC-CCA Test handelt es sich um eine neue, schnelle und leicht zu
bedienende Alternative zur herkdmmlichen Schistosomiasis-Diagnostik. Der
von Rapid Medical Diagnostics (Pretoria, Slidafrika) kommerziell angebotene
Test basiert auf der Detektion eines von adulten Wirmern ausgeschiedenen
Polysacharids, dem Circulating Cathodic Antigen (CCA) (van Dam et al., 2004).
Der Urin wird ohne Vorbehandlung auf einen in der Testkassette befindlichen
Nitrocellulosestreifen aufgetropft. Das im Urin enthaltene CCA wird von
monoklonalen anti-CCA-Antikdrpern gebunden, die mit kolloidalem Kohlenstoff
markiert sind und sich auf dem Nitrocellulosestreifen befinden. Der Antigen-
Antikdrper-Komplex lauft anschlieBend durch die Testkassette. Auf einer
Testlinie fixiert befinden sich ebenfalls monoklonale Anti-CCA-Antikorper, die
die markierten Antigen-Antikorper-Komplexe binden. Durch die Akkumulation
der Kohlepartikel auf der Testlinie wird dann eine Linie sichtbar und in ihrer
Intensitat auswertbar. Als Kontrolle dienen monoklonale Goat-Anti-Mouse-
Antikorper, die auf einer weiteren Linie fixiert sind. Alle ausgefuhrten Schritte
wurden vor Beginn der Studie in einer Standard Operating Procedure (SOP)
festgelegt. Zu Beginn der Testprozedur wurden alle Testkassetten mit der
Studien-ID der Teilnehmerin und mit dem aktuellen Datum gekennzeichnet. Der
zu analysierende Urin wurde dann mit einer vom Hersteller mitgelieferten
Einmalpipette auf die Testkassette aufgetropft. Daflir sind zwei Tropfen von
insgesamt 100 pl ausreichend. Nach Applikation des Urins wurden die
Testkassetten, wie vom Hersteller vorgesehen, nach genau 20 Minuten von
geschultem Laborpersonal ausgelesen. Um die Intensitat standardisiert
quantifizieren zu koénnen, wurden fir die Studie zwei Scoring-Systeme
verwendet. Beide Systeme ermdglichen neben der Beantwortung der rein
qualitativen Fragestellung, ob ein positives oder negatives Ergebnis vorliegt,
anhand der Intensitat der Testlinien auch eine quantitative Aussage Uber das

Ausmal der Infektion, die anhand der Intensitat der Testlinie getroffen werden
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kann. Beim Visual-Score handelt es sich um eine einfache visuelle Beurteilung
im Vergleich mit vom Hersteller genormten Testfllssigkeiten. Die Ergebnisse
werden anhand der Intensitat der Testlinie mit ,0% ,Trace®, ,1% ,2“ oder ,3“
bewertet. Dabei ist ,0“ ein negatives Ergebnis. Positive Ergebnisse konnen mit
1 (niedrig-positiv), 2 (mittel-positiv) und 3 (hoch-positiv) in klar positive
Ergebniskategorien aufsteigender Intensitat unterteilt werden. Bei einem
,1race“-Ergebnis sind Spuren des Antigens nachgewiesen und gelten im
Ergebnis als strittig. Je nach Definition kdnnen sie entweder als positiv oder als
negativ gewertet werden. In dieser Studie werden ,Trace“-Ergebnisse als
negativ gewertet. Als zweites System wurde das 2019 entwickelte G-Score
System verwendet (Casacuberta-Partal et al., 2019). Dabei handelt es sich um
zehn Testkassetten mit vorgedruckten Testlinien unterschiedlicher Intensitaten,
mit denen die Ergebnisse verglichen werden kénnen. Diese teilen die funf
Ergebnismoglichkeiten des Visual-Score in feinere Stufen ein. Zehn Stufen
werden durch den das G-Score System definiert. Bei G1 ist kein Antigen
nachweisbar. G2-G3 entsprechen einem ,Trace“-Ergebnis, da Spuren des
Antigens nachweisbar sind. G4-G10 teilen positive Ergebnisse in Kategorien
ansteigender Infektionsintensitat ein. Uber diese Methode lassen sich die
Testergebnisse genauer nach ihrer Intensitat einordnen. Alle Ergebnisse
wurden direkt nach der Testung dokumentiert und wochentlich digitalisiert. Alle
Schritte wurden in einer Standard Operating Procedure (SOP) festgehalten und
entsprechend dieser ausgeflhrt. Von allen Testkassetten wurden aufierdem
Digitalaufnahmen angefertigt. Die Testkits wurden in versiegeltem Zustand bei
Raumtemperatur gelagert und regelmalig den vom Hersteller gestellten
Qualitatskontrollen unterzogen. Bei nicht auswertbaren oder unklaren

Ergebnissen wurde die Testung wiederholt.

2.5.3. Dip-Stick Test
Da der Verdacht besteht, dass Infektionen des unteren Urogenitaltraktes mit
den Ergebnissen des POC-CCA Tests interagieren, wurde neben der
spezifischen Schistosomiasis-Diagnostik auch jeweils ein Dip-Stick Test

durchgefuhrt. Fur die Studie wurde der combur® 10-Test von Roche verwendet.
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Nach dem Eintauchen in das Urinsammelgefald und einer Inkubationszeit von
60 bis 120 Sekunden wurden die Farbumschlage der einzelnen Testfelder
anhand der auf die Verpackung gedruckten Farbskala ausgewertet. Die fur eine
Infektion relevanten Parameter (Erythrozyten, Leukozyten, Nitrit, Protein)

wurden anschlielfend dokumentiert.

2.5.4. UCP-LF CAA Test
Der neu am Leiden University Medical Center (LUMC (Leiden, Niederlande))
entwickelte Schistosomiasis Upconverting particle-lateral flow circulating anodic
antigen Test (UCP-LF CAA) basiert auf der Detektion des Circulating Anodic
Antigen (Corstjens et al., 2020). Das von adulten Wirmern ausgeschiedene
Polysacharid kann sowohl im Serum als auch im Urin nachgewiesen werden
und korreliert mit der Menge der aktuell im Patienten befindlichen lebenden
adulten Wiarmern (van Lieshout et al., 2000). Das Testprinzip basiert auf der
Detektion des Antigens mittels Up-Converting Phosphor Technology (UPT)
markierter monoklonaler anti-CAA Antikérper. Dabei handelt es sich um wenige
Nanometer groRe Keramikpartikel, welche durch ihren Gehalt an seltenen
Erden (Lanthanide) Infrarotstrahlung absorbieren und es als sichtbares Licht
wieder abgeben. Up-Converting steht aullerdem fur die Eigenschaft der
Partikel, dass keine Verstarkung des Testsignals durch eine
autofloureszierende Probe entsteht (Niedbala et al., 2001). Der in einem
Puffermedium geloste markierte Antikdrper wird mit dem Testurin vermischt auf
einen  Nitrocellulosestreifen  gegeben. In  einer Linie auf dem
Nitrocellulosestreifen befestigt, befinden sich monoklonale anti-CAA-Antikorper,
welche die Antigen-Antikérper-Komplexe binden und so auf der Testlinie
immobilisieren. Eine weitere Linie aus Goat anti-Mouse-Antikorpern dient als
Kontrolle. Das nun auf der Testlinie vorhandene Signal kann anschliel3end von
einem speziellen Lesegerat (Upcon; Labrox Oy, Turku, Finland)) ausgelesen
werden. Um Interaktionen der Antikdrper mit in den Proben befindlicher DNA,
RNA oder Proteinen zu reduzieren, wurde jede Probe (500ul) mit 100ul 12,0 %-
Trichloressigsaure (TCA) gereinigt. Nach dem standardisierten Vermischen der

Probe mit der Saure und funfminutiger Inkubationszeit wurde der von Proteinen
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gereinigte Uberstand fiir den Test benutzt. Wie schon in mehreren Studien
bestatigt, zeigt der Test eine hohe Sensitivitdt, die bis zur Urin-CAA-
Konzentration eines einzelnen adulten Wurmes herabreicht (Corstjens et al.,
2020). Als unterer Cut-Off-Wert fur ein positives Ergebnis wurde =2 pg/ml CAA
verwendet (Honkpehedji et al., 2020). Die vor Beginn der freeBILy Studie in
einer SOP festgelegte Methode entspricht damit den etablierten
Vorgehensweisen fruherer Studien (van Dam et al., 2013). Da bedingt durch die
geringe Probenanzahl pro Tag nicht jeden Tag ein UCP-LF CAA Test
durchgefuhrt werden konnte, wurden alle Proben nach der Ankunft im Labor in
2 ml Eppendorf-Tubes im Gefrierschrank bei -20°C konserviert und zum Test

wieder aufgetaut.

2.6. Lagerung

Zur Evaluation des Einflusses unterschiedlicher Probenlagerungsbedingungen
auf das Analyseergebnis wurden die Proben nach den Vorgaben der Labor-
SOP zunachst bei -20°C konserviert. Die konservierten Proben wurde in
identifizierten Eppendorf-Tubes nach dem vor Ort etablierten System gelagert.
Die Temperatur des Tiefklihlgerates wurde taglich Uberpruft und durch den
Laboranten dokumentiert. Fur kurzfristige Lagerungen wurde ein 4°C-Kuhlgerat
verwendet. Auch hier wurde die Temperatur taglich durch das Laborpersonal

Uberpruft und dokumentiert.

2.7. TCA Treatment

Ein Ziel dieser Studie war es, den Zusammenhang zwischen falsch positiven
POC-CCA Ergebnissen und einer Schwangerschaft naher zu untersuchen. Um
der Vermutung nachzugehen, dass ein in der Schwangerschaft vorhandenes
Protein zu einer Kreuzreaktion mit dem POC-CCA Tests flhrt, wurde eine fur
den UCP-FL CAA Test in anderen Studien beschriebene Methode der
Proteinfallung auf den POC-CCA Ubertragen und angepasst (van Dam et al.,

2013). Als erster Schritt wurden die bei -20°C gelagerten Proben aufgetaut und
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mittels Vortexemischer gleichmalig durchmischt. 160 ul der Proben wurden
anschlieBen mit einer 200 pl Eppendorf Einkanal-Pipette in ein vorher
identifiziertes 1,5 ml Eppendorf Tube pipettiert. Zur Proteinfallung wurde dann
32 upl 12,0 %-Trichloressigsaure (TCA) mittels 100 pl Eppendorf-Pipette
hinzugeflgt, was einem Verhaltnis von 1:6 und einer Saurekonzentration von
2,0 % entspricht. Nach anschlieendem Mischen wurden die Proben flnf
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Um die flussigen und festen
Bestandteile in der Probe nun voneinander zu trennen, wurden die Proben bei
13 000 Revolutions per minute (rpm) fur zehn Minuten zentrifugiert (Mikro
220R, Hettich-Zentrifugen). Da es sich bei CCA um ein Polysacharid handelt,
bleibt es nach dem Zentrifugieren im Uberstand zuriick (Deelder et al., 1976).
160 pl des Uberstandes wurden dann in ein neues 1,5 ml-Eppendorf-Tube
pipettiert. Um den nun sauren pH der Losung wieder auf einen physiologischen
pH zu puffern, wurden dem Uberstand 18 pul TRIS-Puffer 200 mM
(Trishydroxymethylaminomethan) hinzugeflgt. Dieser verfugt Uber eine gute
Pufferwirkung im physiologischen Bereich (pH 7.0). Nach der Zugabe des
Puffers und erneutem Mischen mittels Vortexemischer wurde der POC-CCA
Test nach Herstellerangaben ausgefihrt. Vor Ausfiihrung der ersten Tests mit
Probenmaterial wurden die vom Hersteller mitgelieferten standardisierten
Testsubstanzen zur Testevaluation mit der Methode behandelt. Damit sollte
gepruft werden, ob die Behandlung mit der internen Kontrolle des Tests

interagiert.

2.8. Stuhldiagnostik

2.8.1. Kato Katz
Um Infektionen mit intestinalen Parasiten zu diagnostizieren, wurden fir jede
Teilnehmerin zwei Kato-Katz-Praparate angefertigt und von zwei trainierten
Mikroskopisten unter dem Mikroskop (Leica DM 1000 LED) gelesen. Die Kato-
Katz-Praparate wurden nach den von der WHO empfohlenen Methoden
angefertigt und in SOP-Dokumenten vor Beginn der Studie festgehalten (Katz
et al., 1972; World Health Organization, 1991). Als erster Schritt wurde die
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Stuhlprobe mit einem Spatel durchmischt. Eine geringe Menge wurde dann
mittels Spatel durch ein Stahlsieb gepresst. Mit Hilfe einer Lochplatte (6mm)
wurde dann ein Stuhlzylinder auf einem vorher identifizierten Objekttrager
geformt und mit einem in glycerol malachit green-Farbung getrankten
Cellophanstuck Uberdeckt. Durch gleichmalliges Pressen mit einem sauberen
Objekttrager wurde die Probe dann flachgedrickt und anschlieend unter dem

Mikroskop gelesen.

2.8.2. Copro-Kultur
Um auch Infektionen mit Strongyloides stercoralis sowie Hakenwurmlarven
nachweisen zu konnen, wurde zusatzlich zu den beiden Kato Katz Praparaten
zu jeder Probe eine Stuhlkultur angelegt. Die Methode wurde nach den SOP-
Dokumenten des CERMEL ausgefuhrt (Koga et al., 1991). Nach initialem
Durchmischen der Stuhlprobe wurde ein kleiner Anteil durch ein kleinmaschiges
Metallsieb gestrichen. Der gesiebte Stuhl wurde dann mittels Spatel auf einen in
Zellstoff eingewickelten Objekttrager transferiert und dieser in eine Petrischale
gelegt. Um fir eine genugend feuchte Umgebung zu sorgen, wurden 20 ml
Wasser in die Petrischale eingeflllt. Nach sieben Tagen bei 25°C im Inkubator
wurden 10 ml Flussigkeit aus der Petrischale entnommen und durch einen Filter
(Nuclepore Track-Etch Membrane, Whatmann) gepresst. Der Filter wurde dann
auf einen identifizierten Objekttrager Ubertragen und von zwei trainierten
Mikroskopisten unter dem Mikroskop (10x VergroRerung, Leica DM 1000 LED)

gelesen.

2.9. Blutuntersuchung

2.9.1. Saponin-Leuco-Konzentration
Zum Nachweis blutbasierter Parasiten wie den Filarien Subspezies Loa Loa
oder Mansonella perstans wurde die Saponin-Leuco-Konzentration aus
vendsem Vollblut angewendet. In einem 15 ml Falcon-Tube wurden jeweils 1 ml

Blut mit 1 ml 2,0 % Saponin-Lésung und 1 ml destilliertem Wasser vermischt
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und funf Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert. Die Saponin-Lésung dient
hier dazu, eine Hamolyse zu induzieren. Als nachster Schritt wurde die Probe
zehn Minuten lang bei 1500 rpm zentrifugiert. Nach Entfernen des Uberstandes
konnte das Pellet auf einen Objekttrager Ubertragen und mit einem
Deckglaschen bedeckt werden. AnschlieRend wurde das Praparat von zwei

trainierten Mikroskopisten unter dem Mikroskop gelesen (Leica DM 1000 LED).

2.10. Statistische Analyse

Fir die Dokumentation der Daten wurde eine Datenbank mittels Microsoft®
Excel® (Version 2102) erstellt. Die Daten wurden hierfur nicht umcodiert oder
umgerechnet. Fur die statistischen Analysen wurde ebenfalls Microsoft®
Excel® (Version 2102) genutzt.

2.11. Ethische Aspekte

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine innerhalb der freeBILy-
GAB-Studie durchgefuhrte Teiluntersuchung. Der gegebene Rahmen der
freeBILy-GAB-Studie wurde nicht erweitert. Alle Studienteilnehmerinnen wurden
bei Einschluss aufgeklart und haben der Teilnahme an der Studie sowie ihres
Kindes nach der Geburt schriftlich zugestimmt. Bei Minderjahrigkeit (<18 Jahre)
war das zusatzliche Einverstandnis eines Elternteils erforderlich. Alle Anteile
der Untersuchung wurden im Einklang mit der Deklaration von Helsinki (2004)
und den Regeln der guten wissenschaftlichen Praxis, den ,ICH-GCP
Guidelines® der europaischen Arzneimittelagentur (EMA) durchgefihrt. Die
Durchfuhrung der freeBILy-GAB-Studie wurde vom Nationalen Ethikkomitee
Gabuns (PROT N°039/2018/SG/CNE) sowie vom institutionellen Ethikkomitee
des CERMEL (N° 017/ 2018) genehmigt. Zusatzlich hat auch das Ethikkomitee
des Universitatsklinikums Tlbingen seine Beflirwortung ausgesprochen
(597/2018B0O1).
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3. Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden falsch positive Ergebnisse des POC-CCA
Schnelltests flr Schistosomeninfektionen bei schwangeren Frauen in Gabun
untersucht. In diesem Zusammenhang wurde der Frage nachgegangen, ob die
Schwangerschaft selbst beziehungsweise damit assoziierte Faktoren,
falschlicherweise positive Ergebnisse beim POC-CCA verursacht. Hierzu
wurden drei Teiluntersuchungen durchgefihrt. In der ersten longitudinalen
Untersuchung wurden Schwangere eingeschlossen, die ein positives POC-CCA
Ergebnis aufwiesen, aber in Referenztest (Mikroskopie und UCP-LF CAA)
negativ getestet wurden. Urinproben wurden vor und nach der Geburt (dieselbe
Frau) abgenommen und hinsichtlich einer Schistosomeninfektion untersucht.
Der zweite Teil der Untersuchung beschaftigt sich mit mdglichen
Einflussfaktoren auf die POC-CCA Ergebnisse. Berucksichtigt wurde hier ein
moglicher Einfluss der im Probenurin enthaltenen Proteine wahrend der
Schwangerschaft, der Einfluss bestehender Begleitinfektionen, sowie die
Lagerung der Proben. Um mehr Daten hinsichtlich des Zeitpunktes einer
Erstinfektion mit Schistosoma spp. bei Sauglingen zu gewinnen, wurde in einem
dritten Anteil der Untersuchung die Sauglinge der Probandinnen auf Infektionen

mit S. haematobium untersucht.

3.1. Beschreibung der Studienpopulation

Insgesamt wurden Proben von 53 Probandinnen flr die unterschiedlichen
Teiluntersuchungen analysiert. Fur den ersten Teil, der longitudinalen
Untersuchung, kamen 20 schwangere Frauen der freeBILy-GAB-Studie fur die
,POC-CCA in Pregnancy“Untersuchung infrage. Diese hatten im
Untersuchungszeitraum an beiden Erhebungszeitpunkten Proben abgegeben,
bei denen sich ein Hinweis auf falsch positive POC-CCA Ergebnisse ergab. Das
Alter der Schwangeren lag zwischen 16 und 44 Jahren (Mittelwert= 26,2 Jahre;
Standardabweichung (SD) 7,2 Jahre). Fur alle Frauen wurde eine umfangreiche

labordiagnostische  Untersuchung von Urin-, Stuhl- und Blutproben
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durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 dargestellt. Die erste
Probenentnahme fand bei Aufnahme in die Untersuchung zwischen dem vierten
und neunten Schwangerschaftsmonat (berechnet nach dem Datum der letzten
Menstruation) statt. Die zweite Probenentnahme fand zwischen sechs und zehn
Monate nach der Geburt statt. Hier wurde von Mutter und — soweit moglich —
vom Saugling eine Urinprobe untersucht. Insgesamt konnten sieben Proben
von Sauglingen im Alter zwischen sechs und neun Monaten gewonnen werden.
Zur Untersuchung der mdglichen Einflussfaktoren auf das POC-CCA Ergebnis
in der zweiten Teiluntersuchung wurden zusatzlich zu den 20 Teilnehmerinnen
der longitudinalen Untersuchung Proben von weiteren 33 Probandinnen der
freeBILy-GAB-Studie untersucht. Ablauf und Anzahl der Probenentnahmen wird

in Abbildung 2 dargestellt.

20 schwangere 20
Frauen Neugeborene
\ 4
Analyse: 19 Analyse: 20 Analyse: 12
Vor Geburt Stuhlproben Urinproben Blutproben
(1 NA?%) (8 NA?)
\ 4 \ 4 A 4
Anzahl der Proben vor der Geburt:
e 11 von 20 Frauen haben sowohl Urin, Stuhl und Blut
abgegeben
e 1 Probandin nur Urin und Blut
e 8 Probandinnen nur Urin und Stuhl
A \ 4
Analyse: Analyse: 7
Nach Geburt 20 Urinproben
Urinprobe (13 NA?)

Abbildung 2: Ablauf der Probengewinnung:

2 not applicable
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Tabelle 1: Ubersicht tUber die diagnostischen Ergebnisse der schwangeren

Frauen aUmfasst Endolimax Nana, Entamoeba Coli/Histolytica/Dispar, Chilomastix mesnili,
lodamoeba buetschlii; PUpconverting phosphor lateral flow circulating cathodic antigen; ¢Point of

Care circulating cathodic antigen

Vor der Geburt Nach der Geburt
n (%) n (%)
Schistosomiasis Diagnostik (N = 20)
Mikroskopie positiv 0 0
UCP-LF CAAP positiv 0 2
POC-CCAC positiv 20 (100) 11 (55)
Dip-Stick Ergebnisse (N = 20) (N=6)
Erythrozyten positiv 5 (25,0) 2 (33,3)
Leukozyten positiv 13 (65,0) 3 (50)
Nitrit positiv 2 (10,0) 3 (50)
Protein positiv 9 (45,0) 1(16,7)
Stuhl Ergebnisse (N=19)
Ascaris 0
Trichuris Trichiura 2 (10,5)
Necator Americanus /
Ancylostoma Duodenale 15:3)
Strongyloides 0
Protozoen im Stuhl? 7 (36,8)
Gesamt (intestinale 10 (52,6)

Helminthen und Protozoen)
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Filarien (N=12)
Loa loa 0
Mansonella perstans 0
3.2. Longitudinale Untersuchung der falsch positiven
POC-CCA Resultate

3.2.1. Urinergebnisse

3.2.1.1. Mikroskopie
Durch die Untersuchung des Urins mittels Filtration konnte in allen 20 Proben,
welche vor der Geburt erhoben wurden, eine Infektion mit S. haematobium
ausgeschlossen werden. Nach der Geburt wurden ebenfalls alle Urinproben

durch die Mikroskopie als negativ fur Infektionen mit S. haematobium bestatigt.

3.21.2. UCP-LF CAA Test

Der UCP-LF CAA Test detektiert ein Schistosomen-spezifisches Antigen,
welches von adulten Wirmern der Spezies kontinuierlich ausgeschieden wird.
In den 20 Urinproben aus der Erhebung vor der Geburt konnten durch den Test
Infektionen mit S. haematobium ausgeschlossen werden. Bei Wiederholung der
Untersuchung mit Urinproben der gleichen Frauen nach der Geburt fanden sich
zwei positive (10,0%) und 18 negative Testergebnisse (90,0%) unter den
Probandinnen (N = 20).

3.2.1.3. POC-CCA Test
Als drittes urinbasiertes diagnostisches Mittel wurde der POC-CCA eingesetzt.
Dieser Test basiert auf einem Nachweis des CCA-Antigens im Urin infizierter

Personen. Wahrend der Schwangerschaft wurden 20 Frauen (100%) positiv im
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POC-CCA Test (N = 20) getestet. Nach der Schwangerschaft hatten noch
sieben Frauen (35,0%) ein positives Ergebnis im POC-CCA Test (N = 20).

3.2.1.4. Dip-Stick Test
Zusatzlich zur parasitologischen Diagnostik wurde bei jeder Urinprobe ein Dip-
Stick Test durchgefuhrt. Die Mehrzahl der schwangeren Frauen wies ein
auffalliges Dip-Stick Ergebnis auf: in 13 Fallen (65,0 %) wurden Leukozyten im
Urin nachgewiesen — ein moglicher Hinweis auf einen Harnwegsinfekt (N = 20).

Weitere Ergebnisse sind in Tab. 1 dargestellt.

3.2.2. Stuhlergebnisse
In der Stuhldiagnostik (Kato Katz) wurden wenige Infektionen mit
Geohelminthen in der Studienpopulation festgestellt. Mittels Mikroskopie
konnten insgesamt zwei Monoinfektionen mit Trichuris trichiura und eine
Monoinfektion mit der Hakenwurmspezies Necator americanus identifiziert

werden.

3.2.3. Blutergebnisse
Um weitere Begleitinfektionen zu erfassen, wurde eine Saponin-Leuco-
Konzentration durchgeflihrt. Es konnten keine Infektionen unter den

Teilnehmerinnen identifiziert werden (N = 12).

3.2.4. Detaillierte Analyse der POC-CCA Ergebnisse
Fiar die Teiluntersuchung ,POC-CCA in Pregnancy” wurden 20 schwangere
Frauen rekrutiert. Fur die Untersuchung, ob die Schwangerschaft bzw.
assoziierte Faktoren (Proteine, u.d.) zu falsch positiven POC-CCA Ergebnissen
fuhrt, wurden solche Frauen ausgewahlt, die sowohl in der Mikroskopie als
auch im sensitiven UCP-LF CAA negativ fur S. haematobium waren, aber ein

positives POC-CCA Ergebnis aufwiesen. Diese Frauen wurden nach der Geburt

42



ein weiteres Mal hinsichtlich einer S. haematobium Infektion per Mikroskopie,
UCP-LF CAA Test und POC-CCA Test untersucht. Einen Uberblick Gber den
Verlauf der POC-CCA Ergebnisse gibt Abbildung 3.

Vor der Geburt
20 positiver POC-CCA=a
\ 4 A 4 \ 4
Anzahl: 5 13 2
Visual-Score: +3 +2 +1
\ 4
Nach der Geburt 20 Frauen
2 UCP-LF |4
CAA b
- A 4
18 S. haematobium negativ in den Referenztests
A4 \ 4
6 positiver POC-CCA* 12 negativer POC-CCA*
v L 2 v v v
Anzahl: 1 4 1 8 4
Visual-Score: +3 +2 +1 Trace 0

Abbildung 3: POC-CCA Ergebnisse im Verlauf der beiden Probenentnahmen

a Point of Care circulating cathodic antigen; ® Upconverting phosphor lateral flow circulating
cathodic antigen

Der ,Visual-Score®, der zur Quantifizierung des POC-CCA Ergebnisses dient,
reichte von hoch-positiv (+3) bei funf Frauen, Gber maRig-positiv (+2) bei 13
Frauen, zu niedrig-positiv (+1) bei zwei Frauen: alle Frauen waren also in der
Schwangerschaft eindeutig positiv nach den Bewertungskriterien des POC-
CCA. Bei einer dieser 20 Frauen wurde durch einen Fehler beim Sampling die
Urinprobe erst einen Tag nach der Entbindung erhoben. Auller einem
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geburtsbedingtem nicht verwertbaren Erythrozytenbefund im Dip-Stick Test
wies diese Probe jedoch ebenfalls einen (vermutlich) falsch-positiven POC-CCA
Test auf. Da der Stoffwechsel sowie der Blaseninhalt der Frau direkt nach der
Geburt vermutlich noch ahnlich dem vor der Geburt war, wurde die Probe in die
Analyse mit einbezogen. Sechs bis zehn Monate nach der Geburt waren die 20
Frauen, welche vor der Geburt von den Referenztests als negativ bestatigt
wurden, immer noch negativ fur S. haematobium per Mikroskopie. Bei 18 von
20 Frauen wurde dies auch per UCP-LF CAA Test bestatigt. Es wurden also
Geburt neu als mit S.

zwei Untersuchungsteilnehmerinnen nach der

haematobium infiziert gewertet (siehe Tab. 2).

Tabelle 2: Ergebnisse  der Tests Uber den

Untersuchungszeitraum im Vergleich

diagnostischen

Der untere Teil der Grafik zeigt eine genaue Betrachtung der Ergebnisse der im Laufe der
Studie neu mit S. haematobium infizierten Frauen.

a Point of Care circulating cathodic antigen; ® Upconverting phosphor lateral flow circulating
cathodic antigen; ¢ Graded-Score; ¢ Visual-Score

Vor der Geburt Nach der Geburt
Testergebnisse N=20 N=20
Positiv Negativ Positiv | Negativ
POC-CCA-= 20 0 7 13
Mikroskopie 0 20 0 20
UCP-LF CAA® 0 20 2 18

Teilnehmerin 1

Teilnehmerin 2

UCP-LF CAA® 2.6 pg/ml 4.7 pg/ml
Mikroskopie Negativ Positiv
POC-CCA-= G-Scorec: 7 Negativ

V-Scored: 2+
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Von diesen 18 Frauen wiederum hatten sechs ein positives POC-CCA Ergebnis
und zwolf ein negatives POC-CCA Ergebnis. Zusammenfassend bedeutet dies,
dass 33,3% aller Frauen auch nach der Geburt ein vermutlich ,falsch-positives”
POC-CCA Ergebnis aufwiesen und 66,6% mittels POC-CCA korrekt als negativ
diagnostiziert wurden (siehe Abb. 4).

B Pos M Neg

VOR GEBURT NACH GEBURT

Abbildung. 4: Anzahl der vermutlich falsch-positiven POC-Ergebnisse 2 (im
Vergleich zu Mikroskopie plus UCP-LF CAA Assay) vor und nach der Geburt

8 Point of Care circulating cathodic antigen

3.2.5. Intensitat der POC-CCA Testergebnisse
Vor der Geburt war nicht nur der Anteil der falsch-positiven Testergebnisse
hoher als nach der Geburt, sondern auch der Anteil der hoch-positiven
Ergebnisse: 18 von 20 Ergebnissen zeigten vor der Geburt einen V-Score von
2+ oder 3+ bzw. 18 von 20 einen G-Score von mindestens sechs. Der G-Score

ist eine auf Vergleichstestkassetten basierende Methode zur visuellen
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Unterteilung der Intensitdten der POC-CCA Ergebnisse und reicht von 1
(schwach positiv) bis 10 (stark positiv) (siehe 2.5.2). Nach der Geburt
verschoben sich die Ergebnisse des POC-CCA stark in den negativen Bereich.
13 Ergebnisse (N = 20) hatten nun einen G-Score von 3 oder niedriger und
wurden daher als negativ gewertet (siehe Abb. 5). Mehr als zwei Drittel der
Ergebnisse des POC-CCA nach der Schwangerschaft waren also negativ.
Unter den sechs auch nach der Entbindung weiterhin vermutlich falsch
positiven Testergebnissen konnte keine Abnahme der Intensitat der Testlinien
im G-Score ausgemacht werden. Vor und nach der Geburt lag die
durchschnittliche Intensitat im G-Score in dieser Gruppe bei sechs. Dies lag
aber ausschliel3lich an einem einzelnen Messwert. Nur bei einer von sechs
Frauen stieg der G-Score von sechs vor der Entbindung auf neun nach der
Entbindung. Klammert man dieses Ergebnis aus, so kommt es auch unter den
weiterhin ,falsch-positiv‘ getesteten Frauen zu einer Reduktion des G-Scores
auf einen Mittelwert von funf, also einer leichten Reduktion der Intensitaten im
Mittel.

Testergebnisse POC-CCA? im G-Score®

HIHI ‘I_II 1 N

1 2 3 5

G-ScoreP

Anzahl
O B N W b U1 O N

B Vor Geburt @ Nach Geburt

Abbildung 5: Ergebnisintensitaten des POC-CCA Tests im G-Scoreb vor und
nach der Geburt

a Point of Care circulating cathodic antigen; ® Graded-Score
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3.3. Parasitare Begleitinfektionen und weitere
Infektionsparameter

Im Rahmen der Teilstudie ,POC-CCA in Pregnancy“ sollten mdgliche
Einflussfaktoren auf das POC-CCA Testergebnis untersucht werden. Hierzu
wurden Einflussfaktoren auf das POC-CCA Ergebnis untersucht, die mit dem
Probenmaterial, also dem Urin, in Zusammenhang stehen konnten. Die
Urinproben wahrend der Schwangerschaft wurden dazu mit Urinproben nach
der Entbindung verglichen. Da auch Ko-Infektionen mit anderen Parasiten das
Potential fir eine mdgliche Kreuzreaktion bieten, wurden die Probandinnen
neben der Urindiagnostik noch auf intestinale und hamatogene

Parasiteninfektionen untersucht.

3.3.1. Begleitinfektionen

Ko-Infektionen mit mehreren Parasiten gleichzeitig sind in der untersuchten
Region sehr haufig. Dies liegt hauptsachlich an der Tatsache, dass unter den
meist schlechten hygienischen Bedingungen parasitare Infektionen endemisch
in der Bevolkerung vorliegen. Um diese Infektionen nachzuweisen, wurden bei
Inklusion in die Studie neben dem Urin auch Stuhl und Blut auf parasitare
Infektionen untersucht (s. Tab. 1). Unter den untersuchten Frauen wurden drei
intestinale Infektionen mit Helminthen gefunden, was 15,0 % der teilnehmenden
Frauen entsprach. Bezieht man auch Protozoen in die Analyse mit ein, so
waren 50,0% und damit die Halfte der Frauen mit intestinalen Parasiten infiziert.
(siehe Tab. 1).

3.3.2. Dip-Stick Ergebnisse
Zusatzlich zur Schistosomiasis-Diagnostik wurden die Urinproben mit einem
Dip-Stick Test auf den Gehalt von Erythrozyten, Leukozyten, Nitrat und Protein
getestet. Vor der Geburt wurde fir alle 20 Proben ein Dip-Stick Test
durchgefuhrt. Nach der Geburt wurden sechs Urinproben getestet (siehe
Tabelle 1 bzgl. der Anzahl der positiven Befunde). Die Mehrzahl (65 %) wiesen

zum Zeitpunkt der Schwangerschaft Leukozyten im Urin auf, mit hoher
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Wahrscheinlichkeit einen Hinweis auf einen bakteriellen Harnwegsinfekt (siehe
Tab. 3). Ebenfalls interessant ist hier der Vergleich zwischen
Leukozytenbefunden im Urin und den G-Score Ergebnissen des POC-CCA
Tests. Vor der Entbindung lag der durchschnittliche G-Score bei Schwangeren
bei 6,5, ungeachtet, ob Leukozyten im Urin zu finden waren. Nach der Geburt
lag der mittlere G-Score bei den Frauen mit Leukozyten im Urin bei 1,3 und
damit unter dem der Frauen ohne Leukozyten im Urin. Die Frauen ohne
Leukozyten im Urin zeigten nach der Geburt durchschnittlich einen G-Score von
3 im POC-CCA Test.

Tabelle 3: Anteil positiver Dip-Stick Befunde bei Mikroskopie und UCP-LF CAA
negativen Frauen

aHarnwegsinfekt

Parameter | Bedeutung Positive Dip-Stick | Positive Dip-Stick
Befunde Befunde
vor der Geburt nach der Geburt
(N = 20) (N=5)
n (%) n (%)
Erythrozyten | Blutung, Infekt 5(25,0) 2 (40,0)
oder entzindliche
Erkrankung
Leukozyten | HWI2 oder 13 (65,0) 3 (60,0)
urogenitale
Entziindung
Nitrit Nitrit-bildende 2 (10,0) 1 (20,0)
Bakterien
Protein Hoch: HWI =, 9 (45,0) 2 (40,0)

Nierenschaden

Niedrig: Stress,
korperliche

Belastung
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3.4. Betrachtung der Neugeborenen

Im Laufe der Teiluntersuchung konnten sieben der von den Teilnehmerinnen
geborenen Sauglinge untersucht werden. Die niedrige Anzahl war bedingt
durch Probleme bei der Probengewinnung. Durch logistische Schwierigkeiten
waren zu Beginn der Studie keine padiatrischen Urinsammelbeutel vor Ort
erhaltlich. Auch die Probengewinnung mithilfe von selbstklebenden
Urinsammelbeuteln war durch die hohe Luftfeuchtigkeit nur selten problemlos
moglich. Bedingt durch Schweily und Bewegung l6sten sich die Beutel oftmals
ab. Ein weiterer Grund fur die geringe Anzahl an Proben von Sauglingen war
die geringe Bereitschaft der Mutter, erneut zum Studienstandort zu kommen.
Auch das Follow-up gestaltete sich als schwierig, da sich die Telefonnummern
und Adressen der lokalen Bevdlkerung haufig andern. Alle sieben Mdatter der
Sauglinge, die an der Nachuntersuchung teilnahmen, waren nach der Geburt
nicht mit S. haematobium infiziert (negativ in Mikroskopie, UCP-LF CAA Test
und dem POC-CCA Test). Die Kinder dagegen wurden zwar alle ebenfalls mit
dem Referenztest (UCP-LF CAA) negativ getestet, wiesen jedoch alle ein
positives Ergebnis im POC-CCA Test auf. Alle Daten diesbeziglich sind in
Tabelle 4 und Abbildung 6 zu sehen. Bei den Sauglingen wurde auf die
Mikroskopie als weiteren Referenztest verzichtet. Da es technisch schwierig ist,
eine ausreichende Menge Urin von Sauglingen zu gewinnen, um ein
aussagekraftiges Praparat fur die Mikroskopie anzufertigen (10 ml), wurde auf
den UCP-LF CAA Test als Referenztest zurtickgegriffen. Dieser bendtigt eine
deutlich geringere Urinmenge (417 ul), um ein aussagekraftiges Ergebnis zu
erbringen. Vergleicht man nun die POC-CCA Ergebnisse der Sauglinge mit den
Ergebnissen der Mitter, so besteht auch hier eine klare Differenz. Durch die
,1race“-Ergebnisse (5 der 7 Mutter) ist zwar ersichtlich, dass auch die Mutter
Kontakt mit dem Erreger hatten, doch steht dies in klarem Kontrast zu den
meist doppelt so hohen G-Scores der Sauglinge (detailliert dargestellt in
Abbildung 6).
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Tabelle 4: Beschreibung der untersuchten Kinder

a Fur die Pregnancy POC-CCA Studie wurden 7 Kinder der 28 untersuchten Frauen
eingeschlossen; P Daten nicht fiir alle Kinder vorhanden; ¢ Upconverting phosphor lateral flow
circulating cathodic antigen; 4 Point of Care circulating cathodic antigen

Allgemeine Daten

Anzahl der untersuchten Kinder-a 7

Madchen/Jungen 2/5

Alter der Kinder, als Urin gesammelt | 7

wurde (Mittelwert in Monaten)

Gestillt 4/6°

S. haematobium-Diagnostik (N = 7)

Mikroskopie positiv Nicht durchgefihrt
UCP-LF CAA- positiv 0
POC-CCA dpositiv 7
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G-Score2? Vergleich Mutter-Kind nach der Geburt

=
o

G-Score®
O P N W b U1 OO N 00 O

Kind 2

Kind 3
Kind 4
Kind 5
Kind 6

Mutter 3 A
Mutter 4 EEEE
Mutter 5
Mutter 6
Mutter 7

Kind 7

Mutter 2 B3

Mutter 1 =3
Kind 1

a Ein G-Score von 0-3 ist ein negatives POC-CCA Resultat; ® Graded-Score

Abbildung 6: POC-CCA Resultate Mutter und Saugling im Zeitraum von 10
Monaten nach der Geburt

3.5. Experimentelle Faktoren

Erganzend zu Faktoren, die direkt mit der Schwangerschaft in Zusammenhang
stehen und ggf. zu einer Kreuzreaktion mit dem POC-CCA flhren, wurden auch
Faktoren untersucht, die mit der DurchflUhrung des Testes verknlpft sind.
Hierzu wurden 38 Urinproben mit einem positiven POC-CCA Resultat
untersucht. Es wurden sowohl Proben von in den Referenztests positiv auf S.
haematobium getesteten Frauen sowie negative Proben einbezogen. Diese
stammten ebenfalls aus dem Patientenkollektiv der freeBILy-GAB-Studie und

wurden nach deren Auswabhlkriterien rekrutiert.

3.5.1. Lagerung
Um den Einfluss unterschiedlicher Lagerungskonditionen auf die Proben zu
uberprufen, wurden zehn Urinproben nach initialer Testung in jeweils zwei
Anteile aufgeteilt und Uber sieben Tage unterschiedlichen Bedingungen

ausgesetzt. Ein Anteil wurde bei 4°C im Kuhlschrank, der andere bei -20°C im
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TiefkUhlgerat gelagert. Dabei handelt es sich um die Bedingungen, denen die
Proben im normalen Laborbetrieb ausgesetzt sind. Fur die Untersuchung
wurden funf Proben mit positivem und funf mit negativem POC-CCA Test
einbezogen. Nach sieben Tagen wurde dann der POC-CCA Test wiederholt.
Von den zehn Proben, die bei 4°C gelagert wurden, zeigten sechs bei
wiederholter Messung ein positives und vier ein negatives Resultat — ein
Testergebnis wurde also durch ein abweichendes Ergebnis nach der Lagerung
als positiv deklariert. Nach Lagerung bei -20°C wurden keine veranderten

Testergebnisse festgestellt.

Hinsichtlich der Intensitat der Testergebnisse werden jedoch Unterschiede
sichtbar. Unter den bei 4°C gelagerten Proben wurden die starksten
Abweichungen von den Ausgangsergebnissen gefunden. Bei nur vier Proben
kam der POC-CCA Test auf den gleichen G-Score wie die initiale Messung. Die
maximale Abweichung lag hier bei drei G-Score Stufen bei einer Probe. Da der
Wert in dieser Messung von G1 auf G4 stieg, anderte sich hier die
grundsatzliche Bewertung des Ergebnisses von initial negativ auf nun positiv.
Bei vier weiteren Proben war der Wert um zwei, bei einer um eine Stufe im G-
Score abweichend. Die Messwerte verandern sich sowohl in negativer als auch
in positiver Richtung, verglichen mit dem Ausgangsergebnis. Nach Lagerung
bei -20°C war der G-Score bei drei Proben abweichend. Die maximale
Veranderung lag hier bei zwei G-Score Stufen. Dabei handelte es sich um die
Reduktion des G-Scores einer Probe von neun auf sieben. Bei den beiden
weiteren Proben variierte der G-Score nur um eine Stufe. In dieser Mess-
Sequenz hatte also eine Aufbewahrung bei -20°C eine hohere

Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des unbehandelten Urins erzielt.

3.5.2. Abtrennung verunreinigender Proteine
Sowohl der POC-CCA Test als auch der UCP-LF CAA Test detektieren Uber
spezifische monoklonale Antikdrper nicht ein Protein, sondern einen Zucker:
CCA oder CAA. Proteine im Urin kdénnen jedoch einen Storfaktor fur das

Testergebnis darstellen. Beim hoch sensitiven UCP-LF CAA Test werden die
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Urinproben daher zunachst mit TCA (Trichloressigsaure) vorbehandelt, um
Proteine durch Fallung abzutrennen und somit die Sensitivitat und Spezifitat
des Tests zu erhohen. Beim POC-CCA ist dies nicht vom Hersteller
vorgesehen. Um die Moglichkeit auszuschlieRen, dass der POC-CCA Test in
der Schwangerschaft durch kreuzreaktive Proteine beeinflusst wird, wurde die

TCA-Fallung experimentell beim POC-CCA angewendet.

3.5.2.1. Evaluation der Methode
Zur Uberpriifung, ob die Methode der Fallung verunreinigender Proteine die
Ergebnisse des POC-CCA verandert, wurden die vom Hersteller gelieferten
genormten Probesubstanzen zur Testevaluation der TCA-Behandlung
unterzogen und parallel zur unbehandelten Substanz getestet. Alle POC-CCA
Kassetten, welche mit der behandelten Probesubstanz ausgeflhrt wurden,
zeigten eine gut sichtbare Kontrolllinie. Die interne Kontrolle des Tests wurde
also durch den weiteren Bearbeitungsschritt nicht beeinflusst. Zwei von vier der
mit der behandelten Probesubstanz ausgefiihrten POC-CCA Tests zeigten
leichte Abschwachung der Farbintensitat der Testlinien. Die Farbintensitat
zeigte sich zum Kassettenrand hin weniger intensiv. Auflerdem war bei
einzelnen Kassetten die Testlinie nicht komplett durchgangig und an einer
Stelle etwas ausgewaschen (siehe Abb. 7). Die Testlinien waren aber dennoch
gut lesbar. Da es in diesem Versuch nur wichtig war, zwischen positiven und
negativen Ergebnissen zu differenzieren, wurden diese leichten Abweichungen

toleriert.

53



£ - N POC - Coat 2l '

T |||
b -
=-BN[

h PRS-~ Ty J

Quelle: Eigene Aufnahme

Abbildung 7: POC-CCA? Kontrollsubstanz mit TCA® behandelt (oben) und

ohne Behandlung (unten)

a Point of Care circulating cathodic antigen;  Trichloressigsaure

3.5.2.2. Ergebnisse TCA-Behandlung
Nach der Evaluation wurden insgesamt 28 Urinproben mit TCA vorbehandelt —
25 POC-CCA positive und 3 POC-CCA negative Proben. Mittels Mikroskopie
wurden neun von 28 Proben als S. haematobium-positiv identifiziert, vier
weitere wurden anschlieRend mittels UCP-LF CAA zusatzlich als positiv

erkannt. Die genauen Ergebnisse sind in Tabelle 5 dargestellt.
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Tabelle 5: POC-CCA Ergebnisse vor und nach Behandlung mit TCAP

a Point of Care circulating cathodic antigen;  Trichloressigsaure; ¢ Konfidenzintervall

POC-CCA- Vor TCA® - Nach Trace als positiv | Referenztests
(N = 28) Behandlung TCA - gewertet (Mikroskopis
n (%) Behandiu n (%) und/oder
ng UCP-LF CAA)
n (%) n (%)
Richtig-positiv 13 (46,4) 1(3,5) 6 (21,4) 13 (46,4)
Falsch-positiv 12 (42,9) 2(7,1) 5(17,9)
Richtig-negativ 3(10,7) 13 (46,4) 10 (35,7) 15 (53,6)
Falsch-negativ 0 12 (42,9) 7 (25,0)
Richtigdeklariert | 16 (57,1) 14 (50,0) 16/28 (57,1)
Sensitivitat 100,0 % 7,7% 46,2 %
(95%KIC 86.1%-24.3%)
Spezifitat 20,0 % 86,7 % 66,7 %

(95%KI € 45.2%-86.8%)

Durch die Behandlung der Proben kam es, wie in Abbildung 8 visualisiert, zu

einer Verschiebung der Ergebnisse hin zu negativen Ergebnissen. Es wurden

mehr negative Probanden auch tatsachlich als negativ erkannt. Die gesteigerte

Spezifitat ging aber mit einer starken Reduktion der als richtig-positiv erkannten

Frauen einher (1/13). Die Behandlung reduzierte also die Sensitivitat des Tests

stark.

Betrachtet

versuchsweise als ein

man nun nach der

positives Resultat,

Behandlung

»1race“-Ergebnisse

da Spuren des Antigens

nachgewiesen wurden, so kam es zu einem geringeren Verlust an Sensitivitat
(46 %) und Spezifitat (67 %).
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Abbildung 8: Gegenuberstellung von POC-CCA Ergebnissen von mit TCA
behandelten und unbehandelten Urinproben

a Trichloressigsaure; ® Point of Care circulating cathodic antigen
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4. Diskussion

4.1. POC-CCA Kreuzreaktivitat in der Schwangerschaft

Im Rahmen der freeBILy-GAB-Studie wurde die longitudinale Untersuchung
,POC-CCA in Pregnancy* durchgefuhrt. Hierbei wurde untersucht, ob es sich
bei den vermehrt auftretenden positiven POC-CCA Testergebnissen bei
Schwangeren fur Infektionen mit Schistosoma haematobium um falsch-
positive” Ergebnisse handelt. Um diesen Zusammenhang naher zu
untersuchen, wurden fur die ,POC-CCA in Pregnancy“ Untersuchung 20 Frauen
mit positivem Ergebnis im POC-CCA Test von Rapid Medical Diagnostics
(Pretoria, Siidafrika) rekrutiert. Bei allen Frauen konnte mit den fur die Studie
verwendeten Referenztests (Mikroskopie und UCP-LF CAA Test) eine

Schistosomen-Infektion ausgeschlossen werden.

4.1.1. Aktuelle Studienlage
Es gibt bis heute nur drei Studien, welche sich mit dem Thema einer moglichen
Kreuzreaktion unter schwangeren Frauen beim POC-CCA Test befassen. Die
Frage nach einer moglichen Kreuzreaktion des POC-CCA Tests bei
Schwangeren wurde erstmals von Greter et al. aufgeworfen: Angestol3en durch
drei schwangere Frauen aus einem Schistosomen-Endemiegebiet am
Tschadsee (Tschad) mit fraglich ,falsch-positiven“ Ergebnissen wurden zwei
weitere schwangere Frauen ohne vorherigen Aufenthalt in einem
Schistosomen-Endemiegebiet in die Studie eingeschlossen. Trotz negativer
Referenzdiagnostik wurde eine dieser Frauen durch den POC-CCA Test positiv
getestet (Greter et al., 2016). Marti et al. konnte den Verdacht auf eine
Kreuzreaktion ebenfalls unter nicht exponierten Schwangeren in der Schweiz
bestatigen. In einem Kollektiv aus unterschiedlichen Personengruppen ohne
Kontakt zu einem Schistosomen-Endemiegebiet wurden gehauft positive- und
,1race“-Ergebnisse unter schwangeren Frauen beobachtet (Marti et al., 2020).
Insgesamt wurden in den beiden Studien acht Falle von falsch positiven POC-
CCA Ergebnissen beschrieben. Es gibt jedoch auch eine Publikation, welche
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den Verdacht auf eine Kreuzreaktion nicht bestatigen konnte: Homsana et al.
untersuchten diesen Zusammenhang in einem Schistosoma mekongi- und S.
mansoni-Endemiegebiet in Kambodscha. Unter acht in dieser Studie
untersuchten Schistosomen-negativen Schwangeren wurde nur eine einzige
von der Referenzdiagnostik abweichend durch den POC-CCA Test positiv
getestet. Die Autoren sehen auf Basis |hrer Daten keine Hinweise auf eine
Kreuzreaktion des Schnelltests in Verbindung mit einer Schwangerschaft
(Homsana et al., 2020).

4.1.2. Vergleich mit sensitiver Referenzdiagnostik
Ein wichtiger Faktor bei der Bewertung von Testergebnissen bezuglich ,richtig-
und falsch- positiv“ sind die verwendeten Referenztests. Die unterschiedlichen
Eigenschaften der Referenztests haben einen groflen Einfluss auf die
Schatzung der Sensitivitat und Spezifitat des zu bewertenden Tests. Die
meisten bisherigen Studien zur Evaluation des POC-CCA Tests nutzten die
wenig sensitive Methode der Mikroskopie/Urinfiltration zum Nachweis von S.
haematobium, sowie Kato Katz zum Nachweis von intestinalen
Schistosomeninfektionen (Kosinski et al., 2011; Sousa et al., 2019). Beide
Methoden diagnostizieren Infektionen anhand der ausgeschiedenen
Parasiteneier in Urin und Stuhl. Besonders bei Infektionen niedriger Intensitat
bleiben bei diesen Methoden durch geringe Konzentrationen von Parasiteneiern
im Probenmaterial Infektionen unentdeckt (Amoah et al., 2020; Oliveira et al.,
2018). Somit besteht die Gefahr, dass positive Testergebnisse des Antigen-
basierten POC-CCA Tests durch die herkdmmlichen Referenztests nur
aufgrund der fehlenden Ei-Ausscheidung falschlicherweise als ,falsch-positiv*

gewertet werden.

In der ,POC-CCA in Pregnancy“-Untersuchung wurde der UCP-LF CAA Test
als Referenztest verwendet. Dieser nutzt den Nachweis von Schistosomen-
Antigenen im Blut oder Urin, sodass selbst eine Parasitenlast von einem

einzigen Wurm ohne Ei-Ausscheidung detektiert werden kann. Somit ist es
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mdglich, mit grolRer Sicherheit eine bestehende Schistosomeninfektion zu
diagnostizieren bzw. auszuschlielen (Corstjens et al., 2020). Es kann also
davon ausgegangen werden, dass ein vom UCP-LF CAA Test abweichendes
Ergebnis tatsachlich ein ,falsch-positives® oder ,falsch-negatives® Ergebnis ist.
Durch die Unabhangigkeit dieser diagnostischen Methode von der Anzahl
ausgeschiedener Parasiten-Eier ermdglicht der UCP-LF CAA Test eine bessere
Bestimmung der Sensitivitat und Spezifitdt des POC-CCA Tests in der
untersuchten Studienpopulation. Parameter wie Sensitivitat und Spezifitat sind
wichtig, um den POC-CCA Test als Mittel zur Pravalenzbestimmung der
Schistosomiasis bei Schwangeren, sowie als Werkzeug flr individuelle
Diagnostik und ggf. Therapie zu evaluieren. In der vorliegenden Arbeit war bei
allen 20 Frauen wahrend der Schwangerschaft der POC-CCA Test positiv und
der UCP-LF CAA Test negativ. Fur alle Frauen konnte also ein bestatigt ,falsch-
positives Ergebnis im POC-CCA nachgewiesen werden, womit die Mdglichkeit
einer Fehlinterpretation der Ergebnisse durch fehlende Ei-Ausscheidung
ausgeschlossen werden konnte. Die vorliegende Arbeit unterstitzt somit die
Vermutung einer Kreuzreaktion des POC-CCA Tests und erweitert die
Datenlage zu diesem Thema. Besonders in der vulnerablen Gruppe der
schwangeren Frauen ist es wichtig, die bisher noch teils widersprichliche
Datenlage zu verbessern. Um in Zukunft klare Empfehlungen flr den Einsatz
des Schnelltests in verschiedenen Alters- und Geschlechtsgruppen geben zu

konnen, sollten weitere prospektive Untersuchungen angestrebt werden.

4.2. Vergleich der POC-CCA Ergebnisse wahrend und
nach der Schwangerschaft

4.2.1. Eigene Ergebnisse
Um zu untersuchen, ob die Schwangerschaft Ursache fur die ,falsch-positiven®
Ergebnisse im POC-CCA ist, wurden die Frauen sowohl vor als auch nach der
Geburt mit dem POC-CCA Test und den Referenztests auf Infektionen mit S.
haematobium untersucht. Die 20 vor der Geburt in den Referenztests negativen

und im POC-CCA Test positiven Untersuchungsteilnehmerinnen wurden sechs
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bis zehn Monate nach der Schwangerschaft erneut untersucht. Von den initial
zwanzig Frauen wurden in der Datenerhebung nach der Entbindung zwei von
den Referenztests als Schistosoma haematobium-positiv, also als infiziert,
diagnostiziert. Die Teilnehmerinnen hatten sich also im Zeitraum zwischen den
beiden Testzeitpunkten neu mit S. haematobium infiziert und wurden aus den
weiteren Analysen ausgeschlossen. Die anderen achtzehn Teilnehmerinnen
wurden von den Referenztests auch nach Ende der Schwangerschaft als nicht
mit S. haematobium infiziert bestatigt. Von den achtzehn Frauen wurden nach
der Schwangerschaft zwei Drittel (66,6%) durch den POC-CCA Test negativ
getestet, also im Vergleich mit den Referenztests als ,richtig-negativ”
diagnostiziert. Bei sechs von achtzehn Frauen (33,3 %) war der POC-CCA Test
auch nach der Schwangerschaft positiv und wurde im Vergleich mit den
Referenztests als ,falsch-positiv* eingestuft. Damit ergibt sich auf Basis der hier
erhobenen Daten eine Rate an richtig-negativ diagnostizierten Probanden von
66,6 %. Die Schwangerschaft selbst bzw. assoziierte Faktoren scheinen zu
Kreuzreaktionen zu fuhren, allerdings nicht ausschlief3lich, da immer noch 33%

auch nach der Geburt ein falsch positives POC-CCA Ergebnis aufwiesen.

4.2.2. Bewertung anhand der aktuellen Studienlage
Basierend auf der aktuellen Studienlage liegt die Spezifitat des POC-CCA Tests
fur S. haematobium zwischen 75 % und 88 % (Dood et al., 2018; Ochodo et al.,
2015; Sanneh et al., 2017). Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Rate an
richtig negativen Ergebnissen des POC-CCA Tests von 66% nach der
Entbindung liegt also nur 9 % unter der in grolReren Studien bestatigten
Spezifitdat von 75 %. Bei dieser Abweichung kdnnte es sich also auch um eine
statistische Abweichung, bedingt durch die kleine Stichprobe der
durchgefuhrten Untersuchung, handeln. Betrachtet man das Konfidenzintervall
der in der vorliegenden Studie berechneten Spezifitat (95%Kl 45.2%-86.8%), so
liegen die von grofReren Studien berechneten Spezifitat innerhalb des Intervalls.
Dies lasst die Vermutung zu, dass nach der Schwangerschaft keine relevante
Kreuzreaktion mehr vorliegt und es sich bei der Abweichung der errechneten

Spezifitat um eine durch die geringe Stichprobe bedingte Abweichung handelt.
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Dies musste in einer Studie mit einer gréReren Stichprobe untersucht werden.
Zusammenfassend wurde gezeigt, dass unter schwangeren Frauen deutlich
haufiger ,falsch-positive® POC-CCA Testergebnisse auftreten als unter Frauen,
die nicht schwanger sind. Sollte sich die deutliche Reduktion der positiven
Ergebnisse nach der Schwangerschaft in gréferen Studien bestatigen, kénnte
dies ein Hinweis auf eine Reduktion der Kreuzreaktion nach der

Schwangerschaft sein.

4.3. Verlauf der G-Score Ergebnisse

Bemerkenswert sind in diesem Zusammenhang die Intensitaten der POC-CCA
Testlinien vor und nach der Geburt. In der vorliegenden Untersuchung wurde
der in den Niederlanden entwickelte G-Score zur Einschatzung der Ergebnisse
genutzt. Dabei handelt es sich um eine semiquantitative Methode, welche es
ermoglicht, Uber die Farbintensitat der Testbanden der POC-CCA Testkassette
die relative Menge von CCA-Antigenen zu messen, um damit auf die Intensitat
der Infektion mit S. haematobium zu schlielen. Die Skala reicht von eins (kein
CCA nachweisbar) bis zehn (hoher CCA-Gehalt). Vor der Geburt lagen die
Intensitaten des G-Scores der getesteten Frauen bei einem durchschnittlichen
Wert von sechs. Dieser halbierte sich nach der Geburt auf eine
durchschnittliche Intensitat von drei. Dass der Durchschnitt nicht noch niedriger
lag, war bedingt durch viele ,Trace“-Ergebnisse (Spuren des Antigens
nachweisbar, jedoch negatives Ergebnis) unter den negativ eingestuften POC-
CCA Tests (8/12). Kurz nach der Schwangerschaft blieb der G-Score also auf
einem niedrigeren Level positiv (Intensitat 3/10 statt 6/10). Dies lasst die
Vermutung zu, dass auch nach der Schwangerschaft ein gewisser storender
Einfluss auf das POC-CCA Ergebnis vorhanden bleibt. Schaut man sich
dahingehend die Daten der auch nach der Schwangerschaft weiterhin im POC-
CCA ,falsch-positiven Frauen an, so ist — abgesehen von den Ergebnissen
einer Probandin — ebenfalls ein ricklaufiger Trend im G-Score erkennbar. Bei
Ausklammern der einzigen Frau mit steigendem G-Score (6 auf 9) aus der

Analyse, sinkt die durchschnittliche Intensitat des Scores auch bei weiterhin im
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POC-CCA Test positiven Frauen leicht. Der Durchschnittliche G-Score sinkt von
6,6 vor der Geburt auf 5,6 nach der Geburt. Der langste dokumentierte
Zeitraum liegt bei zehn Monaten nach der Geburt. Sollten sich diese Daten in
grolRer angelegten Studien bestatigen, konnte dies ein Hinweis auf ein
mdgliches kreuzreaktives Molekll sein, welches nach der Schwangerschaft in
reduzierter Menge weiterhin vorliegt. Die hier gezeigten Daten kdnnen daflr als

Pilotstudie zur Studienplanung herangezogen werden.

44. Parasitare Infektionen

4.4.1. Helminthen
Neben der Schwangerschaft als Einflussfaktor fur Interaktionen mit den
Ergebnissen des POC-CCA Tests sind in der Literatur noch weitere Ursachen
beschrieben. Von Homsana et al. wurden insbesondere intestinale Parasiten
als Ursprung falsch-positiver POC-CCA Tests identifiziert (Homsana et al.,
2020). Da in Lambaréné (Gabun) die beobachtete Pravalenz intestinaler
Helminthen unter schwangeren Frauen bei 64 % liegt, konnte dies in der
Studienregion ein Faktor flr Kreuzreaktionen sein (Adegnika et al., 2010). In
der Studienpopulation wurden eine Infektion mit Necator americanus und zwei
mit Trichuris trichiura identifiziert. Dies entsprich einem Anteil von 15 % unter
den schwangeren Frauen mit vermutlich ,falsch-positivem* POC-CCA
Testergebnis und deutet daher eher nicht darauf hin, dass Helminthen die
Verursacher von Kreuzreaktionen in der untersuchten Population sind. Neben
der geringen GroRRe der Studienpopulation sind auch die Jahreszeit sowie die
Untersuchungsmethoden zur Parasitendiagnostik von Bedeutung (Brooker et
Michael, 2000). Die ,POC-CCA in Pregnancy“Untersuchung wurde im
Gegensatz zur oben gennannten Studie von Adegnika et al. nicht Uber ein
ganzes Jahr, sondern nur in einem Zeitraum von Oktober bis April durchgefuhrt.
Zusatzlich wurde zur Parasitendiagnostik nur eine statt drei Stuhlproben pro
Untersuchungsteilnehmerin gewonnen und somit eine geringere Sensitivitat in
der Diagnostik von intestinalen Parasiten erreicht. Diese beiden Faktoren

konnten ebenfalls Ursachen der geringen Pravalenz in dieser Studienpopulation
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sein. Die beiden identifizierten Spezies sind aulierdem bisher nicht als Faktor
fur falsch-positive POC-CCA Befunde bekannt. Im Gegenteil wurden
Hakenwurminfektionen (Necator Americanus) durch Homsana et al. sogar als
protektiver Faktor gegen Infektionen mit Schistosomenarten identifiziert. Die
Beobachtungen wurden in einem Endemie-Gebiet fir Schistosoma mekongi
und Schistosoma mansoni in Kambodscha gemacht (Homsana et al., 2020).
Die Studie fuhrt dies jedoch nicht auf kreuzreaktive Substanzen, sondern auf
die unterschiedlichen Lebensraume der Parasiten zurick. Die von Homsana et
al. in besonderem Male kreuzreaktive Parasitenspezies Opisthorchis viverrini
gehort, wie auch Schistosomen, zur Klasse der Trematoden (Saugwuirmer). Auf
Grundlage dieser Tatsachen vermuten die Autoren, dass eine Kreuzreaktion
mitunter auf die nahe Verwandtschaft der beiden Spezies zurlckfuhrbar sein
konnte (Homsana et al., 2020). Da es sich weder bei Necator americanus noch
bei Trichuris trichiura um Helminthen der Klasse der Trematoden handelt, ist
somit auf Basis der aktuellen Studienlage keine besondere Kreuzreaktivitat der
beiden in der Population diagnostizierten Spezies zu erwarten (Grenfell et al.,
2018). Durch die niedrige Fallzahl kann jedoch auch hier keine abschlieRende
Aussage getroffen werden. Um genauere Aussagen zu treffen, ware eine
nahere Untersuchung mit groRerer Studienpopulation und genaueren

diagnostischen Methoden fur intestinale Helminthen notwendig.

4.4.2. Protozoen
Haufiger wurden in der Studienpopulation Protozoen wie Endolimax nana,
lodamoeba buetschlii, Entamoeba coli/histolytica/dispar oder Chilomastix
mesnili identifiziert. Zwischen den mit Protozoen Infizierten und den Nicht-
Infizierten lassen sich keine Hinweise auf Unterschiede im G-Score feststellen.

Auch in der Literatur sind keine derartigen Interaktionen beschrieben.
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4.5. Urogenitale Infektionen

4.5.1. Urogenitale Infektionen in der Schwangerschaft

Die vielen physiologischen Veranderungen des unteren und oberen
Urogenitaltraktes einer schwangeren Frau stellen pradisponierende Faktoren
fur Infektionen der Harnwege dar. Neben der klrzeren Urethra (Harnréhre) im
Vergleich zu Mannern kommt es zusatzlich im Laufe der Schwangerschaft zu
einer Dilatation der Urethra und der oberen ableitenden Harnwege (Schulman
et Herlinger, 1975; Waltzer, 1981). In Kombination mit einem erhdhten
Blasenvolumen, einer reduzierten peristaltischen Aktivitat und dem erniedrigten
Blasentonus kommt es haufiger zu Harnverhalt und urethrovesicalem Reflux.
Beginnend im dritten Schwangerschaftsmonat steigern sich diese
pradisponierenden Faktoren bis ins dritte Trimester (Kalinderi et al., 2018;
Waltzer, 1981). Besonders in Landern des globalen Sudens fuhrt dies zu hohen
Inzidenzen von bakteriellen Harnwegsinfekten in der Schwangerschaft (Belete
et Saravanan, 2020). Die in der Literatur beschriebenen Zahlen fir
symptomatische und asymptomatische Harnwegsinfekte bei schwangeren
Frauen in unterschiedlichen afrikanischen Landern variieren zwischen 14,6 %
und 55 % (Masinde et al., 2009; Okonko, I. O. et al., 2009; Oladeinde et al.,
2015; Tadesse et al., 2014).

4.5.2. Einfluss urogenitaler Infektionen auf den POC-CCA
Einige aktuelle Studien geben Hinweise auf modgliche Zusammenhange
zwischen falsch positiven POC-CCA Ergebnissen und urogenitalen Infektionen.
Marti et al. beschreiben diesen Zusammenhang bei einer kleinen Stichprobe
von Personen ohne vorherigen Aufenthalt in einem Schistosomen-Endemie-
Gebiet (Marti et al., 2020). Zusatzlich dazu beschreiben auch Homsana et al.
einen signifikanten Zusammenhang zwischen urogenitalen Infektionen und
abweichenden POC-CCA Ergebnissen in einem Endemie-Gebiet der
Schistosomenarten Schistosoma mekongi und Schistosoma mansoni in
Kambodscha (Homsana et al., 2020). Auch der Hersteller (Rapid Medical

Diagnostics, Pretoria, Stidafrika) gibt dies als einen der limitierenden Faktoren
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des POC-CCA im Benutzerhandbuch des Schnelltests an (Rapid Medical
Diagnostics, 13.12.2018).

4.5.3. Urogenitale Infektionen in der Studienpopulation
In der Untersuchung ,POC-CCA in Pregnancy” wurde in der primaren
Fragestellung der Urin der Untersuchungsteilnehmerinnen mithilfe eines Dip-
Stick auf Leukozyten, Nitrit, Erythrozyten und Proteine untersucht. Um die
Beeinflussung der POC-CCA Testergebnisse durch einen Harnwegsinfekt in
dieser Untersuchung naher zu bestimmen, wurden sechs Frauen nach Ende
der Schwangerschaft erneut durch Dip-Stick und POC-CCA Test auf
Infektionen untersucht. Dieser Zeitpunkt wurde gewahlt, um die Beeinflussung
der POC-CCA Ergebnisse durch die urogenitale Infektion ohne den
nachgewiesen storenden Einfluss der Schwangerschaft bewerten zu konnen.
Ein weiterer Vorteil davon, diesen Zeitpunkt fur die Untersuchung von
Harnwegsinfektionen zu wahlen, ist die Mdglichkeit, positive und negative POC-
CCA Ergebnisse von Frauen mit unterschiedlichem Dip-Stick Befund
miteinander vergleichen zu konnen. Betrachtet man die Ergebnisse der drei
Frauen mit Leukozyten im Urin, also einem Indikator auf einen mdoglichen
Harnwegsinfekt, so weisen alle einen negativen POC-CCA Test auf. Es handelt
sich also um ein im Vergleich mit den Referenztests ,richtig-negatives”
Ergebnis. Im Gegensatz dazu weisen zwei Frauen ohne Leukozyten im Urin
und somit vermutlich ohne bakterielle Infektion einen positiven POC-CCA Test
auf. Im Vergleich mit den Referenztests handelt es sich also um ein ,falsch-
positiv‘ bewertetes Ergebnis. Betrachtet man zusatzlich die Dip-Stick
Ergebnisse der Frauen vor der Entbindung, so liegen die Mittelwerte der G-
Score Ergebnisse bei Schwangeren mit und ohne Harnwegsinfekt bei 6,5. Da
der Mittelwert des POC-CCA Ergebnisses in beiden Gruppen identisch ist, kann
eine starkere Beeinflussung durch urogenitale Infekte in dieser Untersuchung
ausgeschlossen werden. Es besteht also kein offensichtlicher Zusammenhang
zwischen hoheren Ergebnissen im G-Score des POC-CCA Tests und einem
hohen Leukozytenbefund im Dip-Stick. Auf Basis dieser Daten kann davon

ausgegangen werden, dass in dieser Studienpopulation keine relevante
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Beeinflussung der POC-CCA Ergebnisse durch Harnwegsinfekte vorliegt. Diese
Schlisse haben jedoch aufgrund der geringen Datenbasis nur eine niedrige
Aussagekraft und mussten in Studien mit mehr Teilnehmern bestatigt werden.
Um eine genauere Aussage treffen zu kdnnen, ware es zu empfehlen, neben
dem Dip-Stick Test mit niedriger Sensitivitat und Spezifitat noch eine Urinkultur
anzulegen, um eine spezifischere Urindiagnostik zu erreichen. Dabei ware es
interessant zu untersuchen, ob eine Kreuzreaktion in diesem Bereich
moglicherweise mit bestimmten Bakterienstammen zusammenhangen konnte.
Als weiterer Parameter, um Infektionen im Urogenitaltrakt zu erfassen, gilt das
Nitrit, ein spezifischer Parameter fur Nitrit-bildende Bakterien. Dieser ist zwar
erhoben worden, jedoch lasst sich durch die geringe Anzahl an positiven
Befunden (2) keine Aussage treffen. Bei allen hier aufgefuhrten Frauen handelt
es sich bei den durch die Dip-Stick Diagnostik vermuteten Harnwegsinfekte um
asymptomatisch verlaufende Infektionen. Dies wurde bei Aufnahme in die
Studie Uber eine Befragung gepruft, da nur gesunde Schwangere den
Einschlusskriterien entsprachen. Zusammenfassend Ilasst sich zu diesem
Thema sagen, dass hier keine ausreichende Datenbasis vorliegt. Die aktuelle
Literatur zu diesem Thema lasst keine endgultigen Aussagen zu. Homsana et
al. zeigen die mdgliche Kreuzreaktion zwar anhand einer grof3eren Stichprobe,
die Kreuzreaktion zeigt sich jedoch nur in einem Modell, in welchem ,Trace®-
Ergebnisse im POC-CCA als positiv gewertet werden. (Homsana et al., 2020).
Die Bewertung der ,Trace“-Ergebnisse ist in der Literatur umstritten, wird jedoch
meistens als negatives Ergebnis gewertet. In der ,POC-CCA in Pregnancy*-
Untersuchung werden ,Trace“-Ergebnisse entsprechend der Ubergeordneten
freeBILy-GAB-Studie als negativ gewertet. Weitere Studien zu diesem Thema
wie die Arbeit von Marti et al. arbeiteten ebenfalls mit einer zu geringen
Datenbasis, um allgemeingultige Aussagen treffen zu kdénnen (Marti et al.,
2020). Um den POC-CCA Test besser fur den Einsatz in S. haematobium-
Endemie-Gebieten zu evaluieren, sind somit noch gréfier angelegte Studien zur

Interaktion des Tests mit Harnwegsinfekten notig.
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4.6. POC-CCA zur Diagnostik bei Sauglingen

4.6.1. Infektion mit Schistosomen bei Sauglingen in der Literatur
Infektionen mit Schistosoma haematobium im fruhen Kindesalter ricken in den
letzten Jahren weiter in den Fokus der Wissenschaft. Vor allem der Zeitpunkt
der Erstinfektion sowie die Pravalenz bei Sauglingen und Kleinkindern sind
weiterhin Schwerpunkt aktueller Forschung. In einer grofden systematischen
Auswertung von Studien kommen Kalinda, Mindu et al. auf eine kumulative
Pravalenz von 15% fur S. haematobium-Infektionen in der Altersgruppe unter
sechs Jahren in Subsahara-Afrika (Kalinda et al., 2020). Erste Infektionszeichen
werden von Bosompem et al. ab dem Alter von zwei Monaten beschrieben.
Dabei handelt es sich jedoch um den Nachweis von Parasiten-Antigenen durch
einen Dip-Stick ELISA Test, also einem Nachweis von Erreger-Antigenen im
Urin mittels spezifischer Antikdrper. Ein direkter Nachweis gelang erst bei vier
Monate alten Sauglingen mittels Mikroskopie (Bosompem et al., 2004). Fur die
Studienregion in Lambaréné selbst gibt es bis dato keine Daten zu Infektionen

mit S. haematobium in dieser Altersgruppe.

4.6.2. POC-CCA Diagnostik bei Sauglingen
Die Verwendung der POC-CCA Tests zur Diagnostik der Schistosomiasis im
Sauglings- und Kleinkindalter wurde durch Stothard et al. in einem S. mansoni
Endemie-Gebiet in Uganda vorbeschrieben. Bei Sauglingen im Alter von sechs
Monaten war es moglich CCA-Antigene durch den POC-CCA Test zu
detektieren. Die Intensitat der Testergebnisse dieser Studie zeigt eine
steigende Tendenz mit zunehmendem Alter. Wahrend ein sechs Monate alter
Saugling noch ein ,Trace“-Ergebnis aufwies, zeigten die neun Monate alten
Kinder einen V-Score von ,1% Den Autoren war es jedoch nicht mdglich,
Infektionen zu einem solch frihen Zeitpunkt mit dem von der WHO
empfohlenen Goldstandard, der Mikroskopie, zu bestatigen. Der erste
mikroskopische Nachweis von Eiern der Spezies gelang in der Studie von
Stothard et al. ab einem Alter von neun Monaten, wahrend Ubereinstimmende

Ergebnisse aller in der Studie verwendeten Tests (Antikdrpernachweis,
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Antigennachweis, Mikroskopischer Nachweis von Eiern im Stuhl) erst ab einem
Alter von drei Jahren madglich war. Trotz dieser Differenzen in den Zeitpunkten
erster Infektionsnachweise zwischen den unterschiedlichen Diagnostika
empfehlen Stothard et al. den POC-CCA Test zur Anwendung in dieser
Altersgruppe (Stothard et al., 2011). In der Studie ,POC-CCA in Pregnancy”
wurden neben den Miuittern auch deren im Rahmen der Studie geborenen
Sauglinge untersucht. Da die Datenlage bezuglich Erstinfektionen bei
Sauglingen mit S. haematobium-Infektionen gering ist, sollten mit dieser
Untersuchung neue Erkenntnisse flr die Studienregion in Lambaréné (Gabun)
gewonnen werden. Im Laufe der Datenerhebung konnten sieben Sauglinge im
Alter zwischen sechs und neun Monaten untersucht werden. Die S.
haematobium-Diagnostik zeigte hier unerwartete Ergebnisse. Alle untersuchten
Sauglinge wurden durch den POC-CCA Test als ,positiv‘ auf S. haematobium
getestet. Es konnte jedoch bei keinem der Sauglinge eine Infektion mit S.
haematobium durch die Referenzdiagnostik nachgewiesen werden. Alle
Sauglinge wurden im hochsensitiven UCP-LF CAA Test, welcher hier als
Referenzdiagnostik genutzt wurde, negativ auf eine S. haematobium-Infektion
getestet. Auf Grund der nachgewiesenen hohen Sensitivitat des UCP-LF CAA
Tests kann davon ausgegangen werden, dass die Neugeborenen nicht mit S.
haematobium infiziert sind. Somit geben diese Ergebnisse einen Hinweis auf
eine mogliche Kreuzreaktion des POC-CCA Tests mit ,falsch-positiven®

Ergebnissen im Sauglingsalter.

Die genaue Ursache der positiven POC-CCA Ergebnisse bei Sauglingen in der
vorliegenden Arbeit lasst sich auf Basis der vorliegenden Daten nicht erklaren.
Eine Hypothese ware eine Ubertragung von Parasiten-Antigenen Uber die
Muttermilch auf den S&ugling. Dass eine Ubertragung von Antigenen mdglich
ist, wurde in der Vergangenheit schon von anderen Studien aufgezeigt. In der
Studie von Petralanda et al. wurde eine Ubertragung von Antigenen der
Nematoden-Spezies Onchocerca volvulus Uber die Muttermilch von der Mutter
auf den Saugling nachgewiesen (Petralanda et al., 1988). Nimmt man an, dass
auch das CCA-Antigen Uber die Muttermilch von der Mutter auf den Saugling

Ubertragen werden kann, so ware dies ein moglicher Mechanismus zur
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Erklarung der positiven POC-CCA Tests bei den Sauglingen. Gegen diese
Hypothese spricht, dass das Antigen bei den Mduttern zu diesem Zeitpunkt
entweder gar nicht mehr oder nur noch in ,Trace“-Konzentrationen
nachgewiesen werden konnte. Zwei der Mutter gaben aufRerdem an, ihren
Saugling nicht mit Muttermilch, sondern mit Milchersatzprodukten zu ernahren.

Trotz dieser Angabe zeigten beide Sauglinge einen positiven POC-CCA Test.

Als weitere Hypothese konnte man auf Basis der Daten davon ausgehen, dass
die Kreuzreaktion in der Schwangerschaft vom Fetus ausgeht. Da die Mutter
nach der Geburt ein negatives POC-CCA Ergebnis hatten, wahrend die
Sauglinge zum Teil bis zehn Monate nach der Geburt noch ,falsch-positive*
POC-CCA Ergebnisse aufwiesen, ware somit eher von einer Ubertragung aus
dem fetalen Organismus auf den mitterlichen (fetomaternale Ubertragung)
auszugehen. Physiologischer weise kommt es in einer Schwangerschaft zu
einem Austausch von Blutbestandteilen zwischen Mutter und Fetus — somit
wéare eine Ubertragung eines kreuzreaktiven Bestandteils aus dem fetalen
Organismus ins miutterliche Blut denkbar (Schréder, 1975). Nach der
Schwangerschaft fallt dieser direkte Ubertragungsweg zwischen Mutter und
Kind weg, und die Kreuzreaktion kann bei den Muittern weniger nachgewiesen
werden, wahrend die Sauglinge weiter ,falsch-positiv‘ getestet werden. Diese
Vermutung musste jedoch durch spezifische Belege erganzt werden. Es ware
wichtig, mdgliche kreuzreaktive Molekile der Sauglinge zu identifizieren. Die
hier gezeigten Ergebnisse sind ein wichtiger Hinweis auf bestehende
Forschungslucken in diesem Bereich. Die Relevanz zeigt sich vor allem im
Hinblick auf zuklnftige Anstrengungen zur Elimination der Schistosomiasis.
Fachartikel wie von Soisa-Figueiredo et al. zeigen den vermehrten Fokus auf
Mass-Drug-Administration (MDA) - Programme fur Kinder im Kleinkind- und
Sauglingsalter (Sousa-Figueiredo et al., 2010). Eine Kreuzreaktion mit vermehrt
positiven Ergebnissen in dieser Altersgruppe konnte somit in Zukunft zu
unnoétiger Medikamentenapplikation bei nicht infizierten Kindern fiihren. Dies
unterstreicht die Relevanz vermehrter Forschungsanstrengungen. Vor allem
ware es wichtig, mehr Uber die Fortdauer der positiven POC-CCA Ergebnisse

zu erfahren, um ein Mindestalter fir den Test festzulegen. In dieser Studie
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wurden Sauglinge bis ins Alter von zehn Monaten erfasst, jedoch konnte bis zu
diesem Zeitpunkt keine Reduktion der POC-CCA Ergebnisse festgestellt

werden. Eine langer andauernde Studie mit mehr Probanden ware hier notig.

4.7. Experimentelle Untersuchungen

4.7.1. Lagerung
Um einen weiteren Einflussfaktor auf die Ergebnisse des POC-CCA zu
evaluieren, wurde der Einfluss der Lagerungsbedingungen auf die Proben
untersucht. Ausgewahlt wurden die Bedingungen, denen die Proben im
Laboralltag ausgesetzt sind. Dabei handelt es sich um
Klhlschranktemperaturen von 4°C, sowie die Gefrierschranktemperatur von
-20°C flr langerfristige Lagerung. Im Handbuch des Herstellers wird eine
unbedenkliche Lagerungszeit der Proben von mindestens sieben Tagen bei 4°C
und von einem Jahr bei -20°C angegeben (Rapid Medical Diagnostics,
13.12.2018). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigen zwar
grundsatzlich die vom Hersteller im Handbuch angegebenen Empfehlungen,
dennoch sind die Ergebnisse erwahnenswert. Nach der siebentagigen
Lagerung wurden bei beiden Lagerungsbedingungen leichte Abweichungen
vom G-Score der initialen Messung festgestellt. Bei Lagerungsbedingungen von
4°C liegt die Abweichung bei bis zu drei G-Score Zahlern. Diese maximale
Abweichung wurde jedoch nur in einer der zehn untersuchten Proben erreicht.
In diesem einen Fall wurde damit eine vor der Lagerung negative Probe nach
der Lagerung als positiv gewertet. Der Einfluss durch die Lagerung bedingt hier
also einen relevanten Unterschied im Endergebnis. In den restlichen funf Fallen
mit  abweichenden Ergebnissen kam es lediglich zu geringen
Intensitatsschwankungen der Testlinie und damit zu keiner Veranderung im
Endergebnis. Bei Lagerungsbedingungen von -20°C kam es zu maximalen
Abweichungen im G-Score von zwei Stufen bei drei Proben. Keine dieser
Intensitatsschwankungen flihrte hier zu einer relevanten Anderung des
Endergebnisses vor und nach der Lagerung. Damit ware auf Basis dieser

Studie eine Lagerung bei -20°C empfohlen, da so eine bessere Konservierung
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der Ergebnisse moglich ist. Bei Interpretation von Abweichungen in diesem
Rahmen ist jedoch die untersucherabhangige Testlinieninterpretation nicht zu
vernachlassigen. Trotz der hohen Standardisierung beim Ablesen der
Ergebnisse im G-Score durch Vergleichstestkassetten sind die Ergebnisse
weiter untersucherabhangig. Es gibt unterschiedliche Ansatze, dieses Problem
zu verringern. Wie bereits in der Studie von Casacuberta-Partal et al. gefordert,
ware die Etablierung eines autonomen Readers zur untersucherunabhangigen
Interpretation der Intensitaten erstrebenswert (Casacuberta-Partal et al., 2019).
Ob dies auf langere Sicht praktikabel ware, ist jedoch anzuzweifeln. Einer der
grolen Vorteile des POC-CCA ist seine einfache Anwendung. Der Test kann
ohne groflieren technischen Aufwand in entlegene Gebiete transportiert und vor
Ort ohne weitere Hilfsmittel angewendet werden. Dabei kommt der Test
komplett ohne weitere Anforderungen an die Umgebung aus. Wirde man
standardmalig einen Reader etablieren, ware zumindest ein Stromanschluss
zur Verwendung des Tests notig. Damit warde der Test an Flexibilitat verlieren.
Zu diesem Thema lasst sich abschliel3end sagen, dass sich die Abweichungen
der Testergebnisse in beiden Lagerungsbedingungen in einem geringen und

somit tolerierbaren Rahmen bewegen.

4.7.2. Abtrennung verunreinigender Proteine
Um einen ersten Vorstol3 in Richtung der Aufklarung der Kreuzreaktionen bei
Schwangeren zu unternehmen, wurde in dieser Studie ein experimentelles
Verfahren erprobt. Hierbei handelte es sich um die Behandlung des
Probenurins mit Trichloressigsaure (TCA) zur Fallung von Proteinbestandteilen
im Urin. Das Verfahren wird schon standardisiert beim UCP-LF CAA Test zur
Aufreinigung von Proben angewendet (Corstjens et al., 2014). In einem ersten
Schritt wurde die Methode anhand der vom Hersteller gelieferten CCA-
Testreagenzien evaluiert. Dabei handelt es sich um vom Hersteller genormte
Substanzen zur regelmafRigen Testevaluation. Bei der Behandlung der
Testreagenzien konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit TCA
grundsatzlich mdglich ware und die Ergebnisse durch die Behandlung in ihrer

Aussage nicht verfalscht werden. Die einzige quantitative Veranderung des
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Ergebnisses — im Vergleich zu den mit den unbehandelten Testreagenzien
durchgefiuihrten Tests — war eine Abnahme der Intensitat der Testlinie. Dabei
handelte es sich jedoch vermutlich um ein Artefakt, welches durch die leichte
Verdunnung durch Zugabe der Reagenzien zustande kam. Zusatzlich zeigten
sich einzelne Testlinien am Rand etwas ausgewaschen (Siehe Abb. 7). Dies
konnte bedeuten, dass die Probe nicht gleichmaRig durch den
Nitrocellulosestreifen gelaufen war. Die Linien blieben jedoch gut lesbar.

Nach dieser initialen Evaluation der Methode wurden Urinproben der
Studienteilnehmerinnen in einem zweiten Schritt mit TCA behandelt und parallel
zum unbehandelten Urin im POC-CCA getestet. Betrachtet man nun die
Ergebnisse der Untersuchung der Probenurine, so zeigte sich ein von den
Ergebnissen der unbehandelten Urinproben deutlich abweichendes Resultat.
Bewertet man ,Trace“-Ergebnisse in der Untersuchung als negativ, so kam es
zu einem massiven Verlust der Sensitivitat. Aus 13 durch die Referenztests
nachgewiesen positiven Proben wurde nur eine nach der Behandlung mit TCA
durch den POC-CCA als positiv erkannt. Bewertet man ,Trace“-Ergebnisse als
positiv, was auf Basis der oben beschriebenen Intensitatsverluste vertretbar
ware, so steigt die Sensitivitat des Tests bei behandelten Proben wieder an.
Nach der TCA-Behandlung wurden dann sechs von 13 Proben als richtig positiv
erkannt, und somit eine Sensitivitat von 46 % und eine Spezifitat von 67 %

erreicht.

Zusammenfassend lasst sich somit feststellen. Im standardisierten Versuch mit
den vom Hersteller genormten Probesubstanzen zeigte die TCA-Behandlung
keine Beeinflussung der Ergebnisse des POC-CCA. In der proteinfreien
Flussigkeit nahm die Behandlung keinen Einfluss auf die Feststellung des CCA-
Antigens durch den Test. Somit ware ein Reinigungsschritt mittels TCA zur
Fallung von Proteinen theoretisch moglich. Die Implementierung der Methode
auf Probenurin lasst jedoch noch viele Fragen offen. Betrachtet man die
Ergebnisse, so sieht man zwar eine Reduktion der falsch-positiven Ergebnisse,
jedoch ist dies begleitet durch eine starke Reduktion der Sensitivitat (also der
richtig negativen Ergebnisse). Der Test zeigt also mit TCA-behandeltem

Probenurin keine ausreichende Sensitivitat. Auch lasst sich keine Aussage
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dazu treffen, ob die Reduktion der falsch-positiven Ergebnisse durch
Eliminierung der kreuzreaktiven Substanz oder durch andere Effekte der
Behandlung zustande kam. Zur weiteren Evaluation der Methode ware es also
von grof3em Vorteil ,Trace“-Ergebnisse besser klassifizieren zu konnen. Seit
der Etablierung des POC-CCA Tests als Diagnostisches Mittel fur S. mansoni
wurde in der Literatur immer wieder tGber den Umgang mit ,Trace“-Ergebnissen
sowie Uber mdgliche Kreuzreaktionen diskutiert. Mittlerweile wurde zum Thema
der ,Trace“-Ergebnisse ein vielversprechender Losungsansatz prasentiert.
,1race“-Ergebnisse lassen sich nach neuen Erkenntnissen durch Konzentration
des Urins vor der Applikation auf die Testkassette deutlich sicherer bewerten.
Dies wurde als gutes Mittel zur Erhéhung der Sensitivitat beschrieben (Coelho
et al., 2016; Grenfell et al., 2018). Ein weiterer Schritt ware also, die Methode
zur Fallung von Proteinen mit einer hoheren Konzentrierung des Urins zu
verbinden, um so die vielen ,Trace“-Ergebnisse besser bewerten zu konnen.
Mit einem solchen Schritt ware es mdglich, Unterschiede in der Konzentration
der Proben auszugleichen und ,Trace“-Ergebnisse besser zu klassifizieren. Um
eine klare Aussage zum Nutzen der Methode treffen zu kdnnen, sind also noch

weitere Untersuchungen natig.
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5. Zusammenfassung

Zur Elimination der Schistosomiasis, als einer der schwerwiegendsten
parasitaren Erkrankungen des globalen Sudens, sind genaue und einfach
bedienbare Diagnostika von zentraler Bedeutung. Das Ziel der ,POC-CCA in
Pregnancy“-Untersuchung war es, festzustellen, ob die Schwangerschaft selbst
bzw. mit der Schwangerschaft assoziierte Faktoren ursachlich fur die erhohte
Rate an falsch-positiven Schistosomiasis POC-CCA Testergebnissen ist. Der
POC-CCA ist ein einfach zu handhabender, urinbasierter Schnelltest zur
Detektion von Schistosomeninfektionen und damit ein vielversprechendes
Werkzeug im Kampf gegen die Schistosomiasis. Durch den Vergleich
diagnostischer Ergebnisse der Probandinnen wahrend und nach der
Schwangerschaft konnte ein erster Hinweis auf einen Zusammenhang
zwischen falsch-positiven Ergebnisse und der Schwangerschaft gefunden
werden. Die starke Reduktion der ,falsch-positiven® Ergebnisse nach der
Entbindung weist auf eine Beeinflussung des POC-CCA Tests durch die
Schwangerschaft hin. Um dabei andere Einflussfaktoren auszuschliefl3en,
wurden alle Teilnehmerinnen auf bestehende parasitare sowie bakterielle
Infektionen untersucht. Eine Beeinflussung durch Harnwegs- und parasitare

Infektionen konnte ausgeschlossen werden.

Die zweite Fragestellung lautete, in welchem Alter sich Sauglinge in der lokalen
Population erstmals mit Schistosomen infizieren. Die Sauglinge der
Teilnehmerinnen wurden daflr ebenfalls parasitologisch untersucht.
Hervorzuheben ist, dass uberraschend alle Sauglinge durch den POC-CCA
Test positiv getestet wurden, wobei eine Infektion mit S. haematobium durch die
Referenzdiagnostik (UCP-LF CAA) sicher ausgeschlossen werden konnte. Dies
lasst die Vermutung zu, dass auch unter Neugeborenen und Sauglingen eine
Kreuzreaktion des POC-CCA Tests vorlag. Diese Zusammenhange wurden in
dieser Studie erstmals beschrieben und mussen zur vollstandigen Aufklarung

weiter untersucht werden.

Im experimentellen Anteil der Studie wurde erstmals eine TCA-Behandlung von
Probenurin beim POC-CCA Test durchgefuhrt. Es konnte gezeigt werden, dass
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diese Methode grundsatzlich anwendbar ware, es jedoch weiterer Forschung

bedarf, um den Nutzen der Methode zu evaluieren.

Durch die Ergebnisse der ,POC-CCA in Pregnancy‘-Untersuchung ist es
moglich, vermutete Hypothesen zur Kreuzreaktivitat zu bestatigen und neue
Erkenntnisse zum Einsatz des POC-CCA Tests bei Schwangeren und
Sauglingen zu gewinnen. Trotz der geringen StichprobengroRe gibt die
Untersuchung relevante Anstofle fur mogliche zukunftige Studien zur
Entwicklung einer einfach zu handhabenden und sensitiven Methode in der

Diagnostik der Schistosomiasis.
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