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1 Einleitung

1.1 Definition der Schistosomiasis

Die Schistosomiasis (Bilharziose) umfasst eine Gruppe von Krankheiten, die durch
humanpathogene Trematoden der Familie Schistosomatidae verursacht werden.
Man unterscheidet nach dem Krankheitsbild und der Lokalisation der Schistosomen
zwei Hauptformen (Davis, 1996; Loscher et al., 2000; Gryssels et al., 2006; Richter
et al., 2010).

e Die Blasenbilharziose, verursacht durch Schistosoma haematobium

e Die Darmbilharziose hervorgerufen durch Schistosoma mansoni, Schistosoma
japonicum, Schistosoma intercalatum und Schistosoma mekongi
Die Infektion des Menschen erfolgt bei Gewasserkontakt durch Eindringen von
Schistosomen-Zerkarien in die Haut.
Die Schistosomiasis stellt weltweit die bedeutenste Wurmerkrankung dar und gehort
zu den wichtigsten Tropenkrankheiten. Die Weltgesundheitsorganisation schatzt die
Zahl der Infizierten auf mehr als 200 Millionen Menschen (Steinmann et al., 2006;
WHO 2010).
Nach dem deutschen Arzt Theodor Bilharz, der 1851 S. haematobium im
BlutgefalRsystem des Menschen im Kasr el Aini Hospital in Kairo entdeckte, wird die
Schistosomiasis auch als Bilharziose bezeichnet (Davis, 1996; Eckert, 1998). Die
Krankheitsbilder der Schistosomiasis sind schon lange bekannt, so wird z.B. von
,blutigem Urin“ in altagyptischen Papyri berichtet und in 3000 Jahre alten
agyptischen Mumien konnten verkalkte Schistosomen-Eier nachgewiesen werden.
(Loscher et al., 2000).

1.2 Erreger und Entwicklungszyklus

Die Schistosomen gehdren innerhalb des Stammes der Plathelminthen (Plattwirmer)
zur Klasse der Trematoden (Saugwiurmer). Man unterscheidet funf verschiedene
humanpathogene Schistosomenarten (Mahmoud et al., 1990; Mahmoud, 1992;
Davis, 1996).

e Schistosoma mansoni

e Schistosoma haematobium

e Schistosoma japonicum



e Schistosoma intercalatum

e Schistosoma mekongi

Sie sind getrenntgeschlechtlich und der Entwicklungs- und Lebenszyklus stimmt bei
den verschiedenen Arten im Wesentlichen Uberein (Ldscher et al.,, 2000).
Ausgewachsene Schistosomen sind 6-26 mm lange Wdurmer, bei denen das
Mannchen hellgrau und das Weibchen dunkelgrau bis schwarz erscheinen
(Mahmoud et al.,, 1990). Die Schistosomen ernahren sich von Blut, dessen
Verdauungsruckstand als schwarzbraunes Pigment ausgesto3en wird (Vogel et al.,
1975; Richter et al., 2010). Die ausgewachsenen weiblichen Schistosomen sind
langer als die mannlichen Wurmer; sie sind von zylindrischer Form und ihr
Intestinaltrakt ist von verdauten Erythrozyten charakteristischer Weise schwarz
gefarbt (Mahmoud et al., 1990). Das Mannchen ist blattformig und formt mit den
Seitenrandern seines Korpers eine ventrale Rinne (Canalis gynaecophorus) aus, in
der das mehr fadenféormige Weibchen aufgenommen wird (Abb. 1) (Cline, 1989;
Eckert, 1998; Richter et al., 2010). Oral und ventral besitzen die Schistosomen einen
Saugnapf, wobei diese zur Anheftung an das GefalRendothel dienen. Die
Mundoffnung liegt zentral im Bereich des oralen Saugnapfes, die in einen kurzen
Osophagus miindet und in zwei Darmschenkel aufzweigt. Diese vereinigen sich im
distalen Bereich und enden blind (Cline, 1989; Mahmoud et al., 1990; Davis, 1996;
Richter et al., 2010).

Abbildung 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Schistosomen-Parchens
(Mehlhorn et al. 1983)

Die einzelnen Schistosomen-Arten lassen sich aufgrund morphologischer Kriterien

voneinander unterscheiden (Tab. 1) (Loscher et al., 2000). Die adulten mannlichen



Schistosomen enthalten 4-8 Testes, die dorsal und posterior des ventralen
Saugnapfes angeordnet sind. Bei den weiblichen Wirmern kann zur Artdiagnose die
Lokalisation der Ovarien, die Grolke des Uterus und die Anzahl der Eier
hinzugezogen werden (Mahmoud et al., 1990; Loscher et al., 2000; Richter et al.,
2010).

Tabelle 1: Morphologische Merkmale der humanpathogenen Schistosomenarten
(Léscher et al., 2000)

S. mansoni | S .japonicum | S .intercalatum | S. mekongi | S. haematobium

Mannliche Adulte

Lange x 6-13 x 12-20 x 11-14 x 6-15 x 10-15 X
Dicke Tmm 0,5 mm 0,4 mm 0,4 mm 1 mm
Tegument hockerig glatt hockerig glatt feinhdckerig
Testes 4-13 6-7 4-6 6-7 2

Weibliche Adulte

Lange x 7-17 x 12-28 x 10-14 x 6-20 x 20-26 x

Dicke 0,25 mm 0,3 mm 0,2 mm 0,25 mm 0,25 mm

Lage der in der in der in der hinteren in der im hinteren

Ovarien vorderen Korpermitte Korperhalfte vorderen Koérperdrittel
Korperhalfte Korperhalfte

Eizahl im 1-2 50-200 5-50 >50 10-100

Uterus

Eier

Form spindelférmig | rundelliptisch | spindelférmig rundelliptisch | spindelférmig mit
mit Seiten- ohne Stachel |mit Endstachel |ohne Stachel |Endstachel
stachel

GroRe 115-170 x 70-100 x 140-240 x 50-65 x 110-170 x
40-70 um 50-65 ym 50-85 um 30-50 ym 40-70 ym

Das Integument der Schistosomen besteht aus einem Synzytium, dessen Oberflache
von einer doppelten Plasmamembran begrenzt ist (Mahmoud, 1992; Ldoscher et al.,
2000). Jede dieser Membranen hat eine Dicke von ca. 7 nm. Aufgrund der
intravasalen Lebensweise sind die Schistosomen der Immunabwehr besonders

ausgesetzt. Um sich vor dieser zu schutzen, lagern sie wirtseigene Molekule in ihre




Oberflache ein und sind somit flir das Immunsystem nicht zu erkennen (Mahmoud et
al., 1990; Mahmoud, 1992).

Die adulten Wirmer halten sich in der Regel paarweise im Lumen von Blutgefallen
auf. Je nach Art sind sie bevorzugt in den mesenterialen Venengeflechten (S.
mansoni, S. japonicum, S. intercalatum, S. mekongi) oder in den Venengeflechten
der Harnblase und Venen des kleinen Beckens (S. haematobium) lokalisiert (Cline,
1989; Mahmoud et al., 1990; Davis, 1996; Richter et al., 2010).

Die reifen Schistosomeneier enthalten jeweils ein Mirazidium (Wimpernlarve) und
besitzen je nach Art einen lateralen oder terminalen Stachel (Tab. 1). Die Eischale
besteht aus vernetzten Proteinen, die einen Stoffwechselaustausch des Mirazidiums
mit seiner Umgebung ermoglichen und das Ei vor der Immunabwehr schutzen
(Mahmoud et al., 1990; Davis, 1996).

Die geschlechtsreifen Weibchen verlassen das Mannchen und legen taglich, je nach
Art, etwa 100-3500 Eier in die engen Kapillaren. Die tagliche Eiproduktion liegt bei S.
haematobium bei ca. 240, bei S. mansoni bei ca. 300, bei S. japonicum bei ca. 3000
und S. intercalatum bei ca. 200 Eiern (Cline, 1989; Mahmoud et al., 1990; Davis,
1996). Diese reifen innerhalb von ca. 6-10 Tagen heran und bleiben ungefahr 3
Wochen lebensfahig (Mahmoud et al.,, 1990). In den Gefalken liegen die Eier
kettenformig aneinandergereiht. Einem Teil der Eier gelingt es in das Endothel und
das umliegende Gewebe zu penetrieren und sie gelangen somit in das Lumen des
Darms und/oder der Harnblase. Am Penetrationsvorgang sind Enzyme beteiligt, die
vom Mirazidium produziert und durch Mikroporen in der Eischale in die Umgebung
ausgeschieden werden (Mahmoud, 1992; Eckert, 1998). Uber die Stuhl- bzw.
Harnausscheidung gelangen die Eier an die Aulenwelt (Mahmoud et al., 1990).
Gelangen die Schistosomeneier auf diesem Weg in StRwasser, schlupfen die reifen
Mirazidien aus der Eihulle (Cline, 1989; Mahmoud et al., 1990). Der Schllpfvorgang
wird durch Sonnenlicht stimuliert. Weiterhin sind die geeignete Temperatur (18-
35°C), Salzkonzentration und pH-Bedingungen von Bedeutung (Mahmoud et al.,
1990). Den Zwischenwirt finden die Mirazidien Uber chemotaktisch wirkende
Molekule, die von den Schnecken abgesondert werden (Mahmoud et al., 1990).
Nach Kontakt mit der fur jede Schistosomen-Art spezifischen SuRwasserschnecke
penetriert das Mirazidium die Weichteile und wandelt sich in die primare Sporozyste
um. Die Sporozyste ist von schlauchférmiger Gestalt und mit zahlreichen Keimzellen

geflullt. Nach der Reifung rupturiert die primare Sporozyste und setzt aus den



Keimzellen die sekundaren Sporozysten frei. Diese wandern in die Leber und
Ovotestis der Schnecken und produzieren dort zahlreiche Zerkarien, die nach ca. 3-6
Wochen in das Wasser ausschwarmen (Cline, 1989; Mahmoud et al., 1990; Dauvis,
1996).

Die 400-600 uym langen Zerkarien bestehen aus einem kopfartigen Koérper, mit einem
oralen und ventralen Saugnapf und einem langen gegabelten Schwanz. Die
Saugnapfe dienen der Anhaftung an der Haut des Endwirts (Loscher et al., 2000).
Die positiv phototaktischen frei umherschwimmenden (S. haematobium und S.
mansoni) oder an der Wasseroberflache haftenden (S. japonicum) Zerkarien dringen
bei Kontakt mit menschlicher Haut mit Hilfe ausgeschiedener proteolytischer Enzyme
und aktiver Bewegung in diese ein (Cline, 1989; Mahmoud, 1992; Richter et al.,
2010). Wahrend des Penetrationsvorgangs werden der Schwanz und die
oberflachliche Glykokalix abgestreifft und es kommt zur Umwandlung zum
Schistosomulum (Mahmoud et al., 1990; Mahmoud, 1992; Richter et al., 2010).
Dieses Dbesitzt, wie die adulten Schistosomen, ebenfalls eine doppelte
Plasmamembran (Mahmoud et al., 1990; Mahmoud, 1992; Davis, 1996). Diese
schitzt die Schistosomula gegen die lytische Aktivitat des Komplementsystems im
menschlichen Organismus, welches durch IgM aktiviert werden kann (Loscher et al.,
2000). Nach der Durchwanderung des subkutanen Gewebes gelangen die
Schistsomula in die vendsen Kapillaren oder Lymphgefalle und wandern Uber den
vendsen Kreislauf und das rechte Herz in die Lunge (Cline, 1989; Mahmoud et al.,
1990; Davis, 1996). Hamatogen gelangen sie nun in die intrahepatischen
Aufzweigungen der Leber, wo die Schistosomula zu adulten Wurmern
heranwachsen. Kurz vor dem Erreichen der Geschlechtsreife kommt es zur Paarung
von Mannchen und Weibchen. AnschlielRend wandern die Schistosomen retrograd in
die Mesenterialvenen bzw. in das Venengeflecht des kleinen Beckens (Cline, 1989;
Mahmoud et al., 1990; Davis, 1996; Loscher et al., 2000; Richter et al., 2010).

Die Prapatenzzeit betragt je nach Schistosomenart 4-10 Wochen. Die Lebenszeit der
Schistosomen betragt ca. 3-5 Jahre (Mahmoud et al., 1990; Davis, 1996).



1) Mannchen und Weibchen

3) Mirazidium

4) Sporozyste im Zwischenwirt

6) Tochtersporozyste
7) Zerkarie

Abbildung 2: Entwicklungszyklus von Schistosoma mansoni nach Piekarski, 1973

1.3 Zwischenwirt

Zwischenwirte von S. mansoni, S. haematobium und S. intercalatum sind rein
aquatisch lebende Lungenschnecken (Vogel et al., 1975; Ldscher et al., 2000;
Richter et al., 2010).

Alle Zwischenwirte fur S. mansoni gehoren der Gattung Biomphalaria an und
zeichnen sich durch eine scheibenférmige, posthornahnliche Schale aus (Vogel et
al., 1975). In Sud- und Mittelamerika sind drei Arten von Biomphalaria bedeutsam: B.
glabrata, B. straminea und B. tenagophila (Cline, 1989; Mahmoud et al., 1990; Dauvis,
1996; Loscher et al., 2000). In Afrika und im Nahen Osten unterscheidet man vier
Arten: B. pfeifferi, B. choanomphala, B. alexandrina und B. sudanica (Mahmoud et
al., 1990; Davis, 1996; Loscher et al., 2000). Die Schnecken bevorzugen stehende
oder langsam flieRende Gewasser, wo sie sich hauptsachlich in der seichten
Uferzone aufhalten (Cline, 1989).

Die Zwischenwirte von S. haematobium und S. intercalatum sind Vertreter der
Gattung Bulinus (Vogel et al.,, 1975; Farid, 1989; Mahmoud et al., 1990; Dauvis,
1996). Sie besitzen eine linksgewundene, ei- bis spindelférmige Schale (Vogel et al.,
1975). Die Bulinus-Schnecken werden wiederum in drei Unterarten eingeteilt: B.

forskalii (Arabien und Mauritius), B. reticulatus (Athiopien) und der B. truncatus-B.

2) Frisch ausgeschiedenes Ei mit Mirazidium

5) Zwischenwirt (Biomphalaria glabrata)



tropicus Komplex (Nordafrika und vorderer Orient) (Farid, 1989; Mahmoud et al.,
1990; Davis, 1996; Loscher et al., 2000). Arten aller Gruppen kommen als
Zwischenwirte in Westafrika vor (Loscher et al., 2000).

Die Zwischenwirte von S. japonicum kénnen, obwohl es sich um Kiemenschnecken
handelt, zeitweise aulierhalb des Wassers in der Uferzone leben (Vogel et al., 1975).
Es handelt sich um verschiedene Unterarten der Gattung Oncomelania (O. hupensis
u.a.) die in China, Taiwan, Indonesien, Japan und auf den Philippinen vorgefunden
wird (Mahmoud et al., 1990; Davis, 1996). lhre Schale ist spitz-konisch und an ihrer
Offnung mit einem beweglichen Deckel versehen (Vogel et al., 1975).

Die Schnecken, die S. mekongi als Zwischenwirt dienen, gehéren zu der Gattung
Tricula aperta (Kuntz, 1989; Mahmoud et al., 1990; Loscher et al., 2000; Richter et
al., 2010).

Da alle Zwischenwirtsschnecken Kalte- oder Frostperiode nicht Uberdauern kénnen
und die Wassertemperatur einen groRen Teil des Jahres Uber 25 °C liegen muss, ist
die Verbreitung der Schistosomiasis auf warme Klimate beschrankt (Vogel et al.,
1975).

1.4 Epidemiologie, Morbiditat und Mortalitat

Die Schistosomiasis stellt weltweit die bedeutendste Wurmerkrankung dar und ist
uber weite tropische und subtropische Gebiete verbreitet. Derzeit leben ca. 700
Millionen Menschen in Endemiegebieten von derzeit 76 Landern (Steinmann et al.,
2006). Betroffen ist vor allem der afrikanische Kontinent, wahrend die
Schistosomiasis in Lateinamerika und Asien durch effektive
Bekampfungsmassnahmen wesentlich zurlckgedrangt werden konnte. Die
Weltgesundheitsorganisation (WHO) schatzt die Zahl der Infizierten auf mehr als 207
Millionen, von denen ca. 120 Millionen erkranken und davon wiederum 20 Millionen
mit scherwiegenden Folgen (WHO 2010). Todesfalle beruhen vorwiegend auf dem
Blasenkarzinom bei der urogenitalen und auf der hepatolienalen Erkrankung bei der
intestinalen  Schistosomiasis. Aufgrund Fall-spezifischer Todesfallmeldungen
schatzte die WHO die Zahl der Todesféalle im Jahr 2004 auf 41.000 (WHO 2010).
Analysen der Beziehung zwischen Schistosomiasis und spezifischer Morbiditat
ergaben fur das subsaharische Afrika jedoch, dass die Zahl der Todesfélle bis
280.000 pro Jahr betragen konnte (van der Werf et al., 2003).



Die Verbreitung hangt nicht nur vom Vorkommen der artspezifischen Zwischenwirts-
schnecken und von der Zahl infizierter Menschen ab, sondern vor allem auch vom
Ausmass der Gewasserverunreinigung mit menschlichen Fakalien und von der
Kontakthaufigkeit der Bevdlkerung mit verseuchtem Wasser (Mahmoud et al., 1990;
Mahmoud, 1992; Léscher et al., 2000; Richter et al., 2010). Durch die vielfaltigen
Kontakte des Menschen mit Wasser (Fischen, Baden, barfulliges Waten) kommt es
zur Erstinfektion im Kindesalter. Im Jugend- und Erwachsenenalter kommt es dann
haufig zu Reinfektionen (Cline, 1989; Davis, 1996; Ldoscher et al., 2000). Ebenfalls
von Bedeutung sind die beruflichen, sozialen und kulturellen Faktoren, wie z.B.
Wasche waschen, Baden und religiése Brauche in Sulkgewassern (Cline, 1989;
Richter et al., 2010).

Betroffen ist vornehmlich die in den Endemiegebieten lebende Bevolkerung. Durch
den zunehmenden Tourismus sind jedoch heute ebenfalls viele auslandische
Reisende der Gefahr ausgesetzt, sich in den entsprechenden Gebieten zu infizieren
(Zuidema, 1981; Istre et al., 1984; Cetron et al., 1996; Jelinek et al., 1996; Schneider
et al., 1999; Bou et al., 2001; Bierman et al., 2005; Schwartz et al., 2005; Bottieau et
al., 2006; Jauréguiberry et al., 2010; Lambertucci et al., 2010; Richter et al., 2010).

1.5 Geografische Verbreitung

Schistosoma haematobium

S. haematobium ist in 54 Landern endemisch und kommt vor allem in fast allen
afrikanischen Landern, Madagaskar, Mauritius, Sansibar und im Nahen Osten vor.
Besonders hoch ist die Pravalenz im Niltal und einigen Gebieten West- und
Ostafrikas (Farid, 1989; Davis, 1996; Loscher et al., 2000; Chitsulo et al., 2000;
Richter et al., 2010).

Die Zahl der infizierten Menschen wird auf ca. 90 Millionen geschatzt (Léscher et al.,
2000; Richter et al., 2010).

Schistosoma mansoni

S. mansoni kommt in 52 Landern vor und ist vor allem in Afrika verbreitet. Die
Endemiegebiete entsprechen zum grof3en Teil denen von S. haematobium, das heif3t
42 Lander sind koendemisch. Gerade in diesen Landern kommt es haufig zu
Doppelinfektionen. Besonders hoch ist die Pravalenz im Niltal, in Libyen und der

arabischen Halbinsel. Ebenfalls betroffen sind die stidamerikanische Ostkliste und



Teile der Karibik (Cline, 1989; Davis, 1996; Loscher et al., 2000; Chitsulo et al., 2000;
Richter et al., 2010).

Weltweit sind ca. 100 Millionen Menschen mit S. mansoni infiziert (Loscher et al.,
2000; Richter et al., 2010).

Schistosoma intercalatum

S. intercalatum tritt vor allem in Zentralafrika, insbesondere in Kamerun, Gabun,
Zaire, Republik Kongo, Zentralafrikanische Republik und Sao Tomé auf (Kuntz,
1989; Davis, 1996; Loscher et al., 2000; Chitsulo et al., 2000; Richter et al., 2010).

Schistosoma japonicum

S. japonicum ist auf den ostasiatischen Raum beschrankt. Endemiegebiete finden
sich in China, auf den Philippinen, in Japan, Indonesien und Sudthailand (Chen et
al., 1989; Davis, 1996; Loscher et al., 2000; Chitsulo et al., 2000; Richter et al.,
2010).

Derzeit sind ca. 5 Millionen Menschen infiziert (LOscher et al., 2000; Richter et al.,
2010).

Schistosoma mekongi
S. mekongi kommt vor allem in Laos, Kambodscha und Nordthailand vor (Kuntz,
1989; Davis, 1996; Loscher et al., 2000; Chitsulo et al., 2000; Richter et al., 2010).
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Abbildung 3: Verbreitung von Schistosoma mansoni und Schistosoma intercalatum
nach Loscher et al., 2000
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Abbildung 4: Verbreitung von Schistosoma haematobium, Schistosoma japonicum
und Schistosoma mekongi nach Léscher et al., 2000

1.6 Pathogenese

Nach der Penetration der Zerkarien durch die Haut und der Heranreifung der adulten
Schistosomen wird das Ausmal der Infektion durch die Anzahl der Wurmparchen

und deren Uberlebenszeit bestimmt. Von den vorhandenen adulten Wiirmern wird in
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einem Zeitraum von Jahren eine grolde Anzahl von Eiern produziert. Diese werden
uber den Urin oder den Stuhl ausgeschieden. Entscheidend fur die Pathogenese der
chronischen Schadigung ist allerdings, dass ein Teil der Eier sich in verschiedenen
Organen ablagert und somit im Korper verbleibt (Davis, 1996).
Die Pathogenese lasst sich in verschiedene Phasen einteilen (Eckert, 1998)

1. die Penetrationsphase

2. die akute Phase

3. die chronische Phase.

1.6.1 Penetrationsphase

Nach dem Eindringen der Zerkarien in die Haut kommt es zu reaktionslosen
Verlaufen oder zu einer Hypersensitivitdtsreaktion der Haut, der sogenannten
Zerkariendermatitis (Osment, 1976; Mahmoud et al., 1990; Mahmoud, 1992;
Lambertucci et al., 2010; Richter et al., 2010). Diese ist im Bereich der Eintrittsstelle
gekennzeichnet durch Pruritus mit Erythem oder makulopapulésem Exanthem.
Hierbei handelt es sich um eine entziindliche Reaktion mit Odembildung und
Infiltration von Neutrophilen, Monozyten und Eosinophilen, die innerhalb weniger
Tage wieder abklingt. Diese Hautreaktion tritt vor allem bei Patienten auf, bei denen
es zu einer Reinfektion mit derselben Zerkarienart gekommen ist (LOscher et al.,
2000; Richter et al., 2010).

1.6.2 Akute Phase

Zu einer akuten Phase, in Form einer fieberhaften Allgemeinerkrankung, kann es
nach einer Infektion mit einer groRen Anzahl von Zerkarien nach einem Zeitraum von
etwa 2-10 Wochen kommen. Diese bezeichnet man als das sogenannte Katayama-
Syndrom (Mahmoud et al., 1990; Eckert, 1998; Loscher et al., 2000; Jauréguiberry et
al., 2010; Richter et al., 2010). Dieses ist gekennzeichnet durch eine Leukozytose mit
ausgepragter Eosinophilie und rasch ansteigenden Antikdrperspiegel aufgrund des
gleichzeitigen Heranreifens vieler Adulter in der Leber und des Beginns der Ablage
einer groRen Anzahl von Eiern (Davis, 1996; Loscher et al., 2000; Caldas et al.,
2008; Lambertucci et al., 2010; Richter et al., 2010). Aufgrund der Freisetzung von

Schistosomen-Antigen kommt es zu einem raschen Anstieg der Antikorper IgM, 1gG,
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IgE und IgA (Bout et al., 1980; Jassim et al., 1987; Mahmoud et al., 1990; Dauvis,
1996; Eckert, 1998; Caldas et al., 2008; Lambertucci et al., 2010).

Im Verlauf der Infektion kann ein zumindest teilweise wirkender immunologischer
Schutz vor Re- und Superinfektionen entstehen. Diese Abwehrvorgange sind vor
allem gegen die Schistosomula gerichtet und kénnen das Abtdten eines Grolteils
der eindringenden Parasiten bewirken. Die Bindung von ,blockierenden® IgM-
Antikorpern an Oberflachenantigene von Schistosomula fuhrt allerdings dazu, dass
IgE-, 1gG+- oder IgGs-Antikdrper nicht mehr an die betreffenden Antigene binden
konnen. Da die Eosinophilen und die Makrophagen keine Fc-Rezeptoren fir IgM
besitzen und Mastzellen Uber IgE ihr Zielantigen erkennen, blockiert die IgM-Bindung
die zellulare Abwehr. Somit kdnnen nicht in jedem Fall Infektionen wirksam durch
das Immunsystem unterdrickt werden (Loscher et al., 2000; Richter et al., 2010).
Beim Menschen scheint in den ersten Jahren der Infektion die Bildung von
blockierenden Antikérpern, wie IgM, 1gG, und IgGy4, im Vordergrund zu stehen. Im
Jugendlichen- und Erwachsenenalter Uberwiegen die mit Protektion assoziierten
Antikorper. Hierzu zahlen IgE, 1gG1 und IgGs (Loscher et al., 2000; Richter et al.,
2010).

Besonders der starke Anstieg des IgM-Antikorpertiters fuhrt zur Bildung
zirkulierender Immunkomplexe, welche sich in der Niere ablagern kdnnen und somit
zu einer Glomerulopathie fuhren kdnnen (Mahmoud et al., 1990; Davis, 1996; Eckert,
1998; Richter et al., 2010).

Diese Erscheinungen bestehen einige Tage bis zu mehreren Wochen. Die Eier der
Schistosomen werden zu Beginn dieses Stadiums noch nicht ausgeschieden. Bei
schwacher Infektion verlauft die Phase in der Regel latent oder subklinisch (Eckert,
1998).

1.6.3 Chronische Phase

Nach etwa 8 Wochen beginnt das Schistosomen-Weibchen mit der Eiablage. Der
Anteil der Eier, der Uber die Darm- oder Blasenschleimhaut ausgeschiedenen wird,
betragt ca. 50% (Eckert, 1998). Die nicht ausgeschiedenen Eier verbleiben nicht nur
in der unmittelbaren Umgebung (Darm- und Blasenschleimhaut) der adulten Wurmer,
sondern werden mit dem Blutstrom in andere Organe verschleppt. Hierbei kommt es
insbesondere zu einer Ablagerung in der Leber und Lunge, seltener im ZNS, der
Haut und in anderen Organen (Eckert, 1998; Loscher et al., 2000; Richter et al.,
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2010). Jedes Ei bildet den Herd flir eine umschriebene granulomatése Entziindung,
der eine zellvermittelte Immunreaktion vom verzogerten Typ zugrunde liegt
(Mahmoud et al., 1990; Weinstock, 1992; Davis, 1996; Jauréguiberry et al., 2010;
Lambertucci et al., 2010; Richter et al., 2010).

Das im Ei befindliche Mirazidium produziert wahrend seiner 3-4-wdchigen
Lebensdauer antigenetisch wirksame Proteine und Glykoproteine, die Uber
Mikroporen der Eischale an die Umgebung abgegeben werden. Diese Ei-Antigene
sind 16slich und werden auch als soluble egg antigens (SEA) bezeichnet und auch
noch nach dem Absterben des Eis sezerniert (Davis, 1996; Eckert, 1998; Loscher et
al., 2000; Richter et al., 2010). Nach der Stimulation von T-Lymphozyten entstehen
unter Mitwirkung von Zytokinen (IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, TGF-B, IFN-y)
granulomartige Reaktionsherde, die sogenannten Pseudotuberkel. Die Zytokine
haben auRerdem einen stimulierenden Effekt auf die Eiablage des Weibchens. Die
Granulome stellen ein Infiltrat um das Ei dar, welches sich aus Lymphozyten,
eosinophilen und neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und Fibroblasten
zusammensetzt (Vogel et al., 1975; Mahmoud, 1992; Weinstock, 1992; Davis, 1996;
Eckert, 1998; Loscher et al., 2000; Lambertucci et al., 2010; Jauréguiberry et al.,
2010; Richter et al., 2010). Diese granulomatésen Herde kdnnen konfluieren und
Ausgangspunkt groRerer granulomatoser Wucherungen sein, die in das Lumen von
Blase oder Darm hineinragen (Vogel et al., 1975; Weinstock, 1992; Eckert, 1998).
Die in diesem Gewebe eingelagerten Eier sterben innerhalb von 3 Wochen ab und
werden abgebaut oder verkalken (Eckert, 1998). Die an der Granulombildung
beteiligten Lymphozyten und Makrophagen schutten fibrinogene Zytokine, wie
Fibroblasten-stimmulierenden Faktor (FSF 1) aus, die eine Einwanderung und
Stimulation von Fibroblasten bewirken. Somit kommt es im Laufe der Zeit zu einer
bindegewebigen Umwandlung von Gewebeabschnitten im Bereich von Darm und
Blase, sowie Lunge, Leber, Milz und anderen Organen (Cline, 1989; Mahmoud et al.,
1990; Mahmoud, 1992; Weinstock, 1992; Eckert, 1998; Richter et al., 2010).

1.7 Pathologie und Klinik der Schistosomiasis

Entsprechend der Erregerspezies und der Lokalisation der Hauptveranderung
konnen verschiedene Formen der Schistosomiasis unterschieden werden (Eckert,
1998).
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1.7.1 Zerkariendermatitis

Das Eindringen der Zerkarien in die Haut kann nach einigen Minuten einen Juckreiz
bei den Patienten hervorrufen. Die Zerkariendermatitis wird vor allem durch eine
Infektion mit S. mansoni, seltener durch S. japonicum, hervorgerufen. Besonders bei
Patienten, die durch vorangegangene Infektionen sensibilisiert worden sind, kann
sich innerhalb weniger Stunden ein erythematdses, makuloses oder papuldses
Exanthem (kutane Typ-I-Reaktion) ausbilden. Diese Hautreaktion klingt fur
gewohnlich innerhalb weniger Tage wieder ab (Vogel et al., 1975; Osment, 1976;
Gonzalez, 1989; Eckert, 1998; Loscher et al., 2000; Lambertucci et al., 2010;
Jauréguiberry et al., 2010; Richter et al., 2010).

1.7.2 Akute Schistosomiasis (Katayama-Syndrom)

Bei Erstinfektion von ausreichender Starke folgt der Zerkarieninvasion nach einer
Inkubationszeit von 4-6 Wochen fur S. haematobium , 2-7 Wochen flir S. mansoni
und 2-10 Wochen fur S. japonicum eine fieberhafte Krankheitsphase (Cline, 1989;
Farid, 1989; Chen et al., 1989). Diese wird als eine hyperergische Allgemeinreaktion
des sensibilisierten Wirtsorganismus auf Antigene der Wurmlarven gedeutet. In
Abhangigkeit vom Krankheitsstadium findet man die Vorstufen der adulten Wurmer
auch in der Lunge, Leber und selten in anderen Organen (Vogel et al., 1975).

Die haufigsten Symptome sind remittierendes oder intermittierendes Fieber,
Abgeschlagenheit, Gewichtsverlust, Kopf-, Nacken- und Gliederschmerzen,
trockener Husten, Urtikaria, angioneurotisches Odem, Bronchitis, Schmerzen im
Oberbauch, Diarrhoe (teilweise blutig) und Schwellung von Leber und Milz (Vogel et
al., 1975; Cline, 1989; Eckert, 1998; Lambertucci et al., 2010; Jauréguiberry et al.,
2010; Richter et al., 2010). Die Ahnlichkeit des Symptomenbildes mit anderen akuten
Infektionserkrankungen fuhrt haufig zu anfanglichen Fehldiagnosen, wie z.B.
Trichinose, Grippe, Hepatitis, Brucellose oder Typhus (Vogel et al., 1975; Richter et
al., 2010). Diagnostisch wichtig ist das weille Blutbild, das sich durch eine
Leukozytose  mit ausgepragter Eosinophilie und rasch  ansteigenden
Antikorperspiegel, vor allem der IgM-Klasse, auszeichnet (Vogel et al., 1975; Cline,
1989; Richter et al., 2010). Eine Eiausscheidung ist zu diesem Zeitpunkt meistens
noch nicht nachweisbar, wahrend der Antikdrpernachweis meist positiv ausfallt. S.

japonicum-Eier werden frihestens 30 bis 44 Tage nach der Infektion im Stuhl
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gefunden, S. mansoni-Eier nicht vor Ablauf von 42 Tagen und S. haematobium-Eier
treten gewohnlich erst nach 2 2-3 Monaten im Harn auf (Vogel et al., 1975).

Nach einer Dauer von mehreren Tagen bis Wochen klingt die fieberhafte Initialphase
spontan ab und wird vom chronischen Stadium abgelost (Vogel et al., 1975;
Zuidema, 1981; Bou et al., 2001).

1.7.3 Urogenitale Schistosomiasis (Blasenbilharziose)

Die urogenitale Schistosomiasis wird fast ausschlieBlich durch Schistosoma
haematobium ausgeldst (Vogel et al., 1975; Mahmoud et al., 1990).

Bei der Schistosomiasis haematobia kann man zwei Stadien unterscheiden, die
flieBend ineinander Ubergehen konnen. Zum einem, vor allem bei jungeren
Patienten, das aktive Stadium, welches mit akuten und subakuten
Krankheitserscheinungen, Eiablage in verschiedenen Organen und einer
Eiausscheidung Uber den Urin einhergeht. Zum anderen ein inaktives Stadium bei
hoheren Altersgruppen. Hier kommt es nur noch zu einer geringen oder fehlenden
Eiausscheidung und haufig zu irreversiblen pathologischen Veranderungen (Davis,
1996; Ldoscher et al., 2000; Richter et al., 2010).

Die ersten Symptome der Erkrankung treten fir gewdhnlich nach 4-6 Wochen auf.
Es ist aber ebenso mdoglich, dass sich die Krankheit erst nach Monaten bis Jahren
manifestiert.

Die Beschwerden beginnen zunachst mit Dysurie und einer erhdhten
Miktionsfrequenz. Der Harndrang ist haufig gesteigert; Schmerzen sind vor allem im
Bereich der Harnrohre, suprapubisch und perineal lokalisiert. Bald darauf oder
gleichzeitig tritt eine Hamaturie auf, bei der der Blutabgang in der Regel auf die letzte
Harnportion beschrankt ist. Die Makrohamaturie tritt eher inkonstant und
intermittierend auf, wobei eine Mikrohamaturie haufig zwischen den einzelnen
Episoden nachweisbar ist. Bei einer starkeren Infektion leiden die Patienten auch
haufig an Pollakisurie, Enuresis und Inkontinenz (Vogel et al., 1975; Farid, 1989;
Mahmoud et al., 1990; Loéscher et al., 2000; Richter et al., 2010).

Der Harn reagiert, solange bakterielle Sekundarinfektionen fehlen, sauer und im
Urinsediment sind wechselnde Mengen von Erythrozyten, Leukozyten und S.
haematobium-Eiern nachweisbar. Im Verlauf der Erkrankung kénnen kurze oder
lange Latenzperioden auftreten, in denen Blut und Eier vorlUbergehend im Harn
fehlen (Vogel et al., 1975; Richter et al., 2010).
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Am zystoskopischen Bild fallt als haufigste und frihste Veranderung eine Hyperamie
der Schleimhaut mit oder ohne petechiale Hamorrhagien auf. Mit zunehmender
Akkumulation der Eier in der Blasenschleimhaut sind 1-2 mm grof3e, erhabene, helle
Kndétchen mit einem hyperamischen Randsaum vorzufinden. Diese Knétchen werden
als Pseudotuberkel bezeichnet. Diese Veranderungen sind flr gewdhnlich im Bereich
der Ureterostien und am Trigonum am starksten ausgepragt. Bei zunehmender
Infektionsdauer entstehen aufgrund zunehmender Fibrosierung der Schleimhaut die
sogenannten Sandflecken. AuRerdem kann es bei fortbestehender Krankheit zu
nodularen und polypoiden Lasionen, Ulzera, Schleimhautblutungen und
papillomartigen Wucherungen kommen (Vogel et al., 1975; Farid, 1989; Mahmoud et
al., 1990; Davis, 1996; Loscher et al., 2000; Richter et al., 2010).

Wahrend die vorherrschenden leichten und unkomplizierten Erkrankungen nach
einigen Jahren ohne Dauerschadigung abklingen, kann ein starker Befall zu einer
fiborosen Verdickung und Erstarrung der Blasenwand fihren. Diese ist dann
massenhaft mit verkalkten Eiern durchsetzt. Charakteristisch ist die Blasendach-
Verkalkung, die nicht selten zufallig bei einer Rontgenuntersuchung des Beckens
entdeckt wird (Farid, 1989; Davis, 1996; Richter et al., 2010). Eine unvollstandige
Harnentleerung, Sekundarinfektionen mit E. coli und anderen Bakterien kdnnen die
Folge sein, aus der sich eine aufsteigende Pyelonephritis sowie eine Pyonephrose
und schlieBlich eine Sepsis entwickeln kann (Vogel et al., 1975; Mahmoud et al.,
1990; Davis, 1996; Loscher et al., 2000; Richter et al., 2010).

Eine weitere ernste Komplikation ist die Erkrankung der Ureteren. Hier kann es in der
akuten Phase durch Eigranulome, im chronischen Stadium durch fibrose oder
atrophische Veranderung der Ureterwand zu obstruktiven oder funktionellen
Beschwerden kommen. Folgen kdnnen ein vesikoureteraler Reflux, Stauung und
Dilatation des Ureters, Hydronephrose bis hin zur Niereninsuffizienz sein (Vogel et
al., 1975; Richter et al., 2010). Eine weitere Komplikation ist die bakterielle
Sekundarinfektion, durch die es zu Pyelonephritis, Niereninsuffizienz bis hin zur
lebensbedrohlichen Sepsis kommen kann. Chronische Salmonelleninfektionen
werden gehauft beobachtet und gehen haufig mit Bakteriamie und Bakteriurie einher
(Farid, 1989; Mahmoud et al., 1990; Davis, 1996; Loscher et al., 2000; Richter et al.,
2010).
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In einigen Regionen wird die Infektion mit S. haematobium mit dem gehauften
Auftreten einer Nephrolithiasis in Verbindung gebracht. Es handelt sich meist um
Phosphatsteine mit bevorzugter Lokalisation in den Ureteren (Loscher et al., 2000).
Eine ernste Komplikation ist das Blasenkarzinom, welches sich im klinischen Bild
nicht wesentlich von der urogenitalen Schistosomiasis unterscheidet. Im Vergleich zu
sonstigen Blasenkarzinomen (Urothelkarzinom) handelt es sich vorwiegend um ein
Plattenepithelkarzinom. Hinweisende Symptome sind Miktionsbeschwerden und
Hamaturie. In fortgeschrittenen Stadien ist der Urin durch Eiterbeimischung oft tribe
und es kann zur Ausscheidung von nekrotischem Tumormaterial kommen. Im
Vergleich zu sonstigen Blasentumoren ist der bilharzioseassoziierte Tumor in der
Vielzahl der Falle im Bereich der Blasenwand und eher selten im Bereich des
Trigonum lokalisiert. Auch die lymphatische und hamatogene Metastasierung tritt
seltener und spater auf (Vogel et al., 1975; Farid, 1989; Mahmoud et al., 1990;
Davis, 1996; Richter et al., 2010).

Eine weitere Folge der Infektion mit allen Schistosomenspezies kann die genitale
Schistosomiasis sein, tritt aber bei S. haematobium und S. intercalatum-Infektionen
am haufigsten auf. Bei Mannern kommt es zu einer Beteiligung von Hoden,
Nebenhoden, Samenblasen oder Prostata. Je nach Lokalisation der Schistosomen-
Eier klagen die Patienten uber Schmerzen im Unterbauch, perianal oder im Hoden,
Dysurie, Ejakulationsstorungen, Hamospermie und Schwellung des Skrotums (Vogel
et al., 1975; Farid, 1989; Davis, 1996; Loscher et al., 2000; Richter et al., 2010).

Bei Frauen sind Eigranulome vor allem im Bereich der Vulva, Vagina und Zervix
nachweisbar. Im aulleren Genitalbereich und kolposkopisch kann man haufig
Ulzerationen, polypose und papillomatése Veranderungen nachweisen. Die
Patientinnen klagen Uber Schmerzen im Unterbauch und Genitalbereich,
Menstruationsstérungen oder Schmerzen beim Sexualverkehr. Zu den moglichen
Folgen zahlen Salpingitis, Tubenobstruktion, vesikovaginale Fisteln, Infertilitat,
erhohtes Risiko einer Tubargraviditat und Stérungen der Schwangerschaft (Vogel et
al., 1975; Farid, 1989; Davis, 1996; Leutscher et al., 1997; WHO 1998; Ldscher et
al., 2000; Poggensee et al., 2001; Richter et al., 2010).

1.7.4 Intestinale Schistosomiasis (Darmbilharziose)

Die intestinale Schistosomiasis wird durch die Infektion mit S. mansoni, S. japonicum

und seltener durch S. mekongi und S. intercalatum hervorgerufen. Auch S.
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haematobium befallt neben den Harnorganen haufig das Rektum (Vogel et al., 1975;
Mahmoud et al., 1990; Davis, 1996; Loscher et al., 2000; Richter et al., 2010).

Die ursachlichen Eiablagerungen sitzen bei Infektionen mit S. mansoni Uberwiegend
im Dickdarm. Bei einer Infektion mit S. japonicum ist der Dinndarm haufig mit
befallen (Vogel et al., 1975).

Die klinischen Symptome und Befunde konnen sich nach wenigen Wochen
ausbilden; haufig entwickeln sich diese jedoch auch erst nach Monaten bis Jahren.
Leichte Infektionen konnen symptomlos bleiben, oder sie fuhren zu
uncharakteristischen Beschwerden wie Abgeschlagenheit, Gewichtsverlust,
Obstipation, Flatulenz, blutige Diarrhéen, dyspeptische Beschwerden und
abdominelle Schmerzen. Wahrend des akuten Stadiums kann sich bereits ein akutes
dysenterisches Krankheitsbild ausbilden. Dies wird durch den Beginn der
Eiausscheidung und die anschlieRende Penetration durch die Darmschleimhaut
verursacht (Vogel et al., 1975; Cline, 1989; Mahmoud et al., 1990; Davis, 1996).
Auch im fortgeschrittenen Stadium konnen uncharakteristische abdominellen
Beschwerden und dysenterischen Episoden auftreten. Unter Tenesmen treten
weiche oder flussige Stuhle in vermehrter Zahl auf. Haufig kommt es zu Blut- und
Schleimauflagerungen (Vogel et al., 1975; Cline, 1989). Diese Erscheinungen
werden von krampfartigen abdominellen Schmerzen und leichtem Fieber begleitet
und gehen oft mit einer Druckempfindlichkeit im Bereich des Abdomens einher.
Aufgrund der Durchfélle, dem enteralen Blut- und Eiweilverlust kommt es bei
fortgeschrittenen Krankheitsverlaufen zZu Anamie, Odemen und
Trommelschlegelfingern. Granulomatdse Lasionen und Wucherungen im Kolon und
Rektosigmoid kénnen zu Blutungen, Passagestorungen, lleus und Invagination
fuhren (Vogel et al., 1975; el-Masry, 1986; Davis, 1996). Bei Infektionen mit S.
mansoni und S. japonicum tritt haufig eine Hepatosplenomegalie auf (Cline, 1989;
Mahmoud et al., 1990). Bei anhaltender Infektion besteht die Gefahr, dass sich eine
Leberfibrose mit portaler Hypertonie entwickelt (Cline, 1989; Mahmoud et al., 1990;
Davis, 1996). Bei der rektoskopischen Untersuchung kdnnen in ausgepragten Fallen
eine diffuse Hyperamie, Knoétchen, Erosionen oder papillomartige Wucherungen
dargestellt werden. Auch konnen Symptome der chronischen Appendizitis durch
Eiherde im Wurmfortsatz vorkommen (Vogel et al., 1975; Al-Kraida et al., 1988;
Cline, 1989; Loscher et al., 2000; Schafer et al., 2001; Richter et al., 2010).
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1.7.5 Hepatolienale Schistosomiasis (Hepatolienale Bilharziose)

Die hepatolienale Bilharziose ist die folgenschwerste und die am haufigsten zum
Tode fuhrende Form der Schistosomiasis. Vornehmlich hervorgerufen wird diese
durch S. japonicum, gefolgt von S. mansoni und selten durch S. haematobium. Hier
kommt es zu einer massiven Infarzierung der Leber mit Eiern (Vogel et al., 1975;
Mahmoud et al., 1990; Davis, 1996).

Die Hauptsymptome sind eine Vergrolerung von Leber und Milz und im
fortgeschrittenen Stadium Zeichen der portalen Stauung (Vogel et al.,, 1975;
Mahmoud et al., 1990; Davis, 1996; Richter et al., 2010). Zu Beginn sind Leber und
Milz von weicher Konsistenz, mit zunehmender Krankheitsdauer fuhlen sie sich eher
derb an. Wahrend die GroRenzunahme der Leber nach einiger Zeit zum Stillstand
kommt oder dieses Organ aufgrund von zirrhotischen Umbauvorgangen schrumpft,
nimmt die Splenomegalie in schweren Fallen zu. Der untere Milzpol erreicht haufig
Nabelhohe, kann aber auch bis in das kleine Becken reichen (Vogel et al., 1975;
Mahmoud et al., 1990; Loscher et al., 2000; Richter et al., 2010).

Die massive VergrofRerung von Leber und Milz bedingt im fortgeschrittenen Stadium
einen stumpfen Rippenwinkel und eine Vorwdlbung des Leibes (Vogel et al., 1975).
Weitere Symptome sind zunehmende Korperschwache, Gewichtsverlust,
abdominelle Beschwerden, Muskelatrophie, Blasse von Haut und Schleimhauten und
wechselndes Fieber (Vogel et al., 1975; Richter et al., 2010). Nicht selten entwickeln
sich auch Amenorrhd, Infertilitat, Libidoverlust und Impotenz (Davis, 1996; Richter et
al., 2010). Das Blutbild zeigt eine hypochrome Anamie und eine Leukopenie.
Weiterhin ist die Infektionsanfalligkeit erhoht und es werden vermehrt chronische
Salmonelleninfektionen mit anhaltendem Fieber, positiver Blutkultur, aber negativer
Stuhlkultur nachgewiesen (Mahmoud et al., 1990; Richter et al., 2010). Manifestiert
sich die Erkrankung bereits im Kindesalter, so kann sie mit Entwicklungsstorungen,
Zwergenwuchs und geistiger Retardierung einhergehen (Vogel et al., 1975; Loscher
et al., 2000).

Wahrend leichte Erkrankungen nach Jahren zum Teil auch ohne Behandlung
uberwunden werden, fuhren die schweren Formen zu einer Reihe von
Komplikationen, die schlie3lich auch zum Tod fuhren kdnnen. Diese Komplikationen
manifestieren sich vor allem in der portalen Hypertonie, mit Aszites, Odemen,

Osophagus- oder Magenvarizenblutung, mit Hdmatemesis und Melana. Weiterhin
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kann es zur Ausbildung von portosystemischen Kollateralen, wie periumbilikaler
Varikosis, Caput medusae und Hamorrhoiden kommen (Vogel et al.,, 1975; Cline,
1989; Mahmoud et al., 1990; Ldscher et al., 2000; Richter et al., 2010). Die
biochemische Funktion ist trotz fortgeschrittener Erkrankung meist gut erhalten und
Zeichen der Leberinsuffizienz wie |kterus, Leberhautzeichen, Gerinnungsstérungen
und Enzephalopathie sind selten (Cline, 1989; Mahmoud et al., 1990; Richter et al.,
2010). Die haufigste Todesursache ist die massive Varizenblutung, gefolgt von
Leberkoma und Sekundarinfektionen wie Sepsis und Pneumonie (Mahmoud et al.,
1990; Ldscher et al., 2000; Richter et al., 2010).

1.7.6 Lungenschistosomiasis (Lungenbilharziose)

Schistosomen-Eier kdénnen mit dem Blutstrom aus den Beckenvenen in die
Aufzweigungen der Lungenarterien verschleppt werden. Die Lungenschistosomiasis
tritt meist nach langer bestehender hepatolienaler Bilharziose auf. Erreger sind vor
allem S. mansoni, gefolgt von S. japonicum und selten S. haematobium (Vogel et al.,
1975; Mahmoud et al., 1990; Davis, 1996; Loscher et al., 2000; Richter et al., 2010).
Bei maRigem Befall der Lunge treten meist keine klinischen Erscheinungen auf. Bei
manchen Patienten kommt es jedoch zu Zeichen von Bronchitis oder
Bronchialasthma. Ernste Formen bilden sich aus, wenn bei hepatolienaler
Schistosomiasis Eier in grof3er Zahl durch erweiterte Kollaterale aus der portalen in
die pulmonale Zirkulation tbergeleitet werden. Massive und anhaltende Ei-Embolien
fuhren durch Veranderungen der Lungenarteriolen zu einer Behinderung des kleinen
Kreislaufs (Vogel et al., 1975). Dies fuhrt zu einem Druckanstieg im Truncus
pulmonalis, einhergehend mit rascher Ermudbarkeit, Dyspnoe, Palpitationen und
pektangindsen Beschwerden (Mahmoud et al.,, 1990; Ldscher et al.,, 2000). Bei
zunehmender Belastung entwickelt sich eine Rechtsherzbelastung mit Dilatation der
Pulmonalarterie, Hypertrophie des rechten Ventrikels und schlieldlich eine
Herzinsuffizienz (Cor pulmonale) (Vogel et al., 1975; Mahmoud et al., 1990; Loscher
et al., 2000; Richter et al., 2010).

1.7.7 Schistosomiasis des zentralen Nervensystems

Die zerebrale Schistosomiasis wird vorwiegend durch S. japonicum verursacht und

zwar durch Ei-Embolien und Granulombildung im Bereich des zentralen
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Nervensystems (ZNS) (Vogel et al., 1975; Mahmoud et al., 1990; Davis, 1996;
Richter et al., 2010).

Klinisch kann sich die Beteiligung des ZNS bereits im fieberhaften Anfangsstadium
oder erst Monate bis Jahre nach der Infektion aufern (Vogel et al., 1975). Die
haufigsten Symptome sind epileptische Krampfanfalle, fokale motorische und
sensible Ausfalle, Hirnnervenstérungen, Hirndruckzeichen und apoplektiforme Bilder
(Vogel et al., 1975; Loscher et al., 2000; Lambertucci et al., 2010; Jauréguiberry et
al., 2010).

Den Erkrankungen des Rickenmarks liegen in der Regel Infektionen mit S. mansoni
oder S. haematobium zugrunde (Vogel et al., 1975; Mahmoud et al., 1990; Dauvis,
1996; Richter et al., 2010). Sie treten unter dem Bild einer akuten oder chronischen
Myelitis auf (Vogel et al.,, 1975). Diese fuhrt zu segmentalen sensiblen und
motorischen Ausfallen. Die Patienten klagen Uber Schmerzen im Lumbalbereich und
den unteren Extremitaten. Weiterhin kann es zu sensomotorischen Defiziten, bis hin
zu Blasen- und Mastdarmlahmungen kommen (LOscher et al., 2000; Junker et al.,
2001; Lambertucci et al., 2010).

1.8 Therapie

1.8.1 Praziquantel (z.B. Biltricide®)

Praziquantel ist ein Pyrazinoisochinolin-Derivat, das 1972 als Medikament eingeflhrt
wurde. Es ist Mittel der 1. Wahl bei der Behandlung menschenpathogener
Bandwurmer. Sein Wirkungsspektrum erfasst auch die Trematoden S. haematobium,
S. mansoni, S. japonicum, S. intercalatum, Clonorchis sinensis, Opisthorchis
viverrini, Paragonimus westermani sowie die Bandwlirmer Taenia saginata und
Taenia solium (Cline, 1989; Forth, 1996; Davis, 1996). Praziquantel wird nicht nur fur
die individuelle Therapie, sondern auch in Massenbehandlungskampagnen in
Endemiegebieten eingesetzt. Auf Grund der guten Wirksamkeit und Vertraglichkeit
kann eine Behandlung bei nur serologisch diagnostizierten oder sehr leichten
Infektionen indiziert sein (Richter et al., 2010).

Die Wirkungsweise wird als vermizid bezeichnet, das heil3t die Wiurmer sterben in
spastischer Lahmung der Muskulatur, welche durch eine depolarisierende Wirkung
an der motorischen Endplatte ausgeldst wird. Dies wird wohl durch einen massiven

Kalziumeinstrom auf das Tegument und die Muskulatur ausgeldst. Hierdurch
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verlieren die Schistosomen den Halt mit ihren Saugnapfen am GefalRendothel und
werden aus den Mesenterialvenen in die Lebervenen ausgetrieben. Hinzu kommt
eine Schadigung im Tegument, welche zu einer Storung der Permeabilitat und der
Maskierung mit Wirtsantigen fuhrt. Dadurch sind die adulten Wirmer dem
menschlichen Immunsystem ausgesetzt. Die Wirksamkeit gegen Schistosomula und
juvenile Wurmer ist allerdings gering (Forth, 1996; Loscher et al., 2000; Richter et al.,
2010).

Bei einer Infektion mit S. haematobium ist eine Einmaldosis von 40 mg/kg
ausreichend (Farid, 1989; Mahmoud et al., 1990; Davis, 1996; Jauréguiberry et al.,
2010, Richter et al., 2010). Bei S. mansoni und S. intercalatum sollte eine zweifache
Dosis von jeweils 20 mg/kg an einem Tag verabreicht werden, da hier eine bessere
Wirksamkeit als bei der Einmaldosis erzielt wird (Loscher et al., 2000; Richter et al.,
2010). Bei der Infektion mit S. japonicum und S. mekongi ist eine Dosierung von drei
Mal 20 mg/kg an einem Tag empfehlenswert (Chen et al.,, 1989; Davis, 1996;
Loscher et al., 2000; Richter et al., 2010). Die Heilungsrate liegt zwischen 70 und
100% und die Eiausscheidung wird bei Uber 90% der Patienten reduziert. Trotz einer
erfolgreichen Therapie konnen jedoch Monate vergehen, bis keine Eier mehr
ausgeschieden werden, da sie sich langsam vom Gewebe ablésen. Da Praziquantel
eine schlechte Wirkung in den fruhen Stadien der Schistosomiasis zeigt, sollte eine
Therapie erst 2-3 Monate nach der Infektion durchgefihrt oder gegebenenfalls
wiederholt werden (Ldscher et al., 2000).

Bei Infektionen des zentralen Nervensystem (ZNS) sollte die Therapie mit Steroiden
kombiniert werden (Cline, 1989).

Praziquantel hat nur geringe toxische Nebenwirkungen. Die Patienten leiden
gelegentlich an Urtikaria, Bauchschmerzen, Kopfschmerzen, Schwindel und Nausea
unmittelbar nach der Einnahme, wobei diese Beschwerden dosisabhangig auftreten
oder moglicherweise Folge der Abtotung der Parasiten sind. Bei rezenter Infektion
mit hoher Parasitenlast kann es durch massive Freisetzung von Wurmantigen, in
Folge der medikamentdsen Wirkung, zu einer akuten pseudoallergischen Reaktion
mit Fieber und Urtikaria kommen. Hier sollte die Therapie mit Antihistaminika und
Kortikosteroiden kombiniert werden. Bei der Behandlung eines ausgepragten
Katayama-Syndroms kann ebenfalls eine Zustandsverschlechterung eintreten. Auch
hier kann die Gabe von Kortikosteroiden erforderlich sein. Aufgrund eines ,first

pass“-Effektes bei der Leberpassage und der hohen Ausscheidungsrate Uber die
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Niere ist bei einer Funktionseinschrankung eine strenge Uberwachung der Therapie
indiziert. In der Schwangerschaft, vor allem im ersten Trimenon, sollte man
Praziquantel nur zuriickhaltend einsetzen. Da es zu einem Ubertritt in die
Muttermilch kommt, sollten die Sauglinge behandlungsbedurftiger Mitter anderweitig
ernahrt werden (Forth, 1996; Loéscher et al., 2000; Jauréguiberry et al., 2010; Richter
et al., 2010).

1.8.2 Oxamniquin (z.B. Mansil®)

Oxamniquin ist ein Metabolit von 2-Aminomethyltetrahydrochinolin-Verbindungen. Es
ist Mittel der 2. Wahl. Seine therapeutische Wirksamkeit ist vor allem bei Befall mit S.
mansoni erwiesen (Cline, 1989; Forth, 1996; Davis, 1996). Wirkungslos ist es
dagegen gegen S. haematobium und S. japonicum. In der Regel wird es mit
Metrifonat (z.B. Bilarcil®) kombiniert, wenn eine Infektion mit S. mansoni und S.
haematobium vorliegt (Forth, 1996).

Verabreicht wird Oxamniquin in einer einmaligen Tagesdosis von 15 mg/kg. Die
Heilungsrate liegt zwischen 70 und 100% und die Eiausscheidung wird bis zu 95-
97% reduziert (Mahmoud et al., 1990; Davis, 1996; Loscher et al., 2000).
Unerwunschte Nebenwirkungen sind Fieber, Halluzinationen und Auslosung von
Krampfen bei Patienten mit epileptischer Vorgeschichte. Wichtig ist es, den Patienten
auf eine Rotverfarbung des Urins hinzuweisen. Oxamniquin ist in der
Schwangerschaft kontraindiziert (Forth, 1996; Davis, 1996; Richter et al., 2010).

1.8.3 Metrifonat (z.B. Bilarcil®)

Metrifonat ist nur gegen S. haematobium wirksam (Davis, 1996; Loscher et al., 2000;
Richter et al., 2010). Es wird im Organismus weitgehend metabolisiert, wobei 2,2-
Dichlorvinyl dimethyl phosphat entsteht, welches auch als Insektizid (Cholinesterase-
Inhibitor) eingesetzt wird (Forth, 1996; Davis, 1996). Metrifonat wird zurzeit nicht
mehr hergestellt. Es wurde in einer oralen Einmaldosis von 7,5 mg/kg gegeben.
Diese Behandlung wurde im wodchentlichen Abstand zwei Mal wiederholt. Die
Heilungsrate lag zwischen 40 und 90% und die Reduktion der Eiausscheidung bei
uber 90% (Mahmoud et al., 1990; Davis, 1996; Loscher et al., 2000; Richter et al.,

2010). Es kommt zu keinen schwerwiegenden Nebenwirkungen. Die Patienten
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klagen gelegentlich iber Schwindel und Ubelkeit und in héherer Dosierung Uber
kolikartige Beschwerden (Forth, 1996; Davis, 1996).

1.8.4 Artesunat

Artesunat, ein von Artemisinine abgeletetes Derivat, wirkt im Gegensatz zu
Praziquantel besonders auf die Schistosomula und juvenilen Schistosomen von S.
japonicum. Verabreicht wird Artesunat einer Dosisierung von 8 Mal 50 mg/Tag Uber 5
Tage. Die Wirksamkeit liegt be S. haematobium bei unter 50% und konnte in
Kombination mit Sulfadoxin und Pyrimethamin, welche aktuell in der Malariatherapie
eingesetzt werden, deutlich erhéht werden. In Gebieten mit hohem Reinfektionsrisiko
wird Artesunat in Kombination mit Praziquantel eingesetzt. Durch diese Kombination
konnte die Eiausscheidung deutlich reduziert werden. Artesunat ist in der

Schwangerschaft kontraindiziert (Jauréguiberry et al., 2010; Richter et al., 2010).

1.9 Verhitung und Bekampfung

In Endemiegebieten sind alle naturlichen oder kunstlichen Gewasser (Suldwasser)
als potentiell verseucht anzusehen. Hierzu zahlen Seen, Flisse, Simpfe, Reisfelder
und Bewasserungssysteme. Die individuelle Prophylaxe beruht auf der
Expositionsprophylaxe, das heilt, dass das Baden, Durchwaten, Trinken oder
Waschen in solchen Gewassern vermieden werden sollte (Loscher et al., 2000;
Richter et al., 2010). Mdglicherweise mit Zerkarien kontaminiertes Trinkwasser muss
abgekocht, chloriert oder durch Filtration dekontaminiert werden (Eckert, 1998;
Jauréguiberry et al., 2010; Richter et al., 2010).

Die gezielte medikamentdse Behandlung hat sich als die wichtigste Komponente
erfolgreicher Bekdmpfungsprogramme in Endemiegebieten erwiesen. Bei hoher
Pravalenz in endemischen Regionen kann die medikamentose Behandlung von
hauptsachlich betroffenen Bevolkerungsgruppen, z.B. Schulklassen, effektiv und
kostenglnstig sein. Hierbei werden auch diejenigen, z.B. Kinder, die sehr viel
Kontakt zu Wasser haben, erfasst, die die Hauptmenge an Eiern ausscheiden und
somit zu einer weiteren Kontamination von Gewassern fihren. Bei diesen
sogenannten Massenbehandlungskampagnen werden zwar auch Nichtinfizierte

behandelt, dies ist aber ethisch vertretbar, da die heutigen Medikamente keine
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wesentlichen Nebenwirkungen haben (Mahmoud, 1992; Léscher et al., 2000; Richter
et al., 2010).

Die Therapie auf Bevolkerungsebene ist heute ein wesentliches Instrument in der
Schistosomiasis-Bekampfung. Hierbei konnen Morbiditat, Infektionsintensitat und die
Ubertragung reduziert werden. Es ist zu beachten, dass die Therapiezyklen in
regelmaldigen Abstanden wiederholt werden mussen, um Neuinfektionen zu erfassen
(Mahmoud, 1992; Eckert, 1998; Chitsulo et al., 2000; Loscher et al., 2000).
Hygienische und organisatorische MaRnahmen, wie z.B. der Bau von Latrinen und
die Verbesserung der Wasserversorgung, haben das Ziel, die Ausstreuung von
Schistosomen-Eiern bzw. den Kontakt mit verseuchten Gewassern zu reduzieren.
Die Anwendung von Molluskiziden zur Schneckenbekampfung wird heute in der
Regel nur als zuséatzliche MaRnahme zur Reduktion bestimmter Ubertragungsherde
eingesetzt. Die Bekampfung der Schnecken mit chemischen Mitteln ist vor allem
auch aus Okologischen Grinden sehr in den Hintergrund getreten (Eckert, 1998;
Loscher et al., 2000; Chitsulo et al., 2000; Richter et al., 2010).

1.10 Diagnostik

1.10.1 Allgemeine Laboruntersuchungen

Wahrend der akuten Schistosomiasis lasst sich bei 10-70% der Patienten eine
Bluteosinophilie nachweisen. Diese geht haufig mit einer Leukozytose (10.000-
30.000/ul) und einer starken Beschleunigung der Blutsenkungsgeschwindigkeit
(BSG) einher, wobei insbesondere das Serum-IgM und weniger ausgepragt die 1gG-
und IgE-Konzentration erhoht sind. Serumtransaminasen, alkalische Phosphatase
und Lactatdehydrogenase sind nur maig erhdht (Léscher et al., 2000; Jauréguiberry
et al., 2010; Richter et al., 2010).

Im chronischen Stadium, bei Patienten ohne Krankheitserscheinungen, sind die
hamatologischen und biochemischen Laborparameter meist unauffallig (Loscher et
al., 2000; Richter et al., 2010).

Im fortgeschrittenen Stadium der urogenitalen, sowie der intestinalen
Schistosomiasis findet sich haufig eine Anamie, die BSG ist leicht beschleunigt und
Serum-IgG und -IgM (unspezifisch) sind deutlich erhdht. Zusatzlich kommt es bei der
hepatolienalen Auspragungsform haufig zu einer Leukopenie, Thrombopenie,

Verringerung der Cholinesterase, Hypoalbuminamie, Hypergammaglobulinamie,
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Erhéhung der alkalischen Phosphatase und der Serumtransaminasen. Bis auf die
dekompensierte hepatolienale Schistosomiasis ist der Bilirubinspiegel in der Regel
im Normbereich (Loscher et al., 2000; Richter et al., 2010).

Eine Proteinurie ist meist auch bei der asymptomatischen Blasenbilharziose
nachzuweisen, wahrend diese bei der intestinalen Form immer an eine
Glomerulopathie denken lassen muss. Mit Hilfe von Fertigreagens-Teststreifen lasst
sich haufig auch eine Mikrohamaturie nachweisen. Bei den schweren Formen der
Schistosomiasis ist auch immer auf einen Anstieg der renalen Retentionswerte zu
achten, da dieser bezuglich der Prognose eher als unglnstig zu werten ist (Léscher
et al., 2000).

1.10.2 Bildgebende Diagnostik

Die sonographische Diagnostik bewahrt sich bei der Blasenbilharziose und der
intestinalen Schistosomiasis als aussagekraftige, feldtaugliche und nicht invasive
Methode zur Stadieneinteilung und Verlaufskontrolle nach Therapiebeginn
(Mahmoud et al., 1990; Abdel-Wahab et al., 1992; Wiest, 1996; Davis, 1996; Richter
et al., 2010). Zum Nachweis von Veranderungen im Bereich der Ureteren sind
radiologische Untersuchungsmethoden angezeigt, wie die Urographie, das
Computertomogramm (CT) oder das Kernspintomogramm (MRT). Um eine Zystitis,
Blasenulzera und das Blasenkarzinom diagnostizieren zu kdnnen, muss man sich in
den meisten Fallen der Zystoskopie bedienen (Cline, 1989; Davis, 1996).
Radiologische Aufnahmen haben sich beim Nachweis von Blasenverkalkungen
sensitiver als die Sonographie erwiesen. Diese sind aber selten erforderlich, da sie
weniger Aufschluss Uber Veranderungen der Blasenwand, im Vergleich zur
Sonographie, geben (Richter et al., 2010).

Der Nachweis einer ZNS-Beteiligung gelingt mittels CT oder MRT, wobei einzelne
oder multiple Lasionen dargestellt werden konnen (Davis, 1996; Junker et al., 2001,
Richter et al., 2010).

1.10.3 Mikrobiologische Diagnostik

FiUr die mikrobiologische Diagnostik der Schistosomiasis stehen direkte und indirekte
Nachweismethoden zur Verfiugung (Bergquist, 1992; Davis, 1996). Zu den direkten

Methoden zahlen der Ei-Nachweis im Urin und Stuhl, der Nachweis von Mirazidien
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und die mikroskopische Untersuchung von Biopsien. Zu dem indirekten
Nachweismethoden zahlt man die klinische Untersuchung, bildgebende Verfahren,
Laboruntersuchungen und serologische Nachweismethoden (Mahmoud et al., 1990;
Davis, 1996; WHO 1998). Die am haufigsten in der Literatur aufgeflhrten
serologischen Methoden sind der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA), der
Enzyme-linked Immunoelectrotransfer blot (EITB), der Indirekte Fluoreszenz-Test
(IFT) und die Indirekte Hamaglutination (IHA).

1.10.3.1 Direkte Methoden

1.10.3.1.1 Einachweis im Urin

Die Ausscheidung der Schistosomeneier beginnt nach ca. 30-40 Tagen, gelegentlich
auch erst nach Monaten (Mahmoud et al., 1990). Die Eiausscheidung ist in den
spaten Vormittagsstunden, um die Mittagszeit (10-14 Uhr) und nach korperlicher
Aktivitat am hochsten (Bretzel et al., 2010; Richter et al., 2010). Bei einer hohen
Eiausscheidung kann der Nachweis der Eier in der letzten Portion des Spontanurins
gelingen (Loscher et al., 2000). Hierzu wird das Sediment, welches durch
Zentrifugation oder Sedimentation gewonnen wurde, mikroskopisch durchgemustert.
Aufgrund der sehr unterschiedlichen Menge an ausgeschiedenen Eiern, sollte die
Untersuchung mehrfach wiederholt werden (Davis, 1996; Ldscher et al., 2000).
Alternativ ist auch die Urinfiltration durch einen Membran- oder auch Papierfilter mit
einer Porengdsse von ca. 12-25 ym moglich mit anschliessender Durch- oder
Auflichtmikroskopie (Mehlhorn et al., 1995; Loscher et al., 2000; Bretzel et al., 2010).
Gelingt der Einachweis im Spontanurin nicht, sollte der Sammelurin untersucht
werden. Dieser sollte in der Zeit zwischen 9 und 16 Uhr gesammelt werden, da in der
Mittagszeit die Ausscheidung der Eier am hochsten ist (Loscher et al., 2000). Auch
hier wird das gewonnene Sediment oder Memban- bzw. Papierfilter mikroskopisch
auf Eier durchgemustert. Wichtig bei der mikroskopischen Beurteilung ist neben der
Artdiagnose, ob Eier mit lebenden Mirazidien vorliegen, oder nur nicht vitale Eier mit
amorphem, oft schwarzlichen Inhalt (Vogel et al., 1975) bzw. mit Anfarbung in einer
Supravitalfarbung mit Trypanblau oder Kongorot (Ldscher et al., 2000; Bretzel et al.,
2010).

Sehr sparliche Eiausscheidungen werden oft erst mit Hife der

Mirazidienschlupfmethode nachgewiesen (siehe unten) (Vogel et al., 1975).
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1.10.3.1.2 Einachweis im Stuhl

In Stuhlproben kénnen Eier, wenn sie zahlreich vorhanden sind, mit Hilfe einfacher
Stuhlausstriche nachgewiesen werden. Anderenfalls mussen
Anreicherungsverfahren angewendet werden, wie Sedimentationsverfahren. Hier hat
sich die Merthiolat-Jod-Formalin- oder die Sodiumacetat-Formalin-
Konzentrationsmethode bewahrt (Cline, 1989; Loscher et al., 2000; Bretzel et al.,
2010; Richter et al., 2010).

Unter Feldbedingungen und in einfach ausgestatteten Labors wird haufig der dicke
Stuhlausstrich nach Kato-Katz angewendet (Vogel et al., 1975; Teesdale et al., 1976;
Cline, 1989; Mahmoud et al., 1990; Davis, 1996; Loscher et al., 2000; Bretzel et al.,
2010; Richter et al., 2010). Diese Methode ist von der WHO empfohlen und als Kit fur
Felduntersuchungen verflugbar (Ldscher et al., 2000; Bretzel et al., 2010). Hierbei
wird eine bestimmte Menge an Stuhl (41,7 mg) auf einen Objekttrager gegeben, mit
einem in Glycerin-Malachitgrin eingeweichten Cellophanstick bedeckt und danach
umgedreht auf eine glatte Oberflache gelegt. Durch das Gewicht des Objekttragers
wird die Stuhlprobe gleichmallig verteilt. Nun kann das Praparat mit einer
VergrofRerung von 100-fach mikroskopisch durchgemustert werden (Loéscher et al.,
2000; Bretzel et al., 2010).

Zum Nachweis vitaler Eier kann auch hier der Mirazidienschlupfversuch (siehe

unten) angewendet werden.

1.10.3.1.3 Nachweis von Mirazidien (Mirazidienschlupfversuch)

Zum Nachweis von Mirazidien wendet man den Mirazidienschllipfversuch an. Hier
wird eine Stuhlprobe oder Harnsediment mit Wasser aufgeschwemmt und mehrfach
ausgewaschen. Der somit gewonnene Uberstand wird anschlieBend dem Licht
ausgesetzt. Nach ca. 1-2 Stunden kommt es zum Ausschlipfen von Mirazidien, die
man im Lupenmikroskop bei 60-facher VergroRerung gut erkennen kann (Vogel et
al., 1975; Loscher et al., 2000; Bretzel et al., 2010).

1.10.3.1.4 Einachweis in Biopsien

Die Untersuchung von Biopsien der Blasen- und Darmschleimhaut stellt eine gute
Erganzung zu den Urin- und Stuhluntersuchungen dar (Vogel et al., 1975; Cline,
1989; Mahmoud et al., 1990; Davis, 1996; Ldscher et al., 2000). Biopsien sind beim
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Nachweis leichter Infektionenen der parasitologischen Stuhl- und Urinuntersuchung
deutlich Uberlegen (Richter et al.,, 2010). Allerdings ist hier eine invasive
Materialgewinnung nétig. Deshalb sollte die Blasen- und Darmbiopsie, bei
begrindetem Verdacht nur dann eingesetzt werden, wenn die nichtinvasiven
Methoden versagen, oder der Verdacht auf Blasenkarzinom oder Polyposis besteht
(Cline, 1989; Mahmoud et al., 1990; Loscher et al., 2000; Richter et al., 2010). Bei
der endoskopischen Materialgewinnung sollten die Probeexcisate im Bereich
verdachtiger Schleimhautveranderungen oder an mehreren verschiedenen Stellen
entnommen werden (Loscher et al., 2000; Richter et al., 2010). Histologische
Schnittpraparate zeigen oft nur Anschnitte der Eier, so dass eine ldentifizierung
erschwert sein kann, aber die Unterscheidung von vitalen und avitalen Eiern moglich
ist (LOscher et al., 2000; Richter et al., 2010). Neben der histologischen Aufarbeitung
der Gewebeproben sollte ein Quetschpraparat angefertigt werden (Loscher et al.,
2000). Hierfur werden reiskorngrof3e Stlickchen ungefarbt zwischen zwei stabile
Glasplatten gegeben, bis zur Durchsichtigkeit gepresst und anschlielend
mikroskopisch durchgemustert. Hierbei ist eine Artdifferenzierung gut moglich und
lebende und tote Eier sind leicht zu unterscheiden (Vogel et al., 1975; Davis, 1996;
Richter et al., 2010).

1.10.3.2 Indirekte Methoden

1.10.3.2.1 Indirekte Hamagglutination (IHA)

Fur den indirekten Hamagglutinations-Test wird an geeignete Tragererythrozyten
(z.B. vom Schaf) Iosliches Parasitenantigen angelagert. Die mit dem Antigen
beladenen Erythrozyten werden mit Patientenserum zusammengebracht. Sind
Antikérper im Serum vorhanden, bildet sich eine netzartige Agglutination aus. In
geeigneten Sedimentationsgefallen (z.B. mit Rundboden) kommt es zu einer
makroskopisch sichtbaren ,Teppichbildung” und der Test ist positiv. Sind keine
entsprechenden Antikdrper im Serum vorhanden, bleibt die Vernetzung aus und es
bildet sich im Reaktionsgefal® eine Ablagerung am Boden (,Knopf‘). Der IHA ist
negativ (Mehlhorn, 1988).

Der IHA kann innerhalb einer Stunde mit dem bloRen Auge abgelesen werden.
Dieser Test kann auch unter den meist einfachen Feldbedingungen in den

Endemiegebieten gut als Screening-Verfahren eingesetzt werden (Bergquist, 1992).
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1.10.3.2.2 Indirekter Fluoreszenz-Test (IFT)

Diese Methode kann verwandt werden, um Antikorper gegen korpuskulare Antigene
bzw. Gefrierschnitte von Zerkarien, Eiern oder Adultwlirmern zu detektieren.
Zunachst bindet der Antikdrper des Patienten an ein bekanntes Antigen. Dieser
Antigen-Antikorper-Komplex wird sichtbar gemacht, indem man einen zweiten
Fluoreszin-markierten Antikdrper gegen Humanimmunglobuline zugibt. Dieser bindet
an den Komplex und lasst sich im Fluoreszenzmikroskop nachweisen (Hallmann,
1980).

Beim IFT wird eine relativ teure technische Ausristung (Fluoreszenzmikroskop)
bendtigt. Weiterhin kann der Test nur von speziell geschultem Personal durchgefiihrt
und ausgewertet werden. Desweiteren schliet die Empfindlichkeit der Reagenzien
eine Anwendung des Verfahrens unter Feldbedingungen meist aus (Bergquist,
1992).

1.10.3.2.3 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Beim Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) binden Antikdrper an ein
bekanntes Antigen. Es bildet sich ein Antigen-Antikdrper-Komplex, an den sich ein
mit einem Enzym markierter zweiter Antikorper gegen humane Immunglobuline
bindet. Dieses Enzym signalisiert nach der Zugabe des Stoffes, den es katalysieren
kann (z.B. Peroxidase-Peroxid) und eines Indikators (Farbstoff), dass der Antikorper
des Patienten an dem Antigen haftet. Die Konzentration des Antigen-
Antikorperkomplexes kann dann photometrisch gemessen werden.

Die in der Literatur aufgefuhrten ELISA-Methoden =zur Diagnostik der
Schistosomiasis unterscheiden sich insbesondere durch die Wahl des Antigens bzw.
durch die Aufbereitung des Antigens. Als Antigen dienen zum einen die Eier der
Schistosomen und zum anderen die adulten Wirmer selbst. Weiterhin werden auch
in der Blutbahn zirkulierende Bestandteile der Parasiten verwendet. Hierbei kommt

es zu deutlichen Unterschieden bezulglich der Sensitivitat bzw. der Spezifitat.

Circulating anodic antigen (CAA) und Circulating cathodic antigen (CCA)
Ein haufig verwendetes Antigen ist das ,Circulating anodic antigen (CAA)“ und das
»Circulating cathodic antigen (CCA)“. Hier handelt es sich um Proteoglykane, welche

im Golgi-Apparat, in Vesikeln und im Darmepithel von Schistosomen nachgewiesen
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wurden (de Jonge, 1992) und sich zum einen in ihrem Aufbau und zum anderen in
der Ladung unterscheiden (van Lieshout et al., 2000).

In einer Studie von de Jonge et al. verwendetes ,Circulating anodic antigen (CAA)*
erreicht eine Sensitivitat von 75-93% und eine Spezifitat von 100% (de Jonge et al.,
1988; de Jonge, 1992).

In der Arbeit von Al-Sherbiny et al. wird als Antigen das ,Circulating anodic antigen
(CAA)“ und das ,Circulating cathodic antigen (CCA)“ eingesetzt. Die Autoren haben
Serum- und Urinproben von Patienten mit einer gesicherten Infektion mit S.
haematobium untersucht. Sie haben bei den untersuchten Serumproben eine
Sensitivitat von 55% (CAA) und bei den Urinproben eine Sensitivitat von 78% (CCA)
erreicht (Al-Sherbiny et al., 1999).

Soluble egg antigen (SEA), Keyhole limpet haemocyanin (KLH), Cationic egg
fraction 6 (CEF 6) und 26 kDa recombinant protein (RP26)

Li et al. verwenden als Antigen |6sliche Bestandteile von S. japonicum-Eiern
(SEA=soluble egg antigen) und ,keyhole limpet haemocyanin“ (KLH). Bei dem KLH
handelt es sich um ein kohlenhydrathaltiges Epitop von marinen
Schlissellochschnecken (Megathura crenulata), welches ebenfalls auf der
Oberflache der Eier, Zerkarien und Schistosomula von S. mansoni vorkommt. Es
wurden jeweils 50 Seren von akut und chronisch erkrankten Patienten untersucht.
Bei den Patienten lag eine gesicherte Infektion mit S. japonicum vor. Als Test wurde
ein Dot-ELISA verwendet, bei dem im Fall einer positiven Reaktion ein farbiger Punkt
auf einem Nitrozellulose-Streifen mit blolem Auge abgelesen werden kann. Bei den
akut Erkrankten wurde mit beiden Antigenen eine Sensitivitdt von 100% erreicht,
wahrend bei den chronisch Erkrankten jeweils eine Sensitivitdt von 90% erzielt
wurde. Ein deutlicher Unterschied zeigte sich in der Spezifitat. Mit dem Antigen KLH
wurde eine Spezifitat fur beide Patientengruppen von 100% erreicht, wahrend mit
dem SEA-Antigen nur eine Spezifitat fir beide Gruppen von 86,4% erreicht wurde (Li
et al., 1997).

Doenhoff et al. erzielten eine Sensitivitat von 94% bis 99% und eine Spezifitdt von
13% bis 64% bei Serumproben von Patienten mit einer Infektion durch S. mansoni
und/oder S. haematobium. Als Antigen wurde SEA von S. mansoni verwendet. Um
die Sensitivitat und Spezifitdt zu steigern verwendeten Doenhoff et al. eine

Untereinheit von SEA, welche als CEF 6 (Cationic egg fraction 6) bezeichnet wird. Es
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gelang, die Sensitivitdt auf 99% und die Spezifitdt ebenfalls auf 99% anzuheben
(Doenhoff et al., 1993). Dieses wurde von Ghandour et al. nicht bestatigt, da die
Sensitivitat bei 90% und die Spezifitat bei nur 55% lagen. Getestet wurden Seren von
Patienten, die sich mit S. mansoni infiziert haben (Ghandour et al., 1997).

Alarcén de Noya et al. untersuchten 94 Seren von Patienten, die mit S. mansoni
infiziert waren und erzielten mit SEA (S. mansoni) eine Sensitivitat von 99%. Die
Spezifitat lag bei 71-74%. Um die Spezifitat anzuheben, versetzten sie das SEA-
Antigen mit Natriummetaperjodat (sodium metaperiodate, SMP). Die Sensitivitat blieb
unvermindert bei 99%, wahrend die Spezifitat auf ebenfalls 99% angehoben werden
konnte (Alarcon de Noya et al., 2000).

Die Arbeitsgruppe von Zhu et al. verwendete SEA-Antigen von S. japonicum und
untersuchte die Seren von Patienten, die akut bzw. chronisch mit S. japonicum
infiziert waren. Im ELISA erreichte sie eine Sensitivitat von 100% und eine Spezifitat
von 96,7%. In dem schneller und einfacher durchzufGhrenden dipstick dye
immunoassay (DDIA) lag die Sensitivitat bei den akut erkrankten Patienten bei
96,7% und bei den chronisch Erkrankten bei 94,1%. Beim dipstick dye immunoassay
(DDIA) werden Nitrozellulose-Streifen mit 1gG-Antikorper beschichtet, der gegen
menschliche Antikdrper gerichtet sind. Das Patientenserum wird mit Antigen (SEA)
gemischt und anschlieBend wird der Nitrozellulose-Streifen fur einige Minuten
eingetaucht. Im Fall einer positiven Reaktion kann eine Bande abgelesen werden
(Zhu et al., 2002).

Makarova et al. verwendeten als Antigen im ELISA rekombinante Proteine (26 kDa
recombinant protein (RP26)) von Schistosoma mansoni. Bei der Gruppe von akut
erkrankten Patienten erreichten sie eine Sensitivitat von 89%. Bei den Seren der
Patientengruppe mit einer chronischen Schistosomiasis wurde jedoch nur eine

Sensitivitat von 26% erzielt (Makarova et al., 2003).

Mikrosomales Antigen (MAMA, HAMA und JAMA)

Tsang et al. verwendeten als Antigen das endoplasmatische Retikulum von adulten
S. mansoni bzw. S. haematobium und S. japonicum. Nach verschiedenen
Fraktionierungsschritten wird von den adulten Widrmern die mikrosomale Fraktion
gewonnen, die die hdchste spezifische Aktivitat zeigt. Tsang et al. bezeichneten
diese Fraktion als mikrosomales Antigen. Je nach Spezies verwenden sie

Schistosoma mansoni mikrosomales Antigen (MAMA), Schistosoma haematobium
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mikrosomales Antigen (HAMA) und Schistosoma japonicum mikrosomales Antigen
(JAMA) (Tsang et al.,, 1983). In der Untersuchung stellte sich heraus, dass die
Kreuzreaktionen mit Trichinella spiralis, Paragonimus westermani und Clonorchis
sinensis im Vergleich zum ELISA mit SEA als Antigen deutlich geringer sind (Tsang
et al., 1983).

In der Untersuchung von Maddison et al. wurden Seren von Patienten, bei denen
eine Infektion durch S. mansoni vorlag, getestet. Als Antigen wurde MAMA
verwendet. Die Sensitivitat lag bei 96% und die Spezifitat bei 99%. Bei der
Untersuchung von Seren von Patienten, die sich durch heterologe
Schistosomenarten (S. haematobium und S. japonicum) infiziert hatten, lag die
Sensitivitat jedoch nur bei 55% (Maddison et al., 1985).

Tsang et al. flUhren in einer weiteren Arbeit einen FAST®-ELISA mit MAMA als
Antigen auf. Die Seren stammten von Patienten mit einer S. mansoni-Infektion. Hier
lag die Sensitivitdt und Spezifitdt sogar bei 99% (Tsang et al., 1997). Dieser ELISA
basiert auf dem Falcon Assay Screening Test®-System (FAST®-ELISA). Hierbei
handelt es sich um Polystyrol-Klgelchen, die an einem kurzen Stabchen angebracht
sind. Die Kugelchen werden mit Antigen beschichtet und anschlieend in verdinntes
Patientenserum (PBS/Tween) gegeben. Nun koénnen eventuell vorhandene
Antikorper binden, die dann in weiteren Schritten nach Zugabe eines Indikators
(Farbstoff) sichtbar gemacht werden. Eine positive Reaktion kann mit bloRem Auge

oder mit Hilfe eines Photometers abgelesen werden (Tsang et al., 1997).

1.10.3.2.4 Enzyme-linked Immunoelectrotransfer blot (EITB)

Beim Enzyme-linked Immunoelectrotransfer blot (EITB) wird zunachst das Antigen
uber ein Gradientengel aufgetrennt und anschlieBend auf Nitrozellulose Ubertragen.
In einem weiteren Schritt kdnnen Antikérper aus Patientenseren an das Antigen
binden, die dann mittels eines Enzym-markiertem Anti-Humanimmunglobulins

farblich dargestellt werden (Tsang et al., 1983).

SM 31/32

Idris et al. verwendeten als Antigen SM 31/32. Hierbei handelt es sich um eine
Fraktion von I6slichem Antigen von adulten S. mansoni mit einem Molekulargewicht
von 31-32 Kilodalton (kDa). Die Sensitivitat und Spezifitat liegt bei diesem
Nachweisverfahren bei 99% ( Idris et al., 1988).
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Soluble egg antigen (SEA)

Alarcon de Noya et al. haben einen EITB mit SEA (soluble egg antigen)
durchgefuhrt. Die diagnostischen Banden lagen in einem Bereich von 14-161 kDa.
Ebenfalls wie bei dem ELISA haben Alarcén de Noya et al. das SEA-Antigen mit
Natriummetaperjodat (sodium metaperiodate, SMP) behandelt. Die diagnostischen
Banden liegen in einem Bereich von 16-139 kDa. Uber die Sensitivitat und Spezifitat
wurden keine Aussagen gemacht (Alarcon de Noya et al., 2000).

Valli et al. verwendeten fur den EITB I0sliches Antigen von adulten S. mansoni. Die

diagnostischen Banden lagen in einem Bereich von 30-32 kDa (Valli et al., 1999).

Soluble Schistosoma mansoni adult worm antigen preparation (SWAP)
Tawfeek et al. verwenden als Antigen soluble Schistosoma mansoni adult worm
antigen preparation (SWAP). Es handelt es sich um eine Fraktion von |6slichem
Antigen von adulten S. mansoni. Die diagnostischen Banden liegen bei Serumproben
von akut erkrankten Patienten in einem Bereich von >116, 84, 48, 40 und 34 kDa und
bei Proben von chronisch erkrankten Patienten im Bereich von 80, 70, 42, 36, 30 und
26 kDa. Die Bande 34 kDa. zeigt bei den Proben der akut Erkrankten eine hohe
Sensitivitat (96%) und hohe Spezifitat (100%) (Tawfeek et al., 2004).

Mikrosomales Antigen (MAMA, HAMA und JAMA)

Tsang et al. verwendeten fir den EITB die mikrosomale Fraktion MAMA (S.
mansoni) und JAMA (S. japonicum) als Antigen. Fur das MAMA-Antigen werden
diagnostische Banden im Bereich von 16-29 kDa und groler als 40 kDa
beschrieben. Hier werden drei Banden besonders hervorgehoben. Im Bereich von
18,4 kDa, 16,4 kDa und 29,0 kDa. Fur das JAMA-Antigen schranken sie den
diagnostischen Bereich zwischen 18 und 35 kDa und groRer als 40 kDa ein. Tsang et
al. heben hier drei Banden im Einzelnen hervor. Diese liegen im Bereich von 34,3-
30,4 kDa, 27,6-24,7 kDa und 19,6-18,1 kDa (Tsang et al., 1984).

Tsang et al. veroffentlichten 1997 eine Studie, in der als Antigene die mikrosomalen
Fraktionen MAMA (S. mansoni), HAMA (S. haematobium) und JAMA (S. japonicum)
verwendet wurden. Zur Austestung standen jeweils homologe Patientenseren, Seren
mit anderen Helminthosen und Negativkontrollen zur Verfugung. Als spezifische
Banden werden fur MAMA 30 kDa, fur HAMA 23 kDa und fur JAMA 18, 23 und 29
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kDa angegeben. Die Sensitivitat betrug jeweils 97% und die Spezifitdt wurde mit

100% angegeben (Tsang et al., 1997).

1.10.4 Probleme der Diagnostik

Trotz der hohen Sensitivitats- und Spezifitatsraten der zur Verfligung stehenden
Nachweismethoden, wie zum Beispiel der Einachweis im Stuhl oder Urin und
serologischer Testverfahren, werden nicht alle Schistosomiasen erfasst.

Traditionell basiert die Diagnose der Schistosomiasis auf dem Nachweis von Eiern
im Stuhl oder Urin. Diese Form der Diagnostik ist jedoch limitiert, da nicht alle
Patienten Eier ausscheiden, oder diese sehr unregelmafig ausscheiden. Weiterhin
kann es auch nach einer erfolgreichen Therapie zur weiteren Eiausscheidung

kommen.

1.104.1 Antikdrpernachweis

Die einzelnen serologischen Nachweismethoden, bei denen Antikdrper gegen ein
bestimmtes Antigen nachgewiesen werden kdnnen, sind sehr sensitiv und spezifisch.
Aufgrund der langen Persistenz der Antikorpertiter Iasst sich jedoch eine akute von
einer chronischen Infektion nicht unterscheiden (Wilson et al., 1974; Tsang et al.,
1997; Abou-Basha et al, 2002; Caldas et al., 2008). Die Unterscheidung zwischen
akuter und chronischer Erkrankung Uber die Antikorpertiter (IgM, IgA und IgG) gelingt
nur in Kombination verschiedener serologischer Testsysteme (ELISA) mit
verschiedenen Antigenen wie z.B. soluble egg antigen (SEA), soluble worm adult
protein (SWAP) und keyhole limpet hole (KLH) (Beck et al., 2004; Beck et al., 2008).
Weiterhin besteht die Problematik, dass nach einer medikamentésen Behandlung ein
Erfolg oder Misserfolg serologisch nicht dargestellt werden kann (Tsang et al., 1997;
Richter et al., 2010).

1.10.4.2 Antigennachweis

Li et al. untersuchten in ihrer Arbeit Seren von Patienten mit einer Infektion durch S.
mansoni, S. haematobium, S. japonicum und S. intercalatum. Als diagnostischen
Test verwendeten sie einen ELISA. In den Patientenseren wurden zirkulierende
Proteinbestandteile (31/32 kDa) von S. mansoni nachgewiesen. Die Sensitivitat

unterscheidet sich deutlich innerhalb der verschiedenen Schistosomen-Spezies. So
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ist die Sensitivitat bei S. haematobium 100%, bei S. intercalatum 94%, bei S.
japonicum 88% und bei S. mansoni 80% (Li et al., 1996).

Deelder et al. und de Jonge et al. verwendeten den ELISA zum Nachweis von
Circulating anodic antigen (CAA) im Serum. Im Serum zeigten die positiven
Ergebnisse eine Korrelation zur Menge an ausgeschiedenen Eiern. Es wurden Seren
erfasst, mit weniger als 1 ng CAA pro ml Serum. Allerdings liegt die Sensitivitat bei
Patienten mit einer Ei-Ausscheidung von 1-100 Eiern/g (Stuhl), bei lediglich 60-70%
(de Jonge et al., 1982; Deelder et al., 1989; Tsang et al., 1997).

Van Lieshout et al. wendeten den ELISA zum Nachweis von Circulating anodic
antigen (CAA) im Urin an. Hier korrelieren die Ergebnisse ebenfalls mit der Anzahl
der ausgeschiedenen Eier. Hier stellt sich das Problem, dass der Test allerdings erst
nach einem Zeitraum von ca. sechs Wochen post infectionem reagiert (van Lieshout
et al., 1991; Tsang et al., 1997).

Idris et al. verwendeten als serologisches Testverfahren den EITB. Als Antigen
verwendeten sie SM 31/32. Hierbei handelt es sich um eine Fraktion von Ioslichem
Antigen von adulten S. mansoni mit einem Molekulargewicht von 31-32 kDa. Die
Sensitivitat und Spezifitat liegt bei 99%. Hier liegt der Nachteil jedoch im hohen
technischen Aufwand, so dass der Test nicht fir Massenuntersuchungen eingesetzt
werden kann (ldris et al., 1988; Tsang et al., 1997).

1.10.4.3 Molekularbiologische Diagnostik

Verschiedene PCR-Methoden zum Nachweis spezifischer DNA-Abschnitte der Eier
von Schistosoma mansoni, S. haematobium und S. japonicum im Stuhl bzw. im Urin
sind beschrieben und zum Teil fur die Diagnostik und fur epidemiologische
Untersuchungnen eingesetzt worden (Pontes et al., 2003; Lier et al., 2006; ten Hove
et al., 2008; Richter et al., 2010). Diese Methoden erlauben jedoch keine Beuteilung
der Ei-Vitalitat. Zudem erwiesen sie sich in einigen Untersuchungen nicht als
sensitiver im Vergleich zur parasitologischen Diagnostik (Einachweis mittels
Anreicherungsmethoden).

Vor kurzen wurde der Nachweis Zell-freier Schistosomen DNA im Plasma von
Patienten mit akuter Schistosomiasis (Katayama-Syndrom) beschrieben (Wichmann
et al., 2009).

PCR-Nachweise in Stuhl- und Urinproben wurden bisher nur in wissenschaftlichen

Studien angewandt. Fur die diagnostische Routine stehen diese Methoden derzeit
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nicht zur Verfigung und die Validierung fur die Diagnostik steht noch aus (Richter et
al., 2010).
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2 Problemstellung und Zielsetzung

Wahrend der mehrere Wochen bis mehrere Monate dauernden Prapatenzzeit ist der
Antikorpernachweis oft der einzige Laborbefund fur die Untermauerung der Diagnose
Schistosomiasis.
Allerdings hat die Immundiagnostik der Schistosomiasis Schwachpunkte:
e Eine zu geringe Sensitivitat
e Kreuzreaktionen mit Antikorpern, die gegen andere Trematoden oder zum
Beispiel gegen Trichinella spiralis oder Filarien gerichtet sind (geringe
Spezifitat)
e Der Antikorpertiter bleibt auch nach einer erfolgreichen medikamentosen
Behandlung lange nachweisbar

e Keine Korrelation zwischen Titer und Befallsintensitat bzw. Morbiditat

Auch nach Ablauf der Prapatenzzeit kann der direkte Nachweis der Eier im Stuhl
oder Urin problematisch sein. Einerseits gilt dies fur alle geringgradigen Infektionen,
andererseits scheiden nicht alle Patienten mit starkerer Infektionslast Eier aus oder
die Phasen der Ei-Ausscheidung verlaufen sehr unregelmallig. Weiterhin ist zu
beachten, dass die Patienten trotz einer erfolgreichen Therapie die Schistosomen-
Eier noch fur Monate weiter ausscheiden konnen.

Wie in der Einleitung ausgeflihrt, gibt es eine Reihe an direkten und indirekten
Nachweisverfahren. Gerade in der Immundiagnostik wurden zahlreiche Testsysteme
mit unterschiedlichem Antigen angewendet.

Tsang et al. haben als Antigen die mikrosomale Fraktion der Schistosomen isoliert.
Die mikrosomale Fraktion ist eine Anreicherung des endoplasmatischen Retikulums.
Dieses wird durch die Homogenisierung der Zelle freigesetzt und erfahrt eine
physikalische Veranderung in seiner Struktur. Aus den Cysternae werden durch die
mechanische Disruption 0,1 um grol3e geschlossene Vesikel, die als Mikrosomen
bezeichnet werden. Die membrangebundenen Glykoproteine werden durch die
Behandlung mit Urea freigesetzt und fir die Beschichtung von Polystyrolflachen
geeignet gemacht (Tsang et al., 1983).

Die mikrosomale Fraktion der adulten Wurmer wurde als besonders geeignetes
Antigen fir die Frihdiagnose und fir die Beurteilung im Therapieverlauf bei der

experimentellen Schistosomiasis beschrieben (Tsang et al., 1983).
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Demgegenlber sind Antikorper gegen das meist flur die Immundiagnostik
verwendete l0sliche Eiantigen (SEA, soluble egg antigen) eher im chronischen
Infektionsstadium nachzuweisen und persistieren auch nach erfolgreicher Therapie

langfristig.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob sich die Immundiagnostik der
Schistosomiasis durch die Anwendung der mikrosomalen Fraktion der Adultwirmer
als Antigen verbessern lasst. Dies sollte vor dem Hintergrund evaluiert werden, dass
sich das Patientengut der Abteilung fur Infektions- und Tropenmedizin der Ludwig-
Maximilians-Universitat zum einen aus Patienten zusammensetzt, welche sich im
Rahmen eines Urlaubs oder beruflich in den Endemiegebieten aufgehalten und
infiziert haben. Hier ist aufgrund der Anamnese von einer frischen Infektion mit
Schistosomen auszugehen. Auf der anderen Seite sollten Schistosomiasis-Patienten
untersucht werden, die nach Deutschland eingereist bzw. eingewandert sind und
aufgrund ihrer geographischen Herkunft schon friuhen Kontakt zu den dort

heimischen Parasiten hatten.

Im Folgenden die Fragestellung im Einzelnen:

1) Wie hoch ist die Sensitivitat und Spezifitat des Schistosoma mansoni
mikrosomalen Antigens (MAMA) im Vergleich zum Ei-Antigen (SEA)?

2) Ist MAMA ein Kandidat fur die Speziesbestimmung innerhalb des Genus?

3) Wie hoch ist die Spezifitat in Bezug auf andere Helminthiasen im Vergleich
zum Ei-Antigen?

4) Ist es maoglich, einen frihen Anstieg bzw. einen Abfall des Antikorper-Titers
zum Beispiel nach Behandlung nachzuweisen und kann man dieses eventuell
fur den Therapieverlauf nutzen?

5) Wie viel Rohmaterial (adulte Schistosomen) ist n6tig, um eine sinnvolle Menge

an MAMA herzustellen?
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3 Material und Methoden
3.1 Serumproben

3.1.1 Serumproben mit nachgewiesener Schistosomeninfektion

Fir die Austestung des Antigens standen uns 84 Serumproben von 30 Patienten zur
Verfugung, die in einem Zeitraum von 1989 bis 1999 in der Abteilung fur Infektions-
und Tropenmedizin der Ludwig-Maximilians-Universitat abgenommen wurden. Bei
allen Patienten lag eine gesicherte Schistosomeninfektion vor, das heif’t, dass die
Eier von S. mansoni oder S. haematobium im Stuhl, Urin oder Biopsiematerial
nachgewiesen werden konnten. Des Weiteren wurden die Anamnese, der
korperliche Untersuchungsbefund und die serologischen Laborbefunde in die
Patientenauswahl einbezogen. Mit Hilfe der Anamnese konnten wir vor allem bei den
deutschen Patienten den Expositionszeitraum eingrenzen. Wir haben die Patienten
in zwei Gruppen aufgeteilt; zum einen deutsche Patienten und zum anderen
Patienten, deren Herkunftsland zu einem Hyperendemiegebiet zahilt.

Dies wurde nétig, da es bei den Patienten aus einem Hyperendemiegebiet aufgrund
ihres Herkunftslandes zu einer Infektion bereits im Kinder- oder Jugendalter
gekommen sein konnte und somit der Expositionszeitraum zwischen Jahren und
Jahrzehnten lag.

Die deutschen Patienten haben wir in zwei Gruppen aufgeteilt, wobei bei der ersten
Gruppe der Infektionszeitpunkt innerhalb von sechs Monaten bis zur ersten
Blutabnahme lag und bei der zweiten Gruppe der mdgliche Infektionszeitpunkt mehr
als sechs Monate zurucklag.

Uns standen pro Patient eine unterschiedliche Anzahl von Serumproben zur
Verfligung. Um moglichst vergleichbare Bedingungen zu schaffen, haben wir bei
jedem Patienten jenes Serum genommen, welches mit dem Einachweis im nachsten

zeitlichen Zusammenhang stand. Die Patienten wurden wie folgt eingeteilt:
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e Proben von deutschen Patienten, die in einem Zeitraum von sechs
Monaten nach der Infektion abgenommen wurden n=7

e Proben von deutschen Patienten, die in einem Zeitraum von mehr als
sechs Monaten nach der Infektion abgenommen wurden n==6

e Proben von Patienten aus Endemiegebieten, bei denen die
Blutabnahme in einem Zeitraum von mehr als sechs Monaten nach

der Infektion erfolgte n=17

3.1.2 Serumproben mit nachgewiesenen anderen Helminthosen

Zur Austestung des Antigens auf Kreuzreaktionen standen uns 231 Seren von
Patienten zur Verflgung, bei denen eine gesicherte Infektion mit anderen Helminthen
vorlag. Hierbei handelte es sich ebenfalls um Serumproben aus der Abteilung flr
Infektions- und Tropenmedizin der Ludwig-Maximilians-Universitat. Hierbei stand uns
pro Patient jeweils ein Serum zur Verfugung. Die einzelnen Erregerarten und die

Anzahl der Patientenseren sind nachfolgend aufgefuhrt.

¢ Ancylostoma duodenale n =47
e Ascaris lumbricoides n=16
e Echinococcus granulosus (zystische Echinokokkose) n=20

e Echinococcus multilocularis (alveolare Echinokokkose) n =32

e Onchocerca volvulus n=15
e Strongyloides stercoralis n=27
e Taenia solium (Zystizerkose) n=13
e Trichinella spiralis n=29
e Trichuris trichiura n=32

Um auch bei diesen Patienten eine frihe Infektion mit Schistosomen im Kindes- oder
Jugendalter weitgehend ausschlieBen zu koénnen, haben wir diese Patienten
ebenfalls in zwei Gruppen eingeteilt. Zum einem Patienten aus Herkunftslandern, die
keine Endemiegebiete der Schistosomiasis sind und zum anderen Patienten, bei
denen es aufgrund ihres Herkunftslandes zum Kontakt mit Schistosomen gekommen
sein konnte.

Die Anzahl der Seren von Patienten aus Herkunftslandern, die keine Endemiegebiete

sind mit einer gesicherten Helminthose betragt 100. Die Verteilung ist im Einzelnen:

41



¢ Ancylostoma duodenale n=17

e Ascaris lumbricoides n=3
e Echinococcus granulosus n=3
e Echinococcus multilocularis n =32
e Onchocerca volvulus n=9
e Strongyloides stercoralis n=8
e Taenia solium n=

e Trichinella spiralis n=22
e Trichuris trichiura =5

Bei den Seren von Patienten aus Endemiegebieten standen uns 131 zur Verfigung.

Diese teilen sich folgendermalien auf:

¢ Ancylostoma duodenale n =30
e Ascaris lumbricoides n=13
e Echinococcus granulosus n=17
e Onchocerca volvulus n=6

e Strongyloides stercoralis n=19
e Taenia solium n=12
e Trichinella spiralis n=7

e Trichuris trichiura n=27

3.1.3 Negativkontrolle

Als Negativkontrolle dienten uns 142 Seren von Blutspendern des Bayerischen
Roten Kreuzes Minchen, die in der Vorgeschichte keine Aufenthalte in

Endemiegebieten angaben.

3.2 Antigen

3.2.1 Antigengewinnung fur die mikrosomale Fraktion (Tsang et al., 1983)

Zur Herstellung wurden adulte S. mansoni aus dem Mesenterium infizierter Mause
(Fa. Charles River Deutschland, NMRI ¢ 9) verwendet. Um diese zu ziichten, wurde

der Lebenszyklus von S. mansoni unter Laborbedingungen nachgestellt.
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Hierzu wurden zunéchst die Leber und der Darm aus infizierten Mausen enthnommen,
von Kot gereinigt und zerkleinert. Um sicher zu gehen, dass eine ausreichende
Infektion der Maus vorlag haben wir von reiskorngroen Gewebestlicken ein
Quetschpraparat angefertigt und dieses mikroskopisch auf vitale Eier
durchgemustert. Das zerkleinerte Gewebe wurde dann in 28°C bis 30°C warmes,
entkalktes Wasser (pH 7,6) gegeben und unter einen 100 Watt Strahler (ca. 5000
Lux) platziert. Die Mirazidien, die positiv phototrop und negativ geotaktisch sind,
reicherten sich nach ein bis zwei Stunden in den oberen Wasserschichten an. Nach
der Entnahme der Mirazidien wurden diese fur 12 Stunden zu Stuf3wasserschnecken
(Biomphalaria glabrata) gegeben. In den ersten vier Wochen wurden die Schnecken
unter Tageslichtbedingungen gehalten. In den darauffolgenden Wochen hielten wir
die Schnecken unter abgedunkelten Bedingungen, um eine Ubermalige
Zerkarienausschattung zu verhindern.

Etwa vier bis sechs Wochen post infectionem konnten wir die Schnecken schitten
lassen. Hierfur wurden diese in entkalktes Wasser (pH 7,6) mit einer Temperatur
zwischen 28°C und 30°C gegeben. Um die Ausschuttung der Zerkarien unter dem
Lupenmikroskop (Fa. Olympus 275205) verfolgen zu kdnnen, benutzten wir Multi-
Well-Platten (Fa. Sigma Z 37,214-5, 24 Vertiefungen, @ 1,7 cm) mit einem
Durchmesser von 17 mm pro Napf. Nach ca. einer Stunde unter einer 100 Watt
Lichtquelle wurden die ausgeschuitteten Zerkarien mit einer Pipette aufgenommen
und in ein weiteres Gefal Uberfuhrt. Dieses wurde wiederum unter einer Lichtquelle
platziert. Die positiv phototaktischen Zerkarien reicherten sich nach ca. einer Stunde
im Bereich der Wasseroberflache an. Der aufgenommene Schneckenkot setzte sich
am Boden des Gefalles ab. Danach wurden die Zerkarien entnommen und wiederum
in ein neues Gefald Uberfuhrt, welches auf 4°C gekuhlt wurde. Aufgrund des
Temperaturabfalls setzten sich die Zerkarien am Boden des Gefalles ab und
uberschussige Flussigkeit konnte entfernt werden. Somit erreichten wir eine
moglichst hohe Zerkarienkonzentration in einem geringen Flussigkeitsvolumen. Nach
Aufschutteln der Zerkarien teilten wir diese auf mehrere Feindosierungsspritzen (Fa.
B. Braun, Omnifix-F 1ml) auf. Je nach Konzentration (100-250 Zerkarien/ml) wurden
pro Spritze 500 bis 750 yl aufgezogen. Diese wurden den Mausen (Fa. Charles River
Deutschland, NMRI ©9) subkutan injiziert (Kanlle: Fa. Dispomed Neoject
20Gx1%2).
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Bis zum Heranreifen der adulten S. mansoni vergingen ca. sechs bis acht Wochen.
Hinweis fur ein fortgeschrittenes Krankheitsstadium waren vor allem Zeichen der
Anamie, wie z.B. abgeblasste Schleimhaute. Weiterhin zeigten die Mause eine
verminderte Aktivitat.

Zur Isolierung der adulten Schistosomen wurden der Darm und das Mesenterium
entnommen und voneinander getrennt. Das Mesenterium wurde in eine Petrischale
gegeben und unter dem Lupenmikroskop durchgemustert. Im Schnitt konnten pro
Maus zwischen 15 und 50 adulte Wurmpaare entnommen werden. Diese wurden im
Puffer PBS (Phosphate buffered saline) bei -70°C gelagert.

3.2.2 Verarbeitung der adulten Schistosoma mansoni

Reagenzien

Saccharose-HEPES-Puffer (pH 7,2)

e Saccharose (Fa. Merck 7651) 428 mg

e HEPES (Fa. Sigma H-3375) 590 mg

e EDTA (Fa. Sigma 57 H-0184) 30 mg

e Aqua dest. auf 50 ml auffullen
UREA-Puffer

e UREA (Fa. Sigma U-5378) 48 g in 100 ml Aqua dest.
e TRIS-HCI (Fa. Sigma T-3253) 0,79 g in 100 ml Aqua dest.
Butanol

e n-Butanol (Fa. Merck 101 990) ca. 5 mi

Glutaraldehyd
e Glutaraldehyd (Fa. Sigma G-5882) ca. 5 mi

Ausfuhrung
Zunachst wurden die Schistosomen und 2 ml Saccharose-HEPES-Puffer in eine

Morserschale gegeben und mit einer Schere zerkleinert. AnschlieRend wurden sie
mit weiteren 4 ml Saccharose-HEPES-Puffer in einen Kolben (Fa. Edmund Buhler,
Homogenisator HO4) Uberfuhrt und bei 4°C gelagert. Zur weiteren Zerkleinerung
wurden die Schistosomen fur ca. 5 Minuten bei 4°C in einem Messerhomogenisator
(Fa. Edmund Buhler, Homogenisator HO4) gegeben. Um die Zerkleinerung der

Schistosomen mitverfolgen zu kénnen, haben wir jede Minute ein Nativpraparat
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angefertigt. Zur weiteren Auftrennung des Gewebes wurde dieses flr jeweils eine
Minute, bei 4°C, mit einer Geschwindigkeit von 70% der Maximalgeschwindigkeit
homogenisiert (Fa. Colora Zell-Homogenisator 5582). Auch hier wurde wahrend der
einzelnen Zeitintervalle ein Nativpraparat angefertigt. Nach dem Auftreten von
freiliegenden, aber unbeschadigten Zellkernen wurde die Homogenisierung
abgebrochen.

AnschlieRend wurden die homogenisierten Schistosomen uber zwei Lagen Gaze
gefiltert. Die gefilterte FlUssigkeit wurde bei 4°C fur 20 Minuten mit einer
Geschwindigkeit von 2000 rotations per minute (rpm) zentrifugiert (Fa. Sorvall, RC
5B Plus). Den Uberstand bezeichneten wir nach Tsang et al. als ,Ldsliche Zellkern-
Fraktion. Der Uberstand wurde anschlieBend fir 20 Minuten bei 4°C mit einer
Geschwindigkeit von 8000 rpm zentrifugiert (Fa. Sorvall, RC 5B Plus) und danach bei
4°C gelagert. Diesen Uberstand bezeichneten wir als ,Ldsliche mitochondriale
Fraktion“. Das im Rohrchen abgesetzte Pellet der 2000er Zentrifugation wurde mit
Saccharose-HEPES-Puffer im Verhaltnis 1:1 aufgeschuttelt und dann nochmals mit
einer Geschwindigkeit von 2000 rpm fur 20 Minuten bei 4°C zentrifugiert (Fa. Sorvall,
RC 5B Plus). Danach wurde der Uberstand der zweiten 2000er (,Losliche Zellkern-
Fraktion“) und das Pellet der ersten 8000er Zentrifugation zusammengegeben und
nochmals fur 20 Minuten bei 4°C mit 8000 rpm zentrifugiert (Fa. Sorvall, RC 5B
Plus). Nun wurde der Uberstand der ersten und zweiten 8000er Zentrifugation
(,LOsliche mitochondriale Fraktion“) fir 3 Stunden mit einer Geschwindigkeit von
50000 rpm (226000 x g) zentrifugiert (Fa. Beckmann, Spinco L2-50B). Diesen
Uberstand bezeichneten wir als ,Lésliche mikrosomale Fraktion®.

Nach Entnahme des Uberstands (,L6sliche mikrosomale Fraktion“) wurde dieser mit
UREA-Puffer im Verhaltnis 1:1 versetzt. Um die verbliebenen Membranbestandteile
des endoplasmatischen Retikulums aufzutrennen, wurde das UREA-
Uberstandgemisch fiir 5 Minuten mit Ultraschall (Fa. Branson Sonic Power Co.,
Sonifier B12) behandelt. Auch hier wurde darauf geachtet, dass die Temperatur der
Fllssigkeit 4°C nicht Uberschreitet.

Danach wurde fir 30 Minuten mit einer Geschwindigkeit von 20000 rpm bei 4°C
zentrifugiert (Fa. Sorvall, RC 5B Plus). Das Pellet wurde verworfen und der
Uberstand wurde mit Butanol versetzt und 30 Minuten gemischt. Butanol diente zur
Trennung der Fette von dem {brigen Uberstand. Daraufhin wurde fiir 15 Minuten mit
einer Geschwindigkeit von 20000 rpm bei 4°C zentrifugiert (Fa. Sorvall, RC 5B Plus)
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und nachdem man das Rohrchen aus der Zentrifuge entnommen hatte, zeigte das
Butanolgemisch eine Vierschichtung: Die oberste Schicht bestand aus Butanol,
gefolgt von einer Fettschicht. Darunter befand sich eine wassrige braune Phase, die
mikrosomale Fraktion (MAMA). Bei dem unten abgesetzten Pellet handelte es sich
um eine Ablagerung von Zellresten.

Die mikrosomale Fraktion (ca. 6 ml) wurde mit einer Kanule vorsichtig aufgenommen,
anschlieBend fraktioniert und bei -70°C eingefroren. Alle Pellets wurden in

Glutaraldehyd fixiert und anschlie3end elektronenmikroskopisch dargestellt.

3.2.3 Antigengewinnung fir das SEA-Antigen

Reagenzien

1%ige Pepsin-NaCl-Lésung (pH 1,8)

Pepsin (Fa. Merck 1.07190.) 19
0,9%ige NaCl-Lésung 100 ml
1%ige Trypsinverdauungslésung (pH 7,5-8,0)

Trypsin (Fa. Fluka 93613) 1-1,5¢g
PBS-Puffer (Phosphate buffered saline) (pH 7,2) 100 mi
PBS-Puffer (Phosphate buffered saline) (pH 7,2)

e NaCl (Fa. Merck 106 404) 720g
e NayHPO, (Fa. Merck 6586) 14,89
e KH,PO, (Fa. Merck 4873) 4349

Auf 10 | Aqua dest. auffillen

Ausfihrung
Zur Gewinnung der Schistosomen-Eier (S. mansoni) eignen sich Leber und Darm der

infizierten Mause. Nach der Entnahme von Leber und Darm wurden diese zunachst
mit einer Schere und anschliel3end bei 4°C in einem Homogenisator (Fa. Colora Zell-
Homogenisator 5582) zerkleinert. Zu den zerkleinerten Organen wurde nun 1%ige
Pepsin-NaCl-Lésung (pH 1,8), pro Organ ca. 10 ml, gegeben und fur 2 Stunden unter
Schutteln in ein Wasserbad mit einer Temperatur von 37°C gegeben. Hier
kontrollierten wir alle 30 Minuten den pH-Wert und korrigierten diesen bei Bedarf mit
HCI. AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen und wir gaben das Sediment in

1%ige Trypsinverdauungslosung (pH 7,5-8,0), pro Organ ca. 10 ml. Auch dieses
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Gemisch wurde unter Schiutteln flr 4-5 Stunden in ein Wasserbad (37°C) gegeben.
Um die grobsten Gewebesticke zu entfernen, wurde die Suspension mehrfach
gesiebt (Fa. Retsch Analysensieb, Maschenweite 100 pm) und mit 0,9%iger NaCl-
Lésung gewaschen, bis der Uberstand klar war. Die nun von Gewebe getrennten
Schistosomen-Eier wurden dann fir eine Stunde homogenisiert (Fa. Colora Zell-
Homogenisator 5582). Danach wurde die Suspension bei 4°C fur 30 Minuten mit
einer Geschwindigkeit von 13000 rpm zentrifugiert (Fa. Sorvall, RC 5B Plus). Der
Uberstand wurde entnommen und bei 4°C gelagert. Zu dem abgesetzten Sediment
wurde PBS gegeben und dieses nochmals fur ca. eine Stunde homogenisiert und
anschlieRend nochmals fir 30 Minuten zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand
entnommen und ebenfalls bei 4°C gelagert. Das restliche Sediment wurde fur eine
Minute mit Ultraschall (60 Watt) (Fa. Branson Sonic Power Co., Sonifier B12)
behandelt und anschlieend wie oben beschrieben nochmals zentrifugiert. Der
Uberstand wurde entnommen und zu den zuvor gelagerten Uberstanden gegeben.
Den Eiweildgehalt des gewonnenen Antigens bestimmten wir mit Hilfe der Biuret-
Methode (siehe unten) (Fa. Sigma Microprotein Determination, Cat. No. 690-A)
(Ohnishi et al., 1978). Anschlie’iend wurde das Antigen portioniert und bei -70°C
gelagert.

3.3 Proteinbestimmung nach Ohnishi (Ohnishi et al., 1978)

Den Eiweildgehalt des gewonnenen Antigens bestimmten wir mit Hilfe der Biuret-
Methode (Fa. Sigma Microprotein Determination, Cat. No. 690-A).

Zunachst wurden funf Standardproteinkonzentrationen nach der Reaktion mit Biuret-
und Folinreagens photometrisch gemessen und eine Eichkurve erstellt. Das Antigen
(unverdinnt, verdinnt: 1:5, 1:10) wurde gleichermalRen mit Biuret und Folin versetzt
und Uber ein Photometer (Fa. SLT 16598) gemessen. Zur Bestimmung der
Proteinkonzentration wurden die Extinktionswerte in die Eichkurve eingetragen.

Nach der oben beschriebenen Methode ergab sich ein Proteingehalt von 595 pg/ml
fur das SEA-Antigen und 415 pg/ml fur das MAMA-Antigen.

3.4 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Zum serologischen Nachweis von Antikbrpern gegen S. mansoni und S.

haematobium wurde der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) verwendet.
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Hierbei wurden zunachst die oben genannten Seren mittels SEA-Antigen und

anschlieBend mittels MAMA-Antigen getestet. Die Wiederholung der Testung auf

SEA-Antigen wurde notig, da sich herausstellte, dass die Aktivitat der Seren Uber die

Jahre nachlassen kann.

Reagenzien
PBS-Puffer (Phosphate buffered saline) (pH 7,2)

e NaCl (Fa. Merck 106 404)

e NayHPO,4(Fa. Merck 6586)

e KH,PO, (Fa. Merck 4873)

e Auf 10 | Aqua dest. Aufflillen

Coating-Puffer: 0,1 M Na-Carbonat-Puffer (pH 9,6)
e NayCOs3 (Fa. Merck 6392)

e NaHCO3; (Fa. Merck 6329)

¢ NaNj (Fa. Merck 6688)

e Auf 11 Aqua dest. aufflillen

Inkubationspuffer: PBS-BSA 5%

e PBS

e Bovine Serum Albumin (BSA) (Fa. Roche 735 086)
e Tween 20 (Fa. Merck 822 184)

Substratpuffer: 0,1 M Phosphat-Citratpuffer (pH 5,0)
e NayHPO,4 (Fa. Merck 6586)

e Citronensaure (Fa. Merck 244)

e davon mischen:

¢ pH Einstellung mit H,O, 30% (Fa. Merck 108 597)

e vor Gebrauch eine Tablette Phenylenediamine (OPD)
(10 mg) (Fa. Sigma P-8287) in 60 ml Substratpuffer

auflosen
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320 ml Citronensaure

100 pl/100 ml



Konjugatverdiinnung
¢ IgG-Konjugat (Fa. DAKO P 214) 5yl

¢ Inkubationspuffer 10 ml

Waschlésung

e PBS 11

e Tween 20 (Fa. Merck 822 184) 1 ml
Mikrotiterplatte

e Platte mit je 96 kobaltsterilen Vertiefungen aus
Polystyrol in F-Form (Fa. Dynatech, Nr. M 17981000 B)

3.4.1 Konzentration des Antigens

Nach der Ermittlung der geeigneten Beschichtungskonzentration durch Schachbrett-
Titration ergaben sich folgende Werte: Fur die Beschichtung mit SEA-Antigen 2
Mg/ml Coatingpuffer und fir das MAMA-Antigen 1 ug /ml Coatingpuffer.

3.4.2 Verdinnung der Seren fir die Beschichtung mit SEA-Antigen

Zur Ermittlung einer Standardkurve wurde das positive Kontrollserum wie folgt mit
Inkubationspuffer verdinnt: 1:200, 1:666, 1:2000 und 1:20000. Das Patientenserum
wurde 1:160 und die Negativkontrolle 1:320 verdunnt.

3.4.3 Verdinnung der Seren fur die Beschichtung mit MAMA-Antigen

Fir die Standardkurve wurde das positive Kontrollserum im Verhaltnis 1:15, 1:48,
1:150 und 1:1500 verdunnt. Das Patientenserum und die Negativkontrolle wurden
jeweils 1:200 verdunnt.

3.4.4 Testansatz und Ausfiuhrung

Zunachst wurden die Polystyrol-Napfe mit 100 upl Antigenlésung eine Stunde bei
37°C und anschlief3end fur 12 Stunden bei 4°C inkubiert. Danach wurden die Napfe
mit Waschlosung funfmal gewaschen. Um eventuell unbeschichtete Areale mit
Albumin zu beschichten, wurde jede Vertiefung nochmals fir eine Stunde mit 200 pl
Inkubationspuffer bei 37°C inkubiert und anschliel3end finfmal gewaschen.

Nach der oben aufgefuhrten Verdunnung der Kontroll-, Negativ- und Patientenseren

mit Inkubationspuffer, wurden pro Napf 100 ul einpipettiert und fur eine Stunde bei
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37°C inkubiert. Fur jede Platte wurde eine Standardkurve erstellt, bei der das positive
Kontrollserum nach oben aufgefuhrter Verdinnung im Doppelansatz einpipettiert
wurde. Ebenfalls doppelt wurden die Negativkontrolle und der Blank angesetzt. Die
Untersuchung der Patientenseren erfolgte im Dreifachansatz, das heif3t, dass die
dritte Vertiefung nicht mit Antigen, sondern lediglich mit Albumin beschichtet wurde.
Dieser Ansatz wurde gewahlt, um eventuelle Reaktionen zwischen Albumin des
Inkubationspuffers und dem Patientenserum nachweisen zu kdnnen.

Anschlieend wurde wiederum, wie oben beschrieben, gewaschen und in jeden Napf
100 pl Konjugatverdinnung gegeben und nochmals fur eine Stunde bei 37°C
inkubiert. Danach wurde noch einmal gewaschen, um uberschussiges Konjugat zu
entfernen.

AbschlieBend wurde jeder Napf mit 100 pl Substratldsung versetzt und bei
Raumtemperatur fur 30 Minuten unter Lichtausschluss inkubiert. Gestoppt wurde die
Farbreaktion nach Ablauf der Inkubationsphase mit jeweils 100 pyl 1M H,SO, (Fa.
Merck 109072).

Die photometrische Messung erfolgte mit einem Reader (Fa. SLT 16598), bei einer
Wellenlange von 492 nm.

Der Cut-off Wert entspricht dem 2,5-fachen Wert des negativen Serumpools, ermittelt
mit einem Konfidenzintervall von 95% aus Proben seronegativer Blutspender. Dieses
ergibt eine rein qualitative Bewertung der Befunde. Der Cut-off Wert lag bei einer
Extinktion von 0,26.

3.5 Natrium Dodecyl-Sulfat-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE)
und Enzyme-linked Immunoelectrotransfer blot (EITB)

Zur Auftrennung des Antigens verwendeten wir die analytische SDS-PAGE
Elektrophorese. Hierbei wurde das Antigen zunachst Uber ein Gradientengel
aufgetrennt und anschlieBend auf eine Polyvinyldifluorid-Folie Ubertragen. Nun
waren die einzelnen Antigenbestandteile den im Patientenserum eventuell
vorkommenden Antikérpern frei zuganglich und es kam zu einer Bindung. Nach dem
Zusatz eines mit Peroxidase gebundenen Antikorpers, Substrat (Peroxil) und eines
Farbstoffs konnten einzelne Abschnitte, in denen es zu einer Antigen-Antikdrper-

Reaktion gekommen war, dargestellt werden.
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3.5.1 Polyacrylamid-Gradientengel

Zur Auftrennung des Antigens haben wir zunachst ein 3-20% lineares Gradientengel

nach Hempelmann hergestellt (Hempelmann, 1984).

Reagenzien
Acrylamid-Losung, 40%

e Acrylamid (Fa. Pharmacia Biotech No 17-1300-01)
¢ NN’-Methylenbisacrylamid (BIS)

(Fa. Pharmacia Biotech No 17-1304-01)

e Aqua dest.

Ammoniumpersulfat-Lésung

e Ammoniumpersulfat (PER)

(Fa. Bio-Rad Nr. 161-0700)

¢ Aqua dest.
Tetramethylethylendiamin (TEMED)

e NNN’'N"-Tetramethylethylendiamin
(Fa. Pharmacia 17-1312-01)

3%iges Gel*

e 0,8 M Tris-HCI (ph 8,6)

(Tris: Fa. Sigma T 1503, HCI: Fa. Merck 9057 1000)
e Acrylamid-Lésung, 40%

¢ Aqua dest.

e Ammoniumpersulfat-Lésung

20%iges Gel*

e 0,8 M Tris-HCI (ph 8,6)

(Tris: Fa. Sigma T 1503, HCI: Fa. Merck 9057 1000)
e Acrylamid-Lésung, 40%

e Aqua dest.

e Ammoniumpersulfat-Lésung

38,99
1,19

auf 100 ml auffiillen

50 mg

1000 pl

— 5l fur 3%iges Gel

— 5 pl fur 20%iges Gel

— 2,5 ul fur die Abdichtung
der Glasplatten

2,0ml

750 pl

7,25 ml
200 pl

2,0ml

5,0 ml
3,0 ml
200 pl

* Die Mengenangaben sind geeignet fur ein 1,5 mm dickes Gradientengel.
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Ausfihrung
Als erstes wurden zwei fettfreie Glasplatten, getrennt durch zwei 1,5 mm dicke

Abstandshalter, in den Gelgie3stand (Fa. Bio-Rad Nr. 165-2943) eingespannt. Zur
Abdichtung wurden 300 pl des 20%igen Gels mit 2,5 yl TEMED versetzt und
gleichmalig zwischen die Platten einpipettiert. Nach einer finfmindatigen
Polymerisitation war das Gel ausgehartet und die Platten dadurch versiegelt. Um die
Losungsmenge des 3%igen Gels anzugleichen, wurden von diesem 300 pl
verworfen. AnschlieBend wurden zu den Gel-Lésungen nun jeweils 5 yl TEMED
hinzugegeben und unverzlglich in die vordere bzw. hintere Kammer des
Gradientenmischers (Fa. Bio-Rad Nr. 385) gegeben. Danach wurden beide
Kammern in Verbindung gesetzt und mittels einer Schlauchpumpe (Fa. Desaga
131900) wurden die Gel-Losungen gleichmalig zwischen den Platten verteilt, bis zu
einer Hohe von ca. 1 cm unterhalb der Glaskante. Um das Antigen und die
Referenzproteine voneinander getrennt auftragen zu koénnen, wurde direkt im
Anschluss vorsichtig ein Kamm unter Ausschluss von Luftblasen eingefugt. Dieser
Kamm hat eine schmale Ausbuchtung fur die Referenzproteine und eine breite
Ausbuchtung fur das Antigen. Das Gel war nach ca. vier Stunden gebrauchsfertig.
Wahrend dieser Zeit wurde es mit feuchten Tuchern bedeckt und bei 4°C gelagert.

Unter diesen Bedingungen ist das Gel mehrere Tage haltbar.

3.5.2 Gelelektrophorese

Reagenzien

Anodenpuffer

e Tris (Fa. Sigma T 1503) 3,84 ¢
e Glycin (Fa. Merck 8488) 2409
e Aqua dest. 800 ml
Kathodenpuffer

¢ Anodenpuffer 150 mi
e SDS (Dodecylsulfat Natriumsalz) 150 mg

(Fa. Merck 1.13760.000)
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Probenpuffer

e 2,5%iges Mercaptoethanol 2,5 ml
(Fa. Merck 115 433)
e Bromphenolblau (Fa. LKB 1840901) 0,5mg

— wurde zur Probe im Verhaltnis
1:1 hinzugegeben
Referenzproteine
e Low Molecular Weight-Marker (LMW) 10 pl
(Fa. Pharmacia Biotech 17 0446)

Ausfiuhrung
Das Antigen (100 pl) und die Referenzproteine wurden im Verhaltnis 1:1 mit

Probenpuffer versetzt und fur 5 Minuten im Wasserbad aufgekocht. Die Glasplatten
wurden von uUberschissigem Gel gesaubert, der Kamm vorsichtig entfernt und
anschlieRend wurden die Galsplatten mit dem Gel in die Elektrophorese-Kammer
(Fa. Bio-Rad Mini Protean Il Cell Nr. 265-2940) eingespannt. Nun wurden der
Anodenpuffer in die aullere und der Kathodenpuffer in die innere Kammer gegeben.
Hierbei war darauf zu achten, dass die Glasplatten, bzw. das Gel mit Puffer bedeckt
sind. AnschlieRend wurde das Antigen gleichmalig in die breite Vertiefung und die
Referenzproteine in die schmale Vertiefung aufgetragen.

Die Elektrophorese erfolgte bei 4°C mit konstant 150 Volt fir ca. 3-4 Stunden (Fa.
Amersham pharmacia biotech, Elektrophoresis Power Supply EPS 601). Als Anhalt
fur die Beendigung des Laufs diente die Wanderung der durch Bromphenolblau

gefarbten Front.

3.5.3 Enzyme-linked immunoelectrotransfer blot (EITB) (Westernblot)

Reagenzien

Transferpuffer (Towbin et al., 1979) pH 9,0-9,4
e Tris (Fa. Sigma T 1503) 39

e Glycin (Fa. Merck 8488) 14,59

e Methanol (Fa. Riedel-de Haén 24229) 200 ml

e Aqua dest. 800 ml
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Ausfuhrung
Im Anschluss an die Gelelektrophorese wurde das Gel fur 5-15 Minuten in

Transferpuffer aquilibriert, um die Uberschussigen Salze und Detergenzien zu
entfernen. Wahrend dieser Zeit wurden die Polyvinyldifluorid-Transfer-Memran-Folie
(Fa. Millipore, Immobilon) und sechs Lagen Filterpapier auf die entsprechende Grolie
zugeschnitten (ca. 8 x 9 cm). Die Membran-Folie wurde fur 20 Sekunden in
Methanol, danach fur eine Minute in Aqua dest. und abschlief3end in Transferpuffer
gelagert. Das Filterpapier musste ebenfalls fur einige Minuten mit Transferpuffer
getrankt werden.

Fir den Transfer wurde die Trans-Blot-Zelle (Fa. Bio-Rad, Trans-Blot Semi-Dry Nr.
170-3940) verwendet. Drei mit Transferpuffer getrankte Filterpapiere wurden auf der
Anodenplatte platziert. Auf das Filterpapier wurden die vorbereitete Membran-Folie,
das aquilibrierte Gel und drei mit Transferpuffer getrankte Filterpapiere gelegt. Nach
jedem Schritt mussten eventuell eingeschlossene Luftblasen vorsichtig mit einer
Walze entfernt werden. AbschlieRend wurden die Kathode und der Schutzdeckel
aufgesetzt.

Der Transfer erfolgte bei 140 mA fur 90 Minuten (Fa. Amersham pharmacia biotech,

Elektrophoresis Power Supply EPS 601).

3.5.4 Farben des Gels

Reagenzien

Farbeldsung

e Coomassie Brillantblau R 350 (Fa. Merck 1.12553) 59

o Essigsaure 96% (Fa. Merck 1.00058) 100 ml

e Methanol (Fa. Riedel-de Haén 24229) 250 ml

e Aqua dest. auf 1000 ml auffullen

Entfarbelosung

e Essigsaure 96% (Fa. Merck 1.00058) 200 ml
e Methanol (Fa. Riedel-de Haén 24229) 500 ml
e Aqua dest. 1300 ml
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Impragnierbad

e Methanol (Fa. Riedel-de Haén 24229) 50 mi
e Glycerin 20 ml
e Aqua dest. 30 ml
Ausfihrung

Das Gel wurde fur ca. 12 Stunden in die Coomasie-Farbeldsung gegeben und
danach mehrmals in frische Entfarbelésung gelegt um Uberschissige Farbe
auszuwaschen. Im Falle eines vollstandigen Transfers lielen sich keine verbliebenen
Proteinbanden nachweisen.

Zur Aufbewahrung des Gels wurde dieses fur eine Stunde in das Impragnierbad
gelegt und anschlieBend in Polyester- und Cellophanfolie eingeschweildt

(Hempelmann et al., 1986).

3.5.5 Verarbeitung der Membran-Folie

Reagenzien

Farbelosung

e Amido-Schwarz 10B (Fa. ICN 100 563) 400 mg
Entfarbelésung

e Essigsaure 96% (Fa. Merck 1.00058) 10 ml

e Methanol (Fa. Riedel-de Haén 24229) S0 mi

e Aqua dest. 40 ml
Immunblotlésung

e PBS-Puffer (pH 7,2) 500 ml
e Tween 20 (Fa. Merck 822 184) 1,5 ml

Ausfihrung
Zunachst wurden der Referenzrandstreifen (ca. 10 mm) und der gegenuberliegende

Randstreifen (ca. 6 mm) mit einem Skalpell abgetrennt und fir ca. 3 Minuten in
Amido-Schwarz gefarbt. Danach wurden die Randstreifen fur wenige Minuten in die
Entfarbelésung gegeben, anschlieRend getrocknet und dunkel gelagert.

Das Mittelstick wurde wahrenddessen in Immunblotlésung gegeben und fuar 30

Minuten abgeblockt. Anschlielend wurde dieses getrocknet, in ca. 3-5 mm breite
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Streifen geschnitten und beschriftet. Die Streifen wurden dann sofort verarbeitet oder
bei -70°C gelagert.

3.5.6 Verarbeitung der Westernblot-Streifen

Reagenzien

Immunblotlésung

e PBS-Puffer (pH 7,2) 500 ml

e Tween 20 (Fa. Merck 822 184) 1,5 ml
Konjugatlésung

¢ Blottolosung 2 ml pro Streifen
¢ IgG-Konjugat (Fa. DAKO P 214) 3,5 ul pro Streifen
Substratlésung*

e Aqua bidest. 23,25 ml

e Tris-HCI1 M 1,25 ml

e H,0, 3% (Fa. Merck 108597) 25 pl

e 3,3"-Diaminobenzidine (Fa. Sigma 5905) 10 mg (1 Tablette)

* Nach der Zugabe der 3,3’-Diaminobenzidine-Tablette wurde die Substratlésung

gefiltert und bis zu ihrem Gebrauch dunkel gelagert.

Ausfihrung
Pro Testansatz wurde ein Westernblotstreifen in jeweils eine Vertiefung des

Schuttelbretts gelegt (Fa. Desaga, Diffusions-Entfarbe Apperatur 146 340). In jede
Vertiefung wurden 2 ml Immunblotldbsung gegeben und anschlieBend das

Patientenserum einpipettiert:

— positives Kontrollserum 6 ul Serum
— negatives Kontrollserum 6 ul Serum
— pro Patient 2 Streifen 6 ul Serum und 60 pl Serum.

Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde wurde die Serumverdinnung verworfen,
die Streifen viermal fur jeweils 5 Minuten mit Immunblotlésung gewaschen und
anschliellend die Konjugatlosung hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von

einer Stunde wurde die Konjugatlosung verworfen und die Streifen viermal fur jeweils
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5 Minuten mit Immunblotldsung gewaschen. Danach wurden die Streifen nochmals
zweimal fur 5 Minuten mit PBS gespuilt.

Abschlie®end wurden zu den Streifen jeweils 2 ml Substratidsung gegeben. Unter
Schwenken der Streifen beobachteten wir die Farbentwicklung, wobei wir uns hier an
der positiven Kontrolle orientieren konnten. Gestoppt wurde die Reaktion mit Aqua
dest. Nachdem die Streifen getrocknet waren, wurden diese zur Aufbewahrung
trocken und dunkel gelagert.

Zur Auswertung der Banden wurden die Streifen mit den Referenzrandstreifen, der
Positiv- und der Negativkontrolle verglichen. Mit Hilfe der Referenzproteine konnten

die Molekulargewichte der einzelnen Banden ermittelt werden.
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4 Ergebnisse
4.1 ELISA-Ergebnisse

4.1.1 ELISA mit Serumproben der Patienten mit einer
nachgewiesenen Schistosomeninfektion

4.1.1.1 Vergleich von Sensitivitat und Spezifitat aller getesteten Proben im
SEA- und MAMA-ELISA

Mit Hilfe des ELISA wurden 403 Serumproben auf spezifische Antikorper gegen
I6sliche Ei-Antigene (SEA) oder die mikrosomale Fraktion von S. mansoni Adulten
(MAMA) untersucht. Die Anzahl der Proben setzte sich aus 30 Seren mit einer
gesicherten Schistosomen-Infektion, 231 Seren von Patienten mit anderen
Helminthiasen und 142 Negativ-Kontrollseren zusammen.

Von den 30 Seren der Patienten mit einer gesicherten Schistosomeninfektion
erfasste der SEA-ELISA 25 Proben. Dies ergab eine Sensitivitdt von 83,3%. Der
MAMA-ELISA erfasste von den 30 Proben nur zehn Patientenseren, woraus sich
eine Sensitivitat von 33,3% ergab.

Bei der Austestung der Seren von Patienten mit anderen Helminthosen wurden vom
SEA-ELISA von den insgesamt 231 Proben 19 Seren falsch positiv erfasst. Daraus
ergab sich eine Spezifitat von 91,7%. Der MAMA-ELISA erfasste dagegen nur 15
Seren falsch positiv. Dies ergab eine Spezifitat von 93,5%.

Der positive pradiktive Wert, der die Wahrscheinlichkeit angibt, ob eine Erkrankung
vorliegt, betrug fir den SEA-ELISA 56,8%, dagegen nur 25% fur das MAMA-Antigen.
Der negative pradiktive Wert, der die Wahrscheinlichkeit angibt, dass keine
Erkrankung vorliegt, betrug fur den SEA-ELISA 97,6% und fur den MAMA-ELISA
97,7%.

In den Abbildungen 5 und 6 ist eine Ubersicht aller getesteten Seren und deren

Ergebnisse dargestellt.
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Abbildung 5: Ergebnisse des SEA-ELISA im Uberblick (n=403)
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Abbildung 6: Ergebnisse des MAMA-ELISA im Uberblick (n=403)
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4.1.1.2 Proben von deutschen Patienten, die in einem Zeitraum von sechs
Monaten nach der Infektion abgenommen wurden

Wie oben ausgeflihrt, handelte es sich hier um sieben Patienten, bei denen die
Blutabnahme in einem Zeitraum von sechs Monaten nach der Infektion erfolgte.

Von den sieben Seren reagierten sechs Proben im SEA-ELISA positiv; bei einer
Probe sprach der ELISA nicht an und war somit falsch negativ.

Im MAMA-ELISA reagierten lediglich zwei von sieben Serumproben positiv, das heif3t
funf Proben wurden nicht erfasst und sind falsch negativ.

4.1.1.2.1 Vergleich von Sensitivitat und Spezifitat

Von den sieben Seren der deutschen Patienten mit einer gesicherten
Schistosomeninfektion, die innerhalb von sechs Monaten abgenommen wurden,
erfasste der SEA-ELISA sechs Proben. Dies ergibt eine Sensitivitat von 85,7%. Der
MAMA-ELISA erfasste von den sieben Proben nur zwei Patientenseren, woraus sich
eine Sensitivitat von 28,5% ergab.

Bei der Austestung der Seren von Patienten mit anderen Helminthosen aus
Nichtendemiegebieten wurden vom SEA-ELISA von den insgesamt 100 Proben vier
Seren falsch positiv erfasst. Daraus ergab sich eine Spezifitat von 96%. Der MAMA-
ELISA erfasste dagegen nur zwei Seren falsch positiv. Dies ergab eine Spezifitdt von
98%.

Der positive pradiktive Wert betrug fir den SEA-ELISA 60%, dagegen nur 50% flr
den MAMA-ELISA.

Der negative pradiktive Wert, betrug fur den SEA-ELISA 98,9% und fur den MAMA-
ELISA 95,1%.

4.1.1.3 Proben von deutschen Patienten, die in einem Zeitraum von mehr als
sechs Monaten nach der Infektion abgenommen wurden

Hier handelte es sich um Seren von sechs Patienten, deren Infektionszeitpunkt mehr
als sechs Monate zurucklag.

Von den sechs Seren sprachen drei auf den SEA-ELISA an.

Von dem MAMA-ELISA konnte keines der sechs Seren erfasst werden, das heilt,
alle Seren waren falsch negativ.

4.1.1.3.1 Vergleich von Sensitivitat und Spezifitat

Von den sechs Seren erfasste der SEA-ELISA drei Proben. Dies ergab eine
Sensitivitat von 50%. Der MAMA-ELISA erfasste keines der sechs Seren.
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Bei der Austestung der Seren von Patienten mit anderen Helminthosen aus
Nichtendemiegebieten wurden vom SEA-ELISA von den insgesamt 100 Proben vier
Seren falsch positiv erfasst. Daraus ergab sich eine Spezifitdt von 96%. Der MAMA-
ELISA erfasste dagegen nur zwei Seren falsch positiv. Dies ergab eine Spezifitat von
98%.

Der positive pradiktive Wert betrug fur den SEA-ELISA 42,8%. Der negative
pradiktive Wert betrug fur den SEA-ELISA 96,9% und fir den MAMA-ELISA 94,2%.

4.1.1.4 Proben von Patienten aus Endemiegebieten

Hier standen uns insgesamt 17 Serumproben zur Verfligung, die ebenfalls zunachst
auf SEA- und dann auf MAMA-Antigen getestet wurden.

Im SEA-ELISA konnten 16 Patienten erfasst werden und nur ein Serum reagierte
falsch negativ. Beim MAMA-ELISA reagierten von den 17 Patientenseren lediglich
acht positiv. Somit wurden neun Seren nicht erfasst und reagierten damit falsch
negativ.

4.1.1.4.1 Vergleich von Sensitivitat und Spezifitat

Von den 17 Seren erfasste der SEA-ELISA 16 Proben. Dies ergab eine Sensitivitat
von 94,1%. Der MAMA-ELISA erfasste von den 17 Proben acht Patientenseren,
woraus sich eine Sensitivitat von 47% ergab.

Bei der Austestung der Seren von Patienten mit anderen Helminthosen aus
Endemiegebieten wurden vom SEA-ELISA von den insgesamt 131 Proben 15 Seren
falsch positiv erfasst. Daraus ergab sich eine Spezifitat von 88,5%. Der MAMA-
ELISA erfasste dagegen 13 Seren falsch positiv. Dies ergab eine Spezifitat von 90%.
Der positive pradiktive Wert betrug fur den SEA-ELISA 51,6% und fur den MAMA-
ELISA 38%. Der negative pradiktive Wert betrug fur den SEA-ELISA 99,1% und flr
den MAMA-ELISA 92,9%.

4.1.2 Patienten aufgeteilt nach S. mansoni- und S.
haematobium-Infektionen

In einem weiteren Schritt untersuchten wir, ob bezuglich der Sensitivitat
Unterschiede bestanden bei Patienten mit S. mansoni-Infektionen und Patienten mit
S. haematobium-Infektionen. Von den 30 Serumproben hatten 16 Patienten einen Ei-
Nachweis von S. mansoni und 13 Proben konnten einer Infektion mit S.

haematobium zugeordnet werden. Ein Patient liel3 sich nicht sicher der einen oder
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anderen Erregerart zuordnen, so dass uns hier insgesamt 29 Seren zur Verfigung
standen. Wie zuvor teilten wir auch hier wieder die Patienten auf in deutsche
Patienten und Patienten aus Endemiegebieten. Die Proben der deutschen Patienten
unterteilten wir ebenfalls nach dem Zeitpunkt der Materialabnahme. An Seren von
deutschen Patienten standen uns 12 Seren und von den Patienten aus
Endemiegebieten standen uns 17 zur Verfugung. Diese Aufteilung erschien uns
sinnvoll, da man bei den Patienten aus den Endemiegebieten davon ausgehen
musste, dald diese eventuell Koinfektionen mit S. mansoni und S. haematobium

durchgemacht hatten.

4.1.2.1 Ergebnisse aller getesteten Proben von S. mansoni-Patienten
Bei den Patienten mit einer S. mansoni-Infektion erzielten wir im SEA-ELISA eine
Sensitivitat von 87,5% und im MAMA-ELISA eine Sensitivitat von 43,7%.

4.1.2.2 Ergebnisse aller getesteten Proben von S. haematobium-Patienten
Bei den Patienten mit einer S. haematobium-Infektion erzielten wir im SEA-ELISA
eine Sensitivitat von 84,6% und im MAMA-ELISA eine Sensitivitat von 30%.

4.1.2.3 Ergebnisse aller Proben von deutschen S. mansoni-Patienten
Bei den deutschen Patienten mit einer S. mansoni-Infektion erzielten wir im SEA-
ELISA eine Sensitivitat von 75% und im MAMA-ELISA eine Sensitivitat von 25%.

4.1.2.4 Proben von deutschen S. mansoni-Patienten, die in einem Zeitraum von
sechs Monaten nach der Infektion abgenommen wurden

Bei den Proben der deutschen Patienten mit einer S. mansoni-Infektion, die in einem
Zeitraum von sechs Monaten nach der Infektion abgenommen wurden, erzielten wir
im SEA-ELISA eine Sensitivitat von 83% und im MAMA-ELISA eine Sensitivitat von
33%.

4.1.2.5 Proben von deutschen S. mansoni-Patienten, die in einem Zeitraum von
mehr als sechs Monaten nach der Infektion abgenommen wurden

Bei den Proben der deutschen Patienten mit einer S. mansoni-Infektion, die in einem
Zeitraum von mehr als sechs Monaten nach der Infektion abgenommen wurden,
erzielten wir im SEA-ELISA eine Sensitivitat von 50% und im MAMA-ELISA reagierte

keine der Proben positiv.
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4.1.2.6 Ergebnisse aller Proben von deutschen S. haematobium-Patienten
Bei den deutschen Patienten mit einer S. haematobium-Infektion erzielten wir im
SEA-ELISA eine Sensitivitat von 75% und im MAMA-ELISA reagierte keine der

Proben positiv.

4.1.2.7 Probe von einem deutschen S. haematobium-Patienten, die in einem
Zeitraum von sechs Monaten nach der Infektion abgenommen wurden

Bei der Probe des deutschen Patienten mit einer S. haematobium-Infektion, die in
einem Zeitraum von sechs Monaten nach der Infektion abgenommen wurde, hat der
SEA-ELISA diese Probe erfasst und im MAMA-ELISA reagierte diese Probe nicht.

4.1.2.8 Proben von deutschen S. haematobium-Patienten, die in einem
Zeitraum von mehr als sechs Monaten nach der Infektion abgenommen
wurden

Bei den Proben der deutschen Patienten mit einer S. haematobium-Infektion, die in
einem Zeitraum von mehr als sechs Monaten nach der Infektion abgenommen
wurden, erzielten wir im SEA-ELISA eine Sensitivitat von 66% und im MAMA-ELISA

reagierte keine der Proben positiv.

4.1.2.9 Ergebnisse aller Proben von Patienten aus Endemiegebieten mit einer
S. mansoni-Infektion

Bei den Patienten aus Endemiegebieten mit einer S. mansoni-Infektion erzielten wir
im SEA-ELISA eine Sensitivitdt von 100% und im MAMA-ELISA eine Sensitivitat von
62%.

4.1.2.10 Ergebnisse aller Proben von Patienten aus Endemiegebieten mit
einer S. haematobium-Infektion

Bei den Patienten aus Endemiegebieten mit einer S. haematobium-Infektion erzielten
wir im SEA-ELISA eine Sensitivitat von 100% und im MAMA-ELISA eine Sensitivitat
von 62%.
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4.1.3 ELISA mit Serumproben der Patienten mit
nachgewiesenen anderen Helminthosen

4.1.3.1 Ergebnisse aller getesteten Proben

Bei der Testung mit SEA-Antigen kam es zu Kreuzreaktionen bei Patienten mit
Infektionen durch Ancylostoma duodenale, Echinococcus granulosus, Onchocerca
volvulus, Strongyloides stercoralis, Trichinella spiralis und Trichuris trichiura. In
Abbildung 7 sind die einzelnen Kreuzreaktionen mit den verschiedenen Arten
aufgefuhrt.
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BMELISA +
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Echinococcus granulosus  gro— 18

Ascaris lumbricoides ‘O:l 16

| 41

Ancylostoma duodenale _ 5
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Zahl der getesteten Proben (n)

Abbildung 7: Ergebnisse des SEA-ELISA mit Proben von Patienten mit
nachgewiesenen anderen Helminthosen (n=231)
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Bei der Testung mit MAMA-Antigen kam es zu Kreuzreaktionen mit Ancylostoma
duodenale, Ascaris lumbricoides, Echinococcus granulosus, Onchocerca volvulus,
Strongyloides stercoralis, Taenia solium und Trichuris trichiura. In Abbildung 8 sind

die Erreger im Einzelnen dargestellt.

OELISA -
HELISA +
Trichuris trichiura L1 | 31
Trichinella spiralis | 0 129
Taenia solium 7|_1:|12
Strongyloides stercoralis 7-5 |24

] 32

Onchocerca volvulus -_3—_| 12
0

Echinococcus multilocularis

Echinococcus granulosus 119

'K
Ascaris lumbricoides .-ztl 14

| 43
Ancylostoma duodenale - |

0 10 20 30 40 50
Zahl der getesteten Proben (n)

Abbildung 8: Ergebnisse des MAMA-ELISA mit Proben von Patienten mit
nachgewiesenen anderen Helminthosen (n=231)
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4.1.3.2 Ergebnisse der Proben von Patienten aus Nichtendemiegebieten mit
anderen Helminthosen

Bei diesen Patienten kam es bei der Testung auf SEA zu Kreuzreaktionen bei
Trichuris trichiura und Trichinella spiralis (Abb. 9).
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Abbildung 9: Ergebnisse des SEA-ELISA mit Proben von Patienten aus
Nichtendemiegebieten mit anderen Helminthosen (n=100)
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Bei der Austestung der Seren mit MAMA-Antigen kam es bei zwei Patienten zu einer

Kreuzreaktionen mit Echinococcus granulosus und Taenia solium (Abb. 10).
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Abbildung 10: Ergebnisse des MAMA-ELISA mit Proben von Patienten aus
Nichtendemiegebieten mit anderen Helminthosen (n=100)

67




4.1.3.3 Ergebnisse der Proben von Patienten aus Endemiegebieten mit
anderen Helminthosen

Hier kam es bei der Testung auf SEA zu Kreuzreaktionen bei Trichinella spiralis,
Strongyloides stercoralis, Onchocerca volvulus, Echinococcus granulosus und
Ancylostoma duodenale (Abb. 11).
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Abbildung 11: Ergebnisse des SEA-ELISA mit Proben von Patienten aus
Endemiegebieten mit anderen Helminthosen (n=131)
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Im MAMA-ELISA kam es zu Kreuzreaktionen bei Trichuris trichiura, Strongyloides

stercoralis, Onchocerca volvulus, Ascaris lumbricoides und Ancylostoma duodenale

(Abb. 12).
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Abbildung 12: Ergebnisse des MAMA-ELISA mit Proben von Patienten aus
Endemiegebieten mit anderen Helminthosen (n=131)

4.1.3.4 Ergebnisse der Negativ-Kontrolle

Als Negativ-Kontrolle standen uns 142 Serumproben von Blutspendern des

Bayerischen Roten Kreuzes Munchen zur Verfugung. Diese wurden auf SEA- und
MAMA-Antigen getestet. Diese fielen sowohl im SEA-ELISA als auch im MAMA-

ELISA alle negativ aus.
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4.1.4

Darstellung der  Sensitivitat

Patientengruppen im Uberblick

und  Spezifitdt der

einzelnen

In den folgenden Diagrammen ist die Sensitivitat und Spezifitdt der einzelnen

Patientengruppen im Vergleich aufgefuhrt.
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33,30%

91,70% 93.50%
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Abbildung 13:Vergleich der Sensitivitat und Spezifitat von allen Proben der Patienten
mit einer Schistosomen-Infektion im SEA- und MAMA-ELISA
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Abbildung 14: Vergleich von Sensitivitat und Spezifitat im ELISA von Proben
deutscher Patienten, die in einem Zeitraum von sechs Monaten nach der Infektion
abgenommen wurden
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Abbildung 15: Vergleich von Sensitivitat und Spezifitadt im ELISA von Proben
deutscher Patienten, die in einem Zeitraum von mehr als sechs Monaten nach der
Infektion abgenommen wurden
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Abbildung 16: Vergleich von Sensitivitat und Spezifitat im ELISA von Proben von
Patienten aus Endemiegebieten, die in einem Zeitraum von mehr als sechs Monaten
nach der Infektion abgenommen wurden

71




4.2 Enzyme-linked Immunoelectrotransfer blot (EITB) (Westernblot)

Im Anschluss an den ELISA testeten wir eine Auswahl von Patientenseren, deren
Extinktion im SEA-ELISA deutlich Uber bzw. knapp unter dem Cut-off Wert lagen, mit
Hilfe des Westernblots aus. Als Antigen verwendeten wir ebenfalls zum einen das
SEA- und zum anderen das MAMA-Antigen. Die getesteten Seren sind unten im
Einzelnen aufgefuhrt. Die Patienten, die eine Infektion mit Schistosomen aufwiesen,
sind wiederum in drei Gruppen aufgeteilt. Zum einen die deutschen Patienten, bei
denen die Blutentnahme innerhalb von sechs Monaten lag und zum anderen die
deutschen Patienten, bei denen die Infektion mehr als sechs Monate zuricklag. Die
dritte Gruppe bilden Patienten aus Endemiegebieten. Weiterhin haben wir Seren von
Patienten untersucht, die an anderen Helminthosen erkrankt waren, wobei hier das
Patientengut ebenfalls in eine deutsche und eine Gruppe aus einen Endemiegebiet
aufgeteilt wurde. Eine Gruppe von Blutspendern des Bayerischen Roten Kreuzes

Munchen diente als Negativ-Kontrolle.

e Proben von deutschen Patienten, die in einem Zeitraum von sechs
Monaten nach der Infektion abgenommen wurden n==6
e Proben von deutschen Patienten, die in einem Zeitraum von mehr als
sechs Monaten nach der Infektion abgenommen wurden n==6
e Proben von Patienten aus Endemiegebieten, bei denen die

Blutabnahme in einem Zeitraum von mehr als sechs Monaten nach

der Infektion erfolgte n=10
e Deutsche Patienten mit anderen Helminthosen n==8
e Patienten aus Endemiegebieten mit anderen Helminthosen n=12
e Negativ - Kontrolle n=16
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Abbildung 17: EITB-Streifen mit MAMA-Antigen

4.2.1.1 Auswertung der

— 30 kDa

— 18 kDa
— 14 kDa

4.2.1 Ergebnisse des Enzyme-linked Immunoelectrotransfer blot

(EITB) und ELISA mit MAMA-Antigen

Proben von deutschen Patienten,

die

in einem

Zeitraum von sechs Monaten nach der Infektion abgenommen wurden

Tabelle 2: Auswertung der Proben im EITB und ELISA von deutschen Patienten, die
in einem Zeitraum von sechs Monaten nach der Infektion abgenommen wurden (n=6)
(O=negativ, +=positiv)

Serum 30kDa | 18 kDa | 14 kDa | SEA- | MAMA-

ELISA | ELISA
Serum 17 + + + + 0
Serum 21 0 + + + 0
Serum 22 + + + + +
Serum 40 + = + 0 0
Serum 71 0 0 0 + 0
Serum 75 0 + + + 0
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4.2.1.2 Auswertung der Proben von deutschen Patienten, die in einem
Zeitraum von mehr als sechs Monaten nach der Infektion abgenommen
wurden

Tabelle 3: Auswertung der Proben im EITB und ELISA von deutschen Patienten, die
in einem Zeitraum von mehr als sechs Monaten nach der Infektion abgenommen
wurden (n=6) (O=negativ, +=positiv)

Serum 30kDa | 18 kDa | 14 kDa | SEA- | MAMA-

ELISA | ELISA
Serum 57 0 0 0 0 0
Serum 4 ('95) 0 + + 0 0
Serum 13 0 0 0 0 0
Serum 1 ('95) + + + + 0
Serum 10 0 + + + 0
Serum 49 0 + + + 0

4.2.1.3 Auswertung der Patientenproben aus Endemiegebieten

Tabelle 4: Auswertung der Proben im EITB und ELISA von Patienten aus
Endemiegebieten, die in einem Zeitraum von mehr als sechs Monaten nach der
Infektion abgenommen wurden (n=10) (O=negativ, +=positiv)

Serum 30kDa | 18 kDa | 14 kDa | SEA- | MAMA-

ELISA | ELISA
Serum 9 + = + + +
Serum 29 + + + + 0
Serum 30 0 + + + 0
Serum 32 + = + 0 0
Serum 37 + + + + 0
Serum 45 + + + + 0
Serum 47 + = + + 0
Serum 48 + + + + 0
Serum WM52 + S + + +
Serum WM57 + = + 0 +

4.2.2 Patienten aufgeteilt nach S. mansoni- und S.
haematobium-Infektionen im EITB

Wir haben untersucht, ob es im EITB Unterschiede bezuglich der Banden gibt, bei
Proben von Patienten mit S. mansoni-Infektionen und Patienten mit S. haematobium-
Infektionen. Von den 22 Serumproben hatten 13 Patienten einen Ei-Nachweis von S.
mansoni und acht Proben konnten einer Infektion mit S. haematobium zugeordnet
werden. Ein Patient liel3 sich nicht sicher der einen oder anderen Erregerart
zuordnen, so dass uns hier insgesamt 21 Seren zur Verfugung standen. Wir teilten
die Patienten in deutsche Patienten und Patienten aus Endemiegebieten auf. An
Seren von deutschen Patienten standen uns elf und Seren von Patienten aus

Endemiegebieten standen uns zehn zur Verfigung. Diese Aufteilung erschien uns
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sinnvoll, da man bei den Patienten aus den Endemiegebieten davon ausgehen
musste, dass diese eventuell Koinfektionen mit S. mansoni und S. haematobium

durchgemacht hatten.

4.2.2.1 Auswertung der getesteten Proben von S. mansoni-Patienten im EITB
und ELISA

Tabelle 5: Auswertung aller Proben im EITB und ELISA von Patienten mit einer S.
mansoni-Infektion (n=13) (0=negativ, +=positiv)

Serum 30kDa | 18 kDa | 14 kDa | SEA- | MAMA-

ELISA | ELISA
Serum 17 + + + + 0
Serum 21 0 + e + 0
Serum 22 + + 7= + +
Serum 40 + + + 0 0
Serum 71 0 0 0 + 0
Serum 4 ('95) 0 + + 0 0
Serum 1 ("95) + + + + 0
Serum 9 + + 7 + +
Serum 29 + + + + 0
Serum 45 + + e + 0
Serum 48 + + + + 0
Serum WM52 + + 7 + +
Serum WM57 + + + 0 +

4.2.2.2 Auswertung der getesteten Proben von S. haematobium-Patienten im
EITB und ELISA

Tabelle 6: Auswertung aller Proben im EITB und ELISA von Patienten mit einer S.
haematobium-Infektion (n=8) (0=negativ, +=positiv)

Serum 30kDa | 18 kDa | 14 kDa | SEA- | MAMA-

ELISA | ELISA
Serum 13 0 0 0 0 0
Serum 10 0 + + + 0
Serum 49 0 = + + 0
Serum 75 0 + + + 0
Serum 30 0 + + + 0
Serum 32 + + + 0 0
Serum 37 + = + + 0
Serum 47 + + + + 0
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4.2.2.3 Auswertung der Proben von deutschen S. mansoni-Patienten im EITB
und ELISA

Tabelle 7: Auswertung der Proben im EITB und ELISA von Patienten aus
Nichtendemiegebieten mit einer S. mansoni-Infektion (n=7) (0=negativ, +=positiv)

Serum 30kDa | 18 kDa | 14 kDa | SEA- | MAMA-

ELISA | ELISA
Serum 17 + = + + 0
Serum 21 0 + + + 0
Serum 22 + + + + +
Serum 40 + + + 0 0
Serum 71 0 0 0 + 0
Serum 4 ("95) 0 ¥ 5 0 0
Serum 1 (795) + + + + 0

4.2.2.4 Auswertung der Proben von deutschen S. haematobium-Patienten im
EITB und ELISA

Tabelle 8: Auswertung der Proben im EITB und ELISA von Patienten aus
Nichtendemiegebieten mit einer S. haematobium-Infektion (n=4) (0O=negativ,
+=positiv)

Serum 30kDa | 18 kDa | 14 kDa | SEA- | MAMA-

ELISA | ELISA
Serum 13 0 0 0 0 0
Serum 10 0 + + + 0
Serum 49 0 + + + 0
Serum 75 0 + e + 0

4.2.2.5 Auswertung der Proben von Patienten aus Endemiegebieten mit einer
S. mansoni-Infektion im EITB und ELISA

Tabelle 9: Auswertung der Proben im EITB und ELISA von Patienten aus
Endemiegebieten mit einer S. mansoni-Infektion (n=6) (O=negativ, +=positiv)

Serum 30kDa | 18 kDa | 14 kDa | SEA- | MAMA-

ELISA | ELISA
Serum 9 + + 7 + +
Serum 29 + + + + 0
Serum 45 + + e + 0
Serum 48 + + + + 0
Serum WM52 + + 7 + +
Serum WM57 + + + 0 +
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4.2.2.6 Auswertung der Proben von Patienten aus Endemiegebieten mit einer

S. haematobium-Infektion im EITB und ELISA

Tabelle 10: Auswertung der Proben im EITB und ELISA von Patienten aus
Endemiegebieten mit einer S. haematobium-Infektion (n=4) (0=negativ, +=positiv)

Serum 30kDa | 18 kDa | 14 kDa | SEA- | MAMA-

ELISA | ELISA
Serum 30 0 + e + 0
Serum 32 + + + 0 0
Serum 37 + + + + 0
Serum 47 + + + + 0

4.2.3 Patienten mit anderen Helminthosen im EITB und ELISA

4.2.3.1 Auswertung der Proben von Patienten, die nicht aus Endemiegebieten

stammen mit anderen Helminthosen

Tabelle 11: Auswertung der Proben im EITB und ELISA von Patienten, die nicht aus
Endemiegebieten stammen, mit anderen Helminthosen (n=8) (0=negativ, +=positiv)

Serum 30kDa | 18 kDa | 14 kDa | SEA- | MAMA-

ELISA | ELISA
Trichinella spiralis 1 0 0 0 0 0
Trichinella spiralis. 9 0 0 + + 0
Trichinella spiralis 11 0 0 0 + 0
Trichinella spiralis 14 0 + 0 0 0
Trichinella spiralis 13 0 0 0 + 0
Taenia solium 95.1472 0 0 0 0 +
Echinococcus granulosus 12 0 0 0 + 0
Trichuris trichiura 6 0 0 0 + 0
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4.2.3.2 Auswertung der Proben von Patienten aus Endemiegebieten mit
anderen Helminthosen

Tabelle 12: Auswertung der Proben im EITB und ELISA von Patienten aus
Endemiegebieten mit anderen Helminthosen (n=12) (O=negativ, +=positiv)

Serum

30 kDa

18 kDa

14 kDa

SEA-
ELISA

MAMA-
ELISA

Ancylostoma duodenale 34

Ancylostoma duodenale 11

Ancylostoma duodenale 32

Ancylostoma duodenale 37

Ascaris lumbricoides 2

Onchocerca volvulus 4

Onchocerca volvulus 9

Onchocerca volvulus 10

Onchocerca volvulus 14

Strongyloides stercoralis 11

Strongyloides stercoralis 8

+|ol+|+|o|o|+|+|+|+|o|O

+|+|+|Ol+|+|+|+|+|+|0|O

Strongyloides stercoralis 29

O+ |O|+ |O|I0|0O|0|+ |O|0O|O

+

+ 4+ ++00+0+ + +

CO+O0O+++ + + +00

4.2.4 Auswertung der Negativ-Kontrolle

Tabelle 13: Auswertung der Negativ-Kontrolle im EITB und ELISA (n=16) (O=negativ,

+=positiv)

Serum

30 kDa

18 kDa

14 kDa

SEA-
ELISA

MAMA-
ELISA

Serum 30847

Serum 30848

Serum 30849

Serum 30850

Serum 30851

Serum 30855

Serum 30859

Serum 30861

Serum 30862

Serum 30863

Serum 30864

Serum 30865

Serum 30866

Serum 30873

Serum 30874

Serum 30878

O|I0|0O|00|0O|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0o

OO0 |0|0O|0|0|0|0|0|0|0|0|0|O0|o

O|I0|0O|0I0|0O|0|I0 0|0+ |O|0|0|0|0O

cNeoNololololNolololololNoelolNolloNe

OO OO OO O0ODO0OOOO0OOOOO0OO0O
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4.3 Enzyme-linked Immunoelectrotransfer blot (EITB) mit SEA-Antigen

Bei der Auswertung des Westernblots mit SEA-Antigen fiel auf, dass sich eine hohe
Anzahl von Banden darstellte, die aber aufgrund des engen Zusammenliegens nicht
einzeln hervorgehoben werden konnten. Wir fihren das auf das sehr komplexe
Proteingemisch des Roh-Antigens zurtck.

Wir entschieden uns den Westernblot mit SEA-Antigen aufgrund der schlechten

Auswertbarkeit nicht weiterzufiihren.
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5 Diskussion

Der goldene Standard der Diagnostik der Schistosomiasis ist der direkte Ei-Nachweis
von Schistosomeneiern im Stuhl, Urinsediment oder in Biopsien. Dieser Nachweis
gelingt aber erst nach Ablauf der Prapatenz, also fruhestens 4-10 Wochen nach
einer Infektion, in einigen Fallen erst nach Monaten bis Jahren. Ein weiterer
Schwachpunkt des Ei-Nachweises ist, dass vor allem Patienten mit geringragiger
Infektionsstarke Eier gar nicht oder nur in geringer Menge ausscheiden. Auch nach
erfolgreicher medikamentoser Therapie konnen (avitale) Schistosomen-Eier noch
Uber einen langeren Zeitraum ausgeschieden werden.
Eine gute und bewahrte Erganzung der Diagnostik ist die Immundiagnostik, die
haufig den einzigen Hinweis auf eine Infektion liefert. Ein Vorteil dieser Methode ist,
dass hier die Diagnose auch schon vor der Ei-Ausscheidung gestellt werden kann.
Es gibt zahlreiche immundiagnostische Tests, die sich in der Methodik und vor allem
in der Wahl des Antigens deutlich voneinander unterscheiden. Weiterhin zeigen sich
auch deutliche Unterschiede bezuglich der Sensitivitat und Spezifitat.
Nach Tsang et al. (1983) sollte ein Antigen flur den Gebrauch in der Immundiagnostik
folgende Eigenschaften aufweisen:
1. Das Antigen sollte unkompliziert in einer ausreichenden Menge herstellbar
sein
2. Das Antigen sollte unter einfachen Lagerungsbedingungen stabil sein
3. Das Antigen sollte Komponenten enthalten, die von spezifischen Antikorpern
erkannt werden
4. Das Antigen sollte nur minimal kreuzreagieren (z.B. mit anderen Helminthen-
Antigenen)
5. Das Antigen sollte mit einem gangigen serologischen Testsystem kompatibel
sein, z.B. mit dem Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) oder dem

Enzyme-linked Immunoelectrotransfer blot (EITB)

Tsang et al. verwenden als Antigen fur den ELISA bzw. den EITB die mikrosomale
Fraktion der adulten S. mansoni (MAMA). Die mikrosomale Fraktion ist eine
Anreicherung des endoplasmatischen Retikulums und verfigt Uber die oben
aufgefihrten Eigenschaften (Tsang et al., 1983). Es kann in einer ausreichend

grollen Menge hergestellt werden und ist fur ca. sechs Monate stabil ohne einen
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signifikanten Aktivitatsverlust, wenn es mit Glycerol versetzt wird und in flissigem
Stickstoff oder bei -20°C gelagert wird (Tsang et al., 1983).

5.1 Herstellung des MAMA-Antigens

Wir versuchten, die Immundiagnostik der Schistosomiasis, bei der das I6sliche SEA-
Antigen im ELISA eingesetzt wird, durch die EinfUhrung des MAMA-Antigens in
Anlehnung an die genannte Arbeit von Tsang et al. zu verbessern bzw. zu erganzen.
Bei der Herstellung des Antigens (MAMA) hielten wir uns an die Vorgaben dieser
Arbeitgruppe. Allerdings wurden die Gel-Filtration und lonen-Austausch-
Chromatographie nicht durchgefiihrt, da es bei der geringen Ausgangsmenge (6,259)
an adulten S. mansoni im Vergleich zu Tsang (20g) zu einem zu grof3en Verlust an
Material gekommen ware.

Zur Herstellung eines ELISA war zu klaren, wie viel Rohantigen (adulte S. mansoni)
notig ist, um eine sinnvolle Menge an MAMA-Antigen herzustellen. Wir hatten 6,25 g
adulte S. mansoni verarbeitet und ca. 6 ml MAMA-Antigen gewonnen. Bei einem
Proteingehalt von 415 pg/ml und einer Beschichtungskonzentration im ELISA mit 1
pg/ml Coatingpuffer kdnnte man ca. 80.000 Patientenseren testen. Mit dem EITB
konnten ca. 1.000 Patientenseren untersucht werden. Diese Menge an Antigen

erschien uns fur die Routine-Untersuchungen als ausreichend.

5.2 Sensitivitat des ELISA

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Aussagekraft des ELISA mit MAMA als Antigen
untersucht. Zum Vergleich hatten wir die uns zur Verfugung stehenden Serumproben
ebenfalls auf SEA-Antigen getestet. Dies wurde ndétig, da sich herausstellte, dass die
Aktivitat der Seren Uber die Jahre nachlassen kann. Uns standen von 30 Patienten
mit gesicherter Schistosomen-Infektion Serumproben zur Verfligung, die im Zeitraum
von 1989 bis 1999 in der Abteilung fur Infektions- und Tropenmedizin der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen abgenommen worden waren.

Bezlglich der Empfindlichkeit zeigte sich, dass das SEA-Antigen mit einer
Sensitivitat von 83,3% dem MAMA-Antigen mit 33,3% deutlich Uberlegen war. Der
positive pradiktive Wert, d.h. der Wert, der die Wahrscheinlichkeit angibt, ob eine
Erkrankung vorliegt, betrug fur das SEA-Antigen 56,8% und fur das MAMA-Antigen
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lediglich 25%. Der negativ pradiktive Wert lag beim SEA- und beim MAMA-Antigen
jeweils bei ca. 97%.

Das bedeutet, dass sich das MAMA-Antigen in unserer Untersuchung zum Nachweis
einer Schistosomiasis nicht bewahrt hat, da sich die Empfindlichkeit als zu gering
erwies. Vergleicht man unsere Ergebnisse mit den Ergebnissen in der Literatur, so
kann ein deutlicher Unterschied bezuglich der Sensitivitat festgestellt werden.
Maddison et al. (1985) erreichten mit MAMA eine Sensitivitat von 96%. Tsang et al.
fuhrten in der Studie von 1997 eine Sensitivitat von 99% auf (Tsang et al., 1997).
Diese Diskrepanz hinsichtlich der Sensitivitat kdnnte moglicherweise dadurch erklart
werden, dass die Aktivitdt der zur Verflgung stehenden Patientenseren, die zum
Zeitpunkt der Untersuchung zum Teil bis zu funf Jahre bei -20°C gelagert worden
waren, Uber die Jahre nachgelassen hatte. Weiterhin war es im Rahmen der
Routine-Untersuchung und unserer Studie unvermeidbar, dass die Seren fur die
einzelnen Untersuchungen aufgetaut und zum Teil fraktioniert wieder eingefroren
werden mussten. Dieses kann ebenfalls zu einem Aktivitatsverlust der Seren fuhren.
Maddison et al. (1985) und Tsang et al. (1997) machen in ihren Arbeiten keine
Angaben Uber die Lagerungszeit und die Lagerungsbedingungen der Seren.

Ein weiterer Faktor fur die geringe Sensitivitat in unserer Studie konnte die Tatsache
sein, dass wir im Gegensatz zu Tsang et al. (1983) die Gel-Filtration und lonen-
Austausch-Chromatographie nicht durchgefuhrt hatten. Durch die nicht vollendete
Reinigung des Antigens kdnnte es zu einer teilweisen Hemmung bzw. Blockierung
der spezifischen Bindungsstellen fiur Antikérper gekommen sein, die die Sensitivitat

des MAMA-Antigens negativ beeinflusst.

5.3 Sensitivitat in Bezug auf die Spezies (S. mansoni und S. haematobium)
und Herkunftsland der Patienten im ELISA

Maddison et al. (1985) und Al-Sherbiny et al. (1999) zeigten, dass es mit Hilfe der
mikrosomalen Fraktion gelingt, innerhalb des Genus der Schistosoma zu
unterscheiden. Wir hatten untersucht, ob es bezlglich der Sensitivitat Unterschiede,
bei den Proben von Patienten gab, bei denen eine S. mansoni-Infektion oder eine S.
haematobium-Infektion vorlag. Von den uns zur Verfigung stehenden 30
Serumproben waren bei 16 Patienten Eier von S. mansoni nachgewiesen worden,
bei 15 Patienten Eier von S. haematobium; eine Probe lie} sich nicht sicher der

einen oder anderen Erregerart zuordnen, so dass diese fur diese Auswertung nicht
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verwendet wurde. Die Sensitivitat der Seren mit MAMA-Antigen der 16 S. mansoni-
Patienten lag bei 43,7%, wohingegen die Sensitivitat bei den 13 S. haematobium-
Patienten bei 30% lag. Mit dem SEA-Antigen erreichten wir eine Sensitivitat 87,5%
bei den S. mansoni-Patienten und 84,6% bei den Seren der S. haematobium-
Patienten.

Eine Aufteilung in deutsche Patienten und Patienten aus Endemiegebieten erschien
uns sinnvoll, da bei letzteren eventuell eine Koinfektion vorlag. Betrachtet man nur
die Ergebnisse der Proben von deutschen Patienten, so erzielten wir hier mit dem
MAMA-Antigen eine Sensitivitat von 25% bei einer Infektion mit S. mansoni. Mit einer
S. haematobium-Infektion reagierte keiner im MAMA-ELISA. Der SEA-ELISA erzielte
jeweils eine Sensitivitdt von 75%. Die Sensitivitdt des MAMA-Antigens, bei den
Proben von den Patienten aus Endemiegebieten, lag bei beiden Gruppen bei 62%
und mit dem SEA-Antigen bei jeweils 100%. Von der Tendenz dhneln die Ergebnisse
denen von Maddison et al. (1985) und Al-Sherbiny et al. (1999); allerdings fiel auch
hier die sehr niedrige Sensitivitat des MAMA-Antigens auf. Diese fuhren wir auf die
oben beschriebenen Ursachen zurlck.

Maddison et al. (1985) verwendeten einen ELISA und als Antigen die mikrosomale
Fraktion von S. mansoni. Sie erzielten eine Sensitivitdt von 96% bei Proben von
Patienten mit einer S. mansoni-Infektion. Dagegen lag die Sensitivitat bei nur 55%
bei Patienten, die an einer heterologen Schistosomen-Infektion (S. haematobium, S.
japonicum und S. mekongi) erkrankt waren.

Al-Sherbiny et al. (1999) untersuchten Proben von Patienten mit S. haematobium-
Infektion. Als Antigen benutzten sie ebenfalls die mikrosomale Fraktion von S.
mansoni (MAMA) und zusatzlich die mikrosomale Fraktion von S. haematobium
(HAMA). Als immundiagnostischer Test diente der FAST®-ELISA und der EITB. Die
Sensitivitdt des ELISA lag beim MAMA-Antigen bei nur 83%, gegenuber einer
Sensitivitat von 98% beim HAMA-Antigen (Abdel-Fattah et al., 2010). Ahnlich
verhielten sich die Ergebnisse im Westernblot. Hier wurde im EITB mit MAMA-
Antigen lediglich eine Sensitivitat von 58% erzielt. Die Sensitivitat im EITB mit HAMA
als Antigen lag jedoch bei 94% und zeigt eine deutlich erhéhte Empfindlichkeit bei

homologen Schistosomen-Infektionen.
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5.4 Spezifitdt des ELISA

Die Spezifitdt des MAMA-Antigens ist laut den Untersuchungen von Tsang et al.
(1983) hoher als die des SEA-Antigens. Seren von Patienten mit anderen
Helminthosen, z.B. Paragonimiasis, reagierten in der erwahnten Studie nicht mit dem
MAMA-Antigen.

Wir untersuchten, wie es sich mit der Spezifitadt von MAMA- und SEA-Antigen
verhielt. In der Testung mit SEA-Antigen konnten wir eine Spezifitat von 91,7%
erzielen und mit MAMA eine Spezifitdt von 93,5%. Mit dem SEA-Antigen traten
Kreuzreaktionen mit Ancylostoma duodenale, Echinococcus granulosus, Onchocerca
volvulus, Strongyloides stercoralis, Trichinella spiralis und Trichuris trichiura auf. Bei
der Testung mit dem MAMA-Antigen kam es zu Kreuzreaktionen mit Ancylostoma
duodenale, Ascaris lumbricoides, Echinococcus granulosus, Onchocerca volvulus,
Strongyloides stercoralis, Taenia solium und Trichuris trichiura. Auch hier zeigte sich
das Problem, dass viele der getesteten Patienten aus Endemiegebieten kamen und
somit der Kontakt zu Erregern der Schistosomiasis im Vorfeld sehr wahrscheinlich
war. Deshalb teilten wir auch hier die Seren der Patienten in zwei Gruppen ein. Zum
einen Patienten aus Deutschland und zum anderen Patienten die aus
Endemiegebieten stammen.

Bei den deutschen Patienten zeigte sich nun eine deutlich geringere Anzahl von
Kreuzreaktionen. Im SEA-ELISA reagierten drei von 22 Patienten mit einer
Trichinella spiralis-Infektion und einer von finf Patienten mit einer Trichuris trichiura-
Infektion positiv. Bei der Testung mit MAMA-Antigen reagierten diese Patienten nicht.
Hier gab es lediglich je ein positives Ergebnis auf Echinococcus granulosus und
Taenia solium. Bei den Patienten aus Endemiegebieten kam es dagegen beim SEA-
Antigen zu Kreuzreaktionen mit Trichinella spiralis, Strongyloides stercoralis,
Onchocerca volvulus, Echinococcus granulosus und Ancylostoma duodenale und bei
MAMA mit Trichuris trichiura, Strongyloides stercoralis, Onchocerca volvulus, Ascaris
lumbricoides und Ancylostoma duodenale.

Beschrankt man sich bei der Beurteilung der Ergebnisse auf die deutschen
Patienten, so fallt auf, dass es mit der Testung auf MAMA-Antigen zu deutlich
weniger Kreuzreaktionen kam und es aullerdem gelang, Kreuzreaktionen mit

Trichinella spiralis und Trichuris trichiura auszuschliel3en.
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5.5 Antikorpertiter im Verlauf

Wilkins et al. (1991) konnten bei Rhesusaffen, die mit S. mansoni infiziert wurden,
den Antikorper-Titer im Verlauf darstellen. Als diagnostischer Test wurde der FAST®-
ELISA eingesetzt. Es zeigte sich ein Anstieg der Antikorper IgM, IgA, IgE, IgGq, 1gGo,
IgGs und IgGs nach der Infektion mit Zerkarien von S. mansoni. Nach der
Behandlung mit Praziquantel kam es zu einem deutlichen Abfall der Antikorper-Titer,
wahrend bei den Affen die nicht behandelt worden waren, ein weiterer Anstieg der
Antikorper erfolgte. Im Tiermodell eignete sich MAMA als Antigen zum Nachweis
einer akuten oder chronischen Infektion und zur Uberpriifung des Therapieerfolgs
nach medikamentdser Behandlung. Anders verhielten sich die Antikorper, die gegen
die Eier der Schistosomen gerichtet sind. Diese sind erst im fortgeschrittenen
Krankheitsstadium nachweisbar und blieben auch nach Therapiebeginn tGber Monate
erhoht (Hillyer et al., 1979; Mott et al., 1982).

Wir wollten klaren, ob es gelingt, im ELISA mit MAMA-Antigen einen
Antikdrperanstieg nach einer Infektion bzw. einen Antikdrperabfall nach
Therapiebeginn beim Menschen nachzuweisen.

Die Patienten wurden wieder in zwei Gruppen untersucht; zuerst Patienten mit
moglichem Schistosomen-Kontakt in der Kindheit. Diese Gruppe eignete sich also
nicht dazu, einen Antikorperanstieg nach einer frischen Infektion zu bestimmen. Um
eine frische Infektion mittels MAMA nachweisen zu kdnnen, wahlten wir deutsche
Patienten aus, die sich lediglich im Urlaub oder wahrend einer Berufsreise in
Endemiegebieten aufgehalten hatten, bei denen also eine lang zuruckliegende
Infektion anamnestisch ausgeschlossen werden konnte. Diese Gruppe wurde
nochmals unterteilt in solche Patienten, bei denen der wahrscheinliche
Infektionszeitpunkt weniger als sechs Monate und solche, bei denen mehr als sechs
Monate zurucklag. Da bei diesen Patienten zum Zeitpunkt der Entnahme der
Serumproben eine Schistosomen-Infektion durch den Ei-Nachweis in Stuhl, Urin oder
Biopsat bereits gesichert war, ihr Infektionsverlauf also jenseits der Prapatenzperiode
von gewohnlich vier bis zehn Wochen lag, konnten wir den von Wilkins et al. (1991)
im Tierversuch beschriebenen Antikdrperanstieg beim Menschen nicht nachweisen.
Wir kdnnen also keine Aussage daruber machen, ob sich das MAMA-Antigen fur die

Frihdiagnose wahrend der Prapatenzzeit eignet.
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Ein weiteres Problem stellte sich in dem Versuch, den Verlauf des Antikdrpertiters
nach Therapiebeginn darzustellen, da bei den Patienten keine regelmafigen
Blutentnahmen zur Verlaufskontrolle des Titers erfolgten. Serumproben wurden nach
der Diagnosestellung bzw. nach Therapiebeginn nicht bei allen Patienten
abgenommen, oder der Zeitraum zwischen den einzelnen Abnahmen war sehr lang,
zum Teil Monate bis Jahre. Aufgrund dieser Tatsache konnten wir keine Aussage
uber den Verlauf des Antikorpertiters nach Therapiebeginn machen.

5.6 Enzyme-linked Immunoelectrotransfer blot (EITB)

Weiterhin untersuchten wir, wie es sich mit dem MAMA- und SEA-Antigen im
Enzyme-linked Immunoelectrotransfer blot (EITB) verhielt. Mit dem EITB pruften wir
eine Auswahl an Patientenseren, deren Extinktion im SEA-ELISA deutlich Uber bzw.
knapp unter dem Cut-off Wert lag.

Im Westernblot mit SEA-Antigen liel3en sich keine eindeutigen Banden hervorheben.
Dies beruht auf der Tatsache, dass es sich bei dem SEA-Antigen um ein Rohantigen
handelt. Hier wird eine grolRe Anzahl von Proteinen aufgetrennt, so dass einzelne
Banden nicht isoliert dargestellt werden konnten.

Zur Austestung des EITB mit dem MAMA-Antigen priften wir Seren von Patienten
aus Deutschland und solche aus Endemiegebieten. Bei der Auswertung der
Ergebnisse fielen drei Banden auf. Diese lagen im Bereich von 30, 18 und 14 kDa.
Bei den Serumproben der deutschen Patientengruppe traten die Banden 18 und 14
bei neun von 12 Patienten auf. Vier Patienten reagierten im Bereich aller drei
beschriebenen Banden. Mit dem MAMA-ELISA erfassten wir nur einen Patienten.
Von den zehn getesteten Patientenseren aus Endemiegebieten reagierten neun
positiv im Bereich der drei Banden. Alle Seren zeigten die Banden 18 und 14 kDa. Im
MAMA-ELISA wurden lediglich drei Patienten erfasst.

Tsang et al. (1984) beschrieben Banden im Bereich von 16 bis 29 kDa und gréfler
als 40 kDa. Drei Banden wurden besonders hervorgehoben. Sie lagen im Bereich
von 16,4 kDa, 18,4 kDa und 29,0 kDa. Hier zeigte sich also tendenziell eine
Ubereinstimmung in unseren Ergebnissen. In der Arbeit von Tsang et al. (1997)
wurde die Sensitivitdt im MAMA-EITB mit 97% angegeben. Die Spezifitat lag sogar
bei 100%.

Auch beim EITB untersuchten wir, ob es Unterschiede bezlglich der Banden-

Verteilung bei Patienten mit einer S. mansoni-Infektion oder einer S. haematobium-
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Infektion gab. Von den 22 Proben von Patienten mit einer Schistosomen-Infektion
konnten 13 Proben einer S. mansoni- und acht Proben einer S. haematobium-
Infektion zugeordnet werden. Eine Probe liel3 sich nicht eindeutig zuordnen, so dass
wir diese in die Bewertung nicht aufnehmen konnten. Auch hier teilten wir die Proben
in solche von deutschen Patienten und von Patienten aus Endemiegebieten auf. Es
sollte ebenfalls eine eventuelle Koinfektion ausgeschlossen werden.

Betrachtet man die Bandenverteilung der gesamten Probengruppe, so zeigt sich,
dass die Banden 14 und 18 kDa bei S. mansoni in 12 von 13 Fallen auftraten und bei
S. haematobium in sieben von acht Proben nachgewiesen werden konnten. Ein
deutlicher Unterschied zeigte sich in der Verteilung der Bande 30 kDa. Hier
reagierten die Proben der Patienten mit einer S. mansoni-Infektion in zehn von 13
Fallen positiv, dagegen war die Bande 30 kDa bei den Proben von S. haematobium
nur in drei von acht Fallen nachweisbar. Der MAMA-ELISA erfasste vier von den
Patienten mit einer S. mansoni-Infektion. Bei den Patienten mit einer S.
haematobium-Infektion wurde keine der Proben erfasst.

Bei der deutschen Patientengruppe fiel auf, dass bei den S. mansoni-Patienten vier
von sieben im Bereich von 30 kDa eine Bande aufwiesen und bei den S.
haematobium-Patienten keine 30 kDa Bande nachzuweisen war. Beide Gruppen
reagierten bis auf eine Probe positiv im Bereich 14 und 18 kDa. Bei den Proben der
Patienten aus Endemiegebieten reagierten alle Proben im Bereich 14 und 18 kDa.
Die Bande 30 kDa konnte in nur einem Fall nicht nachgewiesen werden.

Die deutsche Patientengruppe zeigte die Bande 30 kDa gehauft bei den Proben mit
nachgewiesener S. mansoni-Infektion. Diese Beobachtung deckte sich mit den
Ergebnissen von Tsang et al. (1997). Hier wurden als Antigene fur den EITB die
mikrosomalen Fraktionen MAMA (S. mansoni), HAMA (S. haematobium) und JAMA
(S. japonicum) verwendet. Als spezifische Banden wurden fur MAMA 30 kDa, fur
HAMA 23 kDa und fur JAMA 18, 23 und 29 kDa angegeben.

Die Seren von Patienten, die nicht aus Endemiegebieten stammten, bei denen
andere Helminthosen nachgewiesen wurden und die falsch positiv im SEA- und
MAMA-ELISA reagiert hatten, zeigten weder die oben beschriebene Zweier- noch die
Dreier-Konstellation der Banden. Lediglich zwei Patienten mit einer Trichinella
spiralis-Infektion wiesen die Bande 18 kDa bzw. die Bande 14 kDa auf.

Bei den Patienten mit anderen Helminthosen aus Endemiegebieten sahen wir nur

einmal die Dreier-Konstellation der Banden. Sechs der 12 Patienten reagierten im
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Bereich 18 und 14 kDa. Wir vermuten bei dieser Gruppe aufgrund der
Herkunftslander, dass es schon in der Kindheit zu einem Kontakt mit Schistosomen

gekommen sein muss.

5.7 Schlussfolgerungen

Der MAMA-ELISA war in unserer Untersuchung zu wenig sensitiv, was unserer
Meinung nach auf die Aktivitatsabnahme der Seren bei langer Lagerung
zuruckzufihren ist. Eventuell erzielt man eine hohere Sensitivitat, indem man als
erganzende Reinigungsschritte bei der Herstellung des Antigens die Gel-Filtration
und die lonen-Austausch-Chromatographie einsetzt. Bezlglich der Sensitivitat war
der SEA-ELISA deutlich Uberlegen, so dass wir diesen Test weiterhin als
immundiagnostisches Mittel der Wahl einsetzen.

Allerdings zeigte das MAMA-Antigen durchgehend eine hohere Spezifitat. Besonders
deutlich war dies im MAMA-EITB. Keines der getesteten Seren von Patienten, die
aus Deutschland stammen und bei denen andere Helminthosen nachgewiesen
wurden, reagierte in der oben beschriebenen Zweier- oder Dreier-Konstellation.
Dieser Test wirde sich auf der einen Seite anbieten, Seren von Patienten zu
Uberpriufen, die im SEA-ELISA positiv reagiert haben, bei denen aber Klinik und
Anamnese eine Schistosomen-Infektion eher ausschlielRen. Auf der anderen Seite
weist der MAMA-EITB drei Banden auf, die bei Patienten mit dem Verdacht auf eine
Schistosomen-Infektion diese Diagnose untermauern kénnten. Der EITB bietet sich
vor allem als Bestatigungstest bei Patienten an, die klinisch und anamnestisch den
Verdacht auf eine Schistosomen-Infektion bieten, mit dem SEA-ELISA aber nicht
erfasst wurden. Um hier jedoch ein aussagekraftiges Ergebnis bezlglich der
Sensitivitat und Spezifitat zu bekommen, muss eine ausreichende Anzahl von
Patientenseren im Anschluss an diese Arbeit untersucht werden.

Im SEA-EITB stellten sich keine eindeutigen Banden dar, so dass wir diesen Test fir
die Diagnostik nicht fur sinnvoll halten.

Bezuglich der Sensitivitat des MAMA-Antigens innerhalb des Genus der
Schistosoma, zeigte sich, dass die Proben von Patienten mit einer Infektion durch S.
mansoni haufiger im ELISA reagierten als die Proben von Patienten mit einer S.
haematobium-Infektion. Auch im EITB fanden wir eine ahnliche Verteilung. Um im
EITB jedoch ein aussagekraftiges Ergebnis zu erzielen, musste eine groRere Zahl

von Patienten untersucht werden.
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Die Darstellung des Antikérperverlaufs mit dem MAMA-ELISA beim Menschen nach
einer Infektion bzw. nach Therapiebeginn gelang aus den oben genannten Grinden
nicht. Hier ware es sinnvoll, von Patienten, bei denen anamnestisch oder klinisch der
Verdacht einer Infektion vorliegt, in regelmaligen Abstanden Blutproben zu
entnehmen. Dies sollte in der Prapatenzzeit und nach Therapiebeginn erfolgen, um
einenen Antikorper-Anstieg nach einer frischen Infektion bzw. einen Antikorper-Abfall
nach Therapiebeginn nachweisen zu kdnnen.

Die Aufbereitung des MAMA-Antigens und die gewonnene Menge an Rohantigen fur

die Routine-Untersuchung erschien uns als praktikabel und ausreichend.
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6 Zusammenfassung

Die Schistosomiasis (Bilharziose) ist eine der wichtigsten Tropenerkrankungen und
die weltweit bedeutsamste Wurminfektion. Die aus den aquatischen
Zwischenwirtsschnecken freigesetzten Gabelschwanzlarven (Zerkarien) dringen Uber
die Haut ein und konnen initial ein akutes fieberhaftes Krankheitsbild (Katayama-
Syndrom) verursachen. Wesentlich bedeutsamer sind jedoch die chronischen
Stadien mit einer chronisch granulomatosen Enzindung zahlreicher betroffener
Organe (Urogenitaltrakt, Darm, Leber, Milz, Lunge, Gehirn u.a.). Die Pathogenese
der chronischen Stadien wird durch die Immunreaktion auf die von den adulten
Wirmern abgelegten Eier bestimmt. Zur Verhinderung der haufig irreversiblen
Spatschaden ist eine moglichst frihzeitige Diagnose und Therapie erfoderlich.

Nach Ablauf der Prapatenz, das heil3t frihestens 6 bis 10 Wochen nach der
Infektion, ist der parasitologische Nachweis von Eiern im Stuhl, Urin und in Biopsaten
mdglich. Die parasitologische Diagnostik hat jedoch eine begrenzte Sensitivitat und
erfordert relativ aufwandige Anreicherungsmethoden und/oder eine invasive
Materialgewinnung. Ein Einachweis gelingt vor allem bei schwacherer Infektionslast
oft nicht. In einem Teil der Falle liegt trotz hoher Infektionsintensitat nur eine
intermittierende Ausscheidung vor oder eine nachweisbare Ausscheidung bleibt aus,
da aufgrund einer besonders ausgepragten, granulomatdésen Immunreaktion die
meisten Eier im Gewebe verbleiben (sog. ,geschlossene’ Schistosomiasis).

Die Labordiagnose durch immundiagnostische Methoden ist nicht nur wahrend der
chronischen Infektionsstadien moglich, sondern schon in der Prapatenzzeit und dann
oft der einzige diagnostische Hinweis auf eine Schistosomiasis.

Es gibt zahlreiche immundiagnostische Tests, die vor allem durch die Wahl der
verwendeten Antigene deutliche Unterschiede bezuglich Sensitivitat und Spezifitat
aufweisen. Verwendet werden verschiedene ungereingte und gereinigte Antigene
von Eiern, Adulten und Zerkarien der verschiedenen Schistosomenarten. Tsang et al.
(1997) benutzten fur die Immundiagnostik der Schistosomiasis den Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) und den Enzyme-linked Immunoelectrotransfer blot
(EITB). Als Antigen wurde die mikrosomale Fraktion (MAMA), eine Anreicherung des
endoplasmatischen Retikulums der Adulten von Schistosoma mansoni, verwendet.

Diesem Antigen wurde eine hohe Sensitivitdt und Spezifitdt zugeschrieben. In
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Tiermodellen gelang es Wilkins et al., einen Antikérper-Anstieg nach der Infektion
bzw. -Abfall nach Therapiebeginn zu zeigen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die bestehende Immundiagnostik, bei der meist
I6sliche Eiantigene (SEA, soluble egg-Antigen) von S. mansoni verwendet werden,
mit der Verwendung des mikrosomalen Adultwurm-Antigens von S. mansoni (MAMA-
Antigen) zu vergleichen.

Als immundiagnostische Testverfahren wurden ELISA und EITB (Immunoblot)
verwendet. FUr die Valdierung standen insgesamt 403 Seren zur Verfugung: 30
Seren von Patienten mit einer parasitologisch gesicherten Schistosomen-Infektion,
231 Seren von Patienten mit anderen Helminthiasen und 142 Negativ-Kontrollseren
von deutschen Blutspendern.

Die Sensitivitat des MAMA-Antigens im ELISA lag mit nur 33,3% deutlich unter der
des SEA-Antigens im ELISA (83,3%). Dabei reagierten Proben von Patienten mit
einer homologen Infektion (S. mansoni) im MAMA-ELISA haufiger positiv als die
Proben von Patienten mit einer S. haematobium-Infektion.

Die Spezifitat des SEA-ELISA betrug 91,7%, die des MAMA-ELISA 93,5%. Im SEA-
ELISA kam es bei den Proben von deutschen Patienten mit Trichinella spiralis- und
mit Trichuris trichiura-Infektion zu Kreuzeaktionen. Bei der Testung mit MAMA-
Antigen gab es lediglich Kreuzreaktionen im Serum eines Patienten mit einer larvalen
Echinococcus granulosus-Infektion (zystische Echinokokkose) und eines Patienten
mit einer larvalen Taenia solium-Infektion (Zystizerkose). Mit dem MAMA-Antigen
kam es also deutlich seltener zu Kreuzreaktionen als mit dem SEA-Antigen.
Weiterhin wurden MAMA- und SEA-Antigen im EITB getestet. Im SEA-EITB lielRen
sich keine einzelnen Banden isoliert darstellen. Im MAMA-EITB fielen drei Banden
mit einem Molekulargewicht von 30, 18 und 14 kDa auf und zeigen eine weitgehende
Ubereinstimmung mit den von Tsang et al. beschriebenen Banden von 29, 18 und 16
kDa.

Zudem wurde untersucht, ob es diskriminierende Banden bei Patienten mit einer S.
mansoni-Infektion oder einer S. haematobium-Infektion gibt. Bei den Proben der
deutschen Patienten mit einer S. mansoni-Infektion fiel ein gehauftes Auftreten der
30 kDa Bande auf. Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen von Tsang et
al., die diese als Spezies-diskriminierende Bande angaben.

Die Spezifitat des MAMA-EITB betrug, getestet an Seren deutscher Patienten mit

anderen Helminthosen, 100%; es liel} sich also keine der oben erwahnten Banden in
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dieser Gruppe nachweisen. Dagegen waren zahlreiche Kreuzreaktionen in Seren
von Patienten zu beobachteten, die aus Endemiegebieten stammten und mit
anderen Helminthen infiziert waren. Dies ist am ehesten mit einer fraher
durchgemachten oder einer noch bestehenden aber nicht parasitologisch
nachgewiesenen Schistosomiasis bei dieser Patientengruppe zu erklaren.

Die Ergebnisse zeigen, dass der MAMA-ELISA zu wenig sensitiv ist. Hier war der
SEA-ELISA deutlich Uberlegen, so dass dieser fur die serologische Screening-
Diagnostik der Schistosomiasis besser geeignet ist. Allerdings zeigte das MAMA-
Antigen im ELISA und insbesondere im EITB eine wesentlich hdhere Spezifitat als
das SEA-Antigen. Somit bietet sich der MAMA-EITB als spezifischer
Bestatigungstest an. Auch eine serologische Diskriminierung der Spezies S. mansoni
und S. haematobium ist mit dem MAMA-EITB moglich.
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