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1 Einleitung

Die Eosinophilie, eine Erh6hung der eosinophilen Granulozyten im peripheren Blut, ist
eine Abweichung der Norm und spricht fur eine Reaktion des Korpers auf einen nicht-
gesunden Zustand. Die Ursachen dafir sind vielfaltig. Weltweit und besonders in
soziobkonomisch wenig entwickelten Lander stellen parasitdre Wurminfektionen die
haufigste Atiologie dar (Tefferi et al., 2006). Eine nicht zu unterschatzende Anzahl
jener gehdrt zu den Neglected tropical diseases (NTDs) (WHO, 2020). Diese werden
sowohl in der Diagnostik als auch in der Therapie zu wenig erforscht. In Nepal wurde
diese Ursache in einer Studie bereits beschrieben; ,(...), parasitic infections are most

common possible cause of eosinophilia.” (Shrestha et al., 2012a).

Insbesondere Kinder sind ein vulnerables Kollektiv flr parasitaren Wurminfektionen
(Hotez et al., 2008; Weatherhead and Hotez, 2015). Sowohl in den zwei
Vero6ffentlichungen von Shrima Shrestha et al. (2012a) und Shrijana Shrestha et al.
(2012b) als auch im klinischen Alltag von Arzten der Padiatrie im Dhulikhel Hospital
(folgend als DH abgekiirzt) sind vermehrt Kinder mit Eosinophilie aufgefallen. In vielen
Fallen bleibt die Ursache der Eosinophilie und der begleitenden Symptome unbekannt.
Die diagnostischen Moglichkeiten zur Untersuchung parasitarer Erkrankungen
beschranken sich auf die Anamnese, die kdrperliche Untersuchung, die lokal
verfugbare Labordiagnostik, zu welcher die Stuhlmikroskopie gehért, und die
Bildgebungen. Shrestha et al. (2012b) betonen die Dringlichkeit einer gré3eren Studie
zur genaueren Identifikation der parasitaren Ursache der Eosinophilie bei Kindern.

Um das Problem naher zu beleuchten, wurde eine Studie zur Untersuchung der von
Eosinophilie betroffenen Kinder in Nepal entwickelt und gestartet: die Fall-Kontroll-
Studie “Evaluation of cause of eosinophilia in children in Dhulikhel hospital and its
affiliated health facilities™. Diese Dissertation setzt sich mit der Entwicklung, dem

Studienprotokoll sowie ersten Ergebnissen auseinander.

Die Entwicklung der Studie erfolgte im Rahmen einer Klinikpartnerschaft zwischen
dem DH und der Universitditsmedizin Mainz und wurde von zahlreichen
Herausforderungen begleitet. Die Klinikpartnerschaft wurde von der deutschen
Gesellschaft fir Internationale Zusammenarbeit geférdert. Es sollte das klinische Profil

der padiatrischen Patienten mit Eosinophilie mithilfe eines Fragebogens sowie einer

1 ,Beurteilung der Ursache fur Eosinophilie bei Kindern im Dhulikhel Hospital und angegliederte
Gesundheitseinrichtungen“ (Ubersetzung durch Verfasserin)
1



klinischen Untersuchung der Probanden erfasst und anhand einer gezielten Serologie
sowie einer NGS der Stuhl-DNA potenzielle Erreger identifiziert werden. Dabei wurde
angenommen, dass die Eosinophilie bei Kindern im DH durch eine bisher nicht
identifizierte Helminthiasis bedingt ist. Weiter sollten Pravention, Diagnostik und
Behandlung von parasitaren Wurmerkrankungen im Falle einer Bestéatigung der

Hypothese verbessert werden.



2 Literaturdiskussion

2.1 Eosinophilie
2.1.1 Biologie und Pathophysiologie
Die Zellen der Eosinophilen gehdren zu den Leukozyten, genauer zu der Gruppe der
Granulozyten, und kénnen auch als eosinophile Granulozyten bezeichnet werden. Sie
wurden 1879 zum ersten Mal von Paul Ehrlich beschrieben. Ihre Anfarbbarkeit mit dem
Farbstoff Eosin war namensgebend fur die Zellpopulation (Ehrlich, 1879; Rosenberg
et al., 2013).

Eosinophile werden im Knochenmark (KM) aus pluripotenten Vorlauferzellen
produziert (Rosenberg et al., 2013). Nach einer Reifungszeit von ungefahr vier Tagen
werden die Zellen in den Blutkreislauf freigegeben (Steinbach et al., 1979). Dort sind
sie in einem gesunden Organismus in niedriger Zahl vorhanden und haben eine
Halbwertszeit von etwa achtzehn Stunden (Steinbach et al., 1979; Valent et al., 2012).
Im Gewebe kdnnen Eosinophile mehrere Wochen tberleben und sind in grol3erer Zahl
als intravaskular zu finden (Kovalszki and Weller, 2016; Weller and Spencer, 2017). In
Homoostase befinden sich die eosinophilen Granulozyten neben dem KM und dem
Blut mehrheitlich im Gastrointestinaltrakt, mit Ausnahme des Osophagus (Mishra et
al., 1999). Zudem sind diese weil3en Blutkoérperchen in der Lunge, dem Fettgewebe,
dem Thymus, dem Uterus, der Milz und den Lymphknoten enthalten (Kato et al., 1998;
Kim and Jung, 2020).

Unter physiologischen Bedingungen werden eosinophile Granulozyten durch
verschiedene Botenstoffe kontrolliert. Die relevanten Zytokine, darunter IL-3, GM-CSF
and IL-5, die sowohl fir die Reifung im Knochenmark als auch fir die Entwicklung
einer reaktiven Eosinophilie verantwortlich sind, stammen hauptsachlich aus
aktivierten T-Zellen (Ackerman and Bochner, 2007). Fur die Aktivierung und die
Rekrutierung in das Gewebe ist neben dem Zytokin IL-5 das Chemokin Eotaxin
zustandig (Mishra et al., 1999; Rosenberg et al., 2013).

Ein Merkmal in der Zusammensetzung der Eosinophilen sind spezielle kristalloide
Granula (crystalloid granules). Jene beinhalten neben einer Vielzahl an
Signalmolekiilen (Zytokine, Enzyme und Wachstumsfaktoren) mehrere kationische
zytotoxische Molekiile, unter anderem das Major Basic Protein (MBP), die Eosinophile
Peroxidase (EPX), das Eosinophile Kationische Protein (ECP) und das Eosinophil-
Derived Neurotoxin (EDN) (Davoine and Lacy, 2014).

3
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Lange galten Eosinophile als die Zellreihe, die zur Bekdmpfung von Helminthen
zustandig ist. Neuere Erkenntnisse zeigen nun auf, wie vielfaltig die Funktion dieser
Zellen zum Erhalt unserer Gesundheit und zur Vorbeugung von Erkrankungen ist
(Rosenberg et al., 2013). Beispielsweise spielen Eosinophile sowohl eine Rolle im
angeborenen als auch im erworbenen Immunsystem. Dabei interagieren die Zellen mit
verschiedenen anderen Leukozyten, unter anderem T- und B-Lymphozyten,
Makrophagen, Mastzellen, dendritischen Zellen und Neutrophilen (Rosenberg et al.,
2013). Verschiedene Studien konnten auf3erdem zeigen, dass Eosinophile eine
antigen-prasentierende Funktion gegentber T-Lymphozyten aufweisen (Shi, 2004).

Zur wichtigen immunmodulatorischen Funktion der Eosinophilen tragen unter anderem
Uber 35 Zytokine, Wachstumsfaktoren und Chemokine bei. Diese werden nach deren
Produktion im Zellinneren gespeichert (Davoine and Lacy, 2014). Dadurch kénnen die
verschiedenen Signalmolekile als Folge spezifischer, exogener Stimuli schnell
sezerniert werden, was Eosinophile von den meisten Lymphozyten unterscheiden
(Spencer et al., 2009).

Auch die vier kationischen Proteine haben jeweils spezifische Funktionen. Das MBP
weist sowohl eine toxische Wirkung gegen Helminthen als auch eine zytotoxische
Wirkung fir Atemwege auf. Das ECP, eine Ribonuklease, wirkt bakterizid, ist toxisch
fur Helminthen und férdert die Freisetzung der Granula von Mastzellen. Das EDN,
auch eine Ribonuklease, ist weniger basisch als die zwei anderen Proteine. Es ist nur
schwach toxisch gegen Parasiten und hat eine antivirale Aktivitat bei
Atemwegsinfekten. Die EPX besitzt eine bakterizide Wirkung (Hogan et al., 2008).

2.1.2 Definition

Im Rahmen verschiedener Erkrankungen kann es zu einer erhghten Produktion von
eosinophilen Granulozyten im Knochenmark kommen. Dies fuhrt zu einem vermehrten
Vorkommen dieser Zellen im Blut und/oder im Gewebe. Laut Valent et al. (2012) liegt
der Normwert im Blut bei 50-500 Zellen/ul. Ein Wert tber 3-5% im Differenzialblutbild
oder eine absolute Eosinophilenzahl (Absolute Eosinophil Count (AEC)), abhangig
vom Laborstandard, tGber 350-500/ul, gilt als erhéht (Gotlib, 2017) und wird als
Eosinophilie bezeichnet. Eine Klassifikation dieser wurde willkrlich in mild (bis 1 500
Zellen/ul), moderat (1 500-5000 Zellen/pl) und schwer (ab 5000 Zellen/ul) getroffen
(Rothenberg, 1998; Valent et al., 2012).



Die Eosinophilie kann zeitlich in vortibergehend, episodisch und persistierend (auch
chronisch genannt) unterteilt werden (Valent et al., 2012). In der 11. Version der
internationalen statistischen Klassifikation der Krankheiten und verwandten
Gesundheitsprobleme (ICD-11) hat die Eosinophilie den Code 4B03 und lasst sich in
angeboren (constitutional, 4B03.0) und erworben (acquired, 4B03.1) unterteilen
(WHO, 2022a). Die meisten Félle sind erworbener Natur (Tefferi et al., 2006). Bei
Unklarheit gibt es, als weitere Kategorie, die nicht néher beschriebene Eosinophilie
(unspecified, 4B03.Z) (WHO, 2022a).

Der Begriff der Hypereosinophilie (HE) wurde von der Working Conference on
Eosinophil Disorders and Syndromes als eine persistierende (tber mindestens einen
Monat), absolute Eosinophilenzahl im peripheren Blut von tber 1 500/pl und/oder eine
Gewebe-HE definiert. Mindestens eines der drei folgenden Kriterien muss erfllt sein,
damit von einer Gewebe-HE gesprochen werden kann: wenn die Eosinophilen mehr
als 20% der kernhaltigen Zellen im Knochenmark ausmachen; die Eosinophilen durch
den Pathologen im Gewebe als tGiberméf3ig bezeichnet werden oder bei einem hohen
extrazellularen Vorkommen der Granulaproteine. Die HE im Gewebe geht meistens
mit einer Eosinophilie im Blut einher. Der Oberbegriff der Hypereosinophilie wird
weiterhin in hereditare HE, primare HE (klonisch oder neoplastisch), sekundare auch
reaktive HE und HE ungeklarter Signifikanz (friher idiopathische HE genannt)
eingeteilt. Die hereditare HE weist eine familiare Haufung auf. Sowohl die priméare als
auch die sekundare HE sind keine Enddiagnosen und muissen auf eine genaue
Ursache untersucht werden. Bei der HE unklarer Signifikanz ist es besonders wichtig,

ein Hypereosinophilie-Syndrom (HES) auszuschlieR3en (Valent et al., 2012).

Jede HE kann in ein Hypereosinophilie-Syndrom (HES) ubergehen. Dieser
Symptomkomplex wurde erstmalig durch Hardy and Anderson (1968) beschrieben.

Spéater haben Chusid et al. (1975) die folgenden Kriterien fir ein HES erarbeitet:
1. Uber mehr als sechs Monate anhaltende HE,

2. Fehlender Hinweis fir allergische, parasitare oder weitere bekannte Ursachen fir

eine Eosinophilie,
3. Mutmalfliches Zeichen fiir eine Organbeteiligung.

Im Jahr 2011 definierte die Working Conference on Eosinophil Disorders and

Syndromes das Hypereosinophilie-Syndrom als solche HE im peripheren Blut mit
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dadurch bedingter Organschadigung. Ahnlich wie bei der HE wird hier auch zwischen
primarem HES, sekundarem HES und idiopathischem HES unterschieden (Valent et
al., 2012).

Neben dem HES gibt es spezifische Syndrome, die mit einer Eosinophilie oder HE
zusammenhangen. Dazu zahlen das Gleich-Syndrom (episodisches Angioddem mit
Eosinophilie), das Churg-Strauss Syndrom (eosinophile Granulomatose mit
Polyangiitis), das Eosinophilie-Myalgie-Syndrom, das Omenn-Syndrom (schwerer
kombinierter Immundefekt mit Hypereosinophilie) und das Hyper-IlgG Syndrom.
Weiterhin kdnnen auch organbeschrankte, meist entziindliche Erkrankungen mit einer
HE einhergehen, ohne dass die Kausalitat zwischen der HE und der Organbeteiligung
geklart ist. Diese fallen jedoch nicht unter den Begriff des HES. Beispiele fir solche
Erkrankungen sind die pulmonalen eosinophilen Syndrome, die eosinophilen
gastrointestinalen Erkrankungen und eine Vielzahl an dermatologischen Stérungen
(Valent et al., 2012).

2.1.3 Atiologie

Die Feststellung einer erworbenen Eosinophilie bei einem Patienten kann auf eine
Vielzahl neoplastischer (primére) oder nicht-neoplastischer (sekundare/reaktive)
Erkrankungen hinweisen. Bei der primaren Eosinophilie fihren Mutationen in den
Vorlauferzellen zu klonaler Vermehrung maligner Zellen. Beispiele fir solche
Neoplasien des Knochenmarks sind die chronische myeloische Leukamie sowie
gewisse Formen der akuten myeloischen Leukamie, der myelodysplastischen
Syndrome oder der myeloproliferativen Syndrome. Als Trigger fir sekundére
Eosinophilien dienen zumeist die oben erwahnten eosinophilopoetischen Zytokine (IL-
3, IL-5 und GM-CSF) (Tefferi et al., 2006; Valent et al., 2012).

Valent et al. (2012) unterscheiden zwischen haufigen und seltenen Ursachen flr eine
reaktive Eosinophilie oder HE. Helminthiasen, allergische Reaktionen, atopische
Erkrankungen sowie allergisch wie auch toxisch medikamentdse Reaktionen zahlen
zu den haufigen Ursachen. Als seltene Ausldser kommen unter anderem verschiedene
maligne Erkrankungen wie B- oder T-Zell Lymphome oder solide Tumore, Kratze,
chronische entztindliche Darmerkrankungen und autoimmune Erkrankungen in Frage.
Auch weitere infektiose Ursachen wie Pilzinfektionen oder Viren kdnnen mit einer

Eosinophilie einhergehen (Rosenberg et al., 2013).



In einer in Grof3britannien durchgefuhrter Beobachtungsstudie mit einer Kohorte von
382 Probanden aus der Sekundarversorgung waren die haufigsten Ursachen fur eine
persistierende Eosinophilie die Pilzallergie, gefolgt von parasitarer Infektion,
Atemwegserkrankungen, darunter Asthma und eosinophile Granulomatosis mit
Polyangiitis. Die Probanden mit Helminthiasen hatten zumeist Vorfahren in
Sudostasien. Die Erreger waren wie folgt aufgeteilt: 65% Strongyloides, 10%

Schistosoma, 8% Filaria und andere (Wardlaw et al., 2021).

Weiterhin sind sowohl Tuberkulose als auch eine HIV-Infektion mégliche Ursachen flr
eine Eosinophilie (Law and Varma, 2015). Eine Studie aus Brasilien zeigte, dass
Patienten mit einer Eosinophilie und einer Lungentuberkulose oftmals zuséatzlich mit

intestinalen Fadenwirmern infiziert waren (Tristdo-S4 et al., 2002).

Eine ausfluhrliche Liste an Erkrankungen, die mit Eosinophilie in Verbindung gebracht
werden, wurde im Supplementary Information S1 in einem Review von Rosenberg et
al. (2013) in der Fachzeitschrift Nature publiziert. Nicht selten bleibt die Ursache fur
eine Eosinophilie ungeklart (Schulte et al., 2002; Makkar et al., 2005; Shrestha et al.,
2012a).

2.1.4 Epidemiologie
Weltweit, insbesondere in sozio6konomisch armeren Landern sind Parasiten die
haufigste Ursache fur eine sekundare Eosinophilie. In finanzstarken Landern werden

meist Allergien damit assoziiert (Tefferi et al., 2006; Kim et al., 2014).

Es gibt keine Angaben zur Pravalenz von Eosinophilie der einzelnen Lander. Diverse
Studien liefern Daten Uber das Vorkommen dieser Zellerh6hung in den jeweiligen

Krankenhausern:

Die Inzidenz fur ein AEC von Uber 1 000/ulim Krankenhaus Metropolitan Komagome
in Tokyo lag Uber einen Zeitraum von etwa sechs Monaten im Jahr 1997 bei 0,6% aller
untersuchten Differenzialblutbildern (Kobayashi et al., 2002). In einer koreanischen
Studie hatten 12,2% der Patienten eine Eosinophilie (AEC > 500/ul) und 0,9% eine HE
(AEC > 1500/ul) (Kim et al., 2009). Eine Studie aus der Region von Kopenhagen
wertete Daten von 356 196 Patienten der medizinischen Grundversorgung aus. Das
Vorkommen einer Eosinophilie mit einem AEC zwischen 500 und 1 000/ul lag bei 3,7%
und mit einem AEC Uber 1 000/ul bei 0,3% (Andersen et al., 2013).



2.1.5 Symptome

Patienten mit einer Eosinophilie kbnnen sowohl mit als auch ohne Symptome vorstellig
sein (Schulte et al., 2002; Makkar et al., 2005). Eine klinische Manifestation kann durch
die zugrundeliegende Erkrankung verursacht werden. Viele unspezifische Symptome,
wie beispielsweise Anorexie, Bauchschmerzen oder Fieber sind dabei mdglich
(Makkar et al., 2005). Weiterhin scheint die Eosinophilie selbst, wie bei dem HES,
Gewebeschaden verursachen zu kdnnen. Mdgliche Zielorgane sind hierbei das Herz,
die Lunge, das ZNS, der GIT und die Haut (Tefferi et al., 2006; Hogan et al., 2008;
Gotlib, 2017).

2.1.6 Diagnostik

Eine Eosinophilie kann sowohl im Rahmen einer Routineuntersuchung als
Zufallsbefund im Blutbild als auch bei kranken Patienten bei einer gezielten
Blutuntersuchung auffallen (Shrestha et al., 2012a). Laut der WHO sollte im ersten
Schritt eine sekundare Ursache ausgeschlossen werden. Erst dann werden weitere
Untersuchungen zur semi-molekularen Klassifizierung einer maoglichen primaren
Ursache empfohlen. Jede Untersuchung sollte in Zusammenschau der bereits
vorhandenen Informationen erfolgen (Shomali and Gotlib, 2022). Eine Weiterfihrung
der Diagnostik bei gesunden oder asymptomatischen Patienten und Eosinophilen
unter 1 500/ul ist nicht zwingend erforderlich (Butt et al., 2017).

In Nepal gibt es keinen einheitlichen diagnostischen Algorithmus flr die Eosinophilie.
Ein mdglicher Algorithmus zur Untersuchung einer Hypereosinophilie in tropischen und
armen Landern wurde von Law and Varma (2015) vorgeschlagen (siehe Abbildung 1).
Dieser konnte aufgrund der geographischen und epidemiologischen Lage in Nepal

verwendet werden.
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Abbildung 1: Durch Law and Varma (2015) vorgeschlagenen Algorithmus zur Diagnose und Therapie von
Hypereosinophilie in tropischen L&andern. PB: peripheral blood, DEC: Diethylcarbamazin, TDS: ter die
sumendus/drei Mal taglich, HE: Hypereosinophilie

Die Hohe der AEC kann in manchen Fallen einen Hinweis auf die zugrundeliegende
Ursache der Eosinophilie liefern. Zum Beispiel sind Erkrankungen aus dem atopischen
Formenkreis in der Regel mit einer milderen bis moderaten Eosinophilie
vergesellschaftet, wohingegen eine neoplastische Genese mit deutlich hdheren
Werten einhergehen kann (Schwartz and Fulkerson, 2018; Henes et al., 2019).
Patienten mit einer HE, bei der mindestens ein Organ beteiligt ist und welche nicht
ausschlief3lich durch ein bekanntes Asthma oder parasitare Infektion zu erklaren ist,
scheinen noch hohere AEC-Werte aufzuweisen als Patienten mit einer malignen
Erkrankung (Kobayashi et al., 2002). In einer deutschen Studie Uber Reisertickkehrer
zeigte die Eosinophilie einen niedrigen positiven pradiktiven Wert fur parasitare
Wurmerkrankungen. Bei hoéheren Werten an Eosinophilen wurde der positive
pradiktive Wert gro3er (Schulte et al., 2002).
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AulRerdem kdnnen gewisse bakterielle oder virale Infektionen wie auch die Einnahme
von Steroiden zu einem Abfall der Eosinophilen fihren (O'Connell and Nutman, 2015;
Schwartz and Fulkerson, 2018).

Primare Eosinophilie

Zur Diagnostik der primaren Eosinophilie gehdren unter anderem ein peripherer
Blutausstrich, Laboruntersuchungen vom Blut sowie Knochenmarksuntersuchungen
(Shomali and Gotlib, 2022).

Sekundare Eosinophilie

In tropischen oder &rmeren Landern sollte als erstes die wahrscheinlichste Ursache
fur die Eosinophilie, die parasitare Genese, Uberpruft werden (Law and Varma, 2015).
Die Anamnese und die korperliche Untersuchung kénnen erste Hinweise auf eine
mogliche parasitare Ursache liefern. Unter anderem sollte der Kontakt zu Tieren und
die Einnahme von rohen Lebensmitteln oder unbehandeltem Wasser erfragt werden
(Tefferi et al., 2006). Um Differenzialdiagnosen auszuschlief3en, ist es sinnvoll, stets
Fragen zu Allergien und Medikamenteneinnahme zu stellen (Butt et al., 2017). Bei
bestehendem Verdacht auf eine Parasitose werden sowohl die mikroskopische
Untersuchung auf Eier und auf Parasiten, die Stuhlkultur sowie die Serologie auf
spezifische Erreger empfohlen. Zudem koénnen weitere Labordiagnostik oder
Bildgebungen erforderlich sein (Gotlib, 2017). Die Erh6éhung vom IgE wird
insbesondere bei reaktiver Eosinophilie beobachtet. Bei einer Pilzallergie und
parasitarer Infektion wurden zwar die hdchsten Werte beschrieben, dennoch bleibt IgE

ein unspezifischer Parameter (Wardlaw et al., 2021).

2.1.7 Therapie

Bei bekannter Ursache sollte diese entsprechend behandelt werden. Wenn der Grund
fur die Eosinophilie nicht geklart ist, gibt es verschiedene Empfehlungen zur
Herangehensweise. In tropischen und armeren Landern empfehlen Law and Varma
(2015) eine empirische Behandlung mit DEC und bei fehlender Besserung im Verlauf
gegebenenfalls den Einsatz von Glukokortikoiden (siehe Abbildung 1). Das
idiopathische HES sollte auch mit Glukokortikoiden behandelt werden (Butt et al.,
2017). Eine Eosinophilie kann sich auch ohne Therapie wieder normalisieren (Makkar
et al., 2005).
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2.1.8 Eosinophilie bei Kindern
In diesem Abschnitt werden Studien, die Eosinophilie bei Kindern untersucht haben,
besprochen. Dabei wird insbesondere auf die Unterschiede zu Erwachsenen
eingegangen. Es gibt deutlich weniger Literatur zu Eosinophilie bei padiatrischen als
bei erwachsenen Patienten. Zudem beschréankt sich ein Grofiteil der

Vero6ffentlichungen zu Kindern auf die HE. Mildere Féalle werden nur selten untersucht.
Atiologie

Die Atiologie der Eosinophilie bei Kindern dhnelt bis auf ein paar Ausnahmen der der

Erwachsenen (Schwartz and Fulkerson, 2018).

Bei Kindern ist die Ursache der Eosinophilie oder der HE Uberwiegend sekundarer
Genese. Eine primare Ursache kommt nur sehr selten vor (Belhassen-Garcia et al.,
2014; Xiaohong et al., 2016; Burris et al., 2019). Neben Helminthen muss bei
padiatrischen Patienten zudem an Krétze und Pilzerkrankungen als mogliche
infektiose Ursache gedacht werden (Schwartz and Fulkerson, 2018). Andere bei
Kindern haufig vorkommende Protozoen wie Giardia lamblia, Cryptosporidium oder
Malaria-Erreger gehen in der Regel nicht mit einer Eosinophilie einher (Tefferi et al.,
2006; Schwartz and Fulkerson, 2018; CDC, 2020). Erkrankungen aus dem atopischen
Formenkreis, medikamentose Reaktionen sowie die entzundliche Erkrankung der
eosinophilen  Osophagitis sind  weitere  typische sekundare  Ursachen.
Rheumatologische Erkrankungen stellen hingegen eine seltene Ursache dar
(Schwartz and Fulkerson, 2018).

Epidemiologie

Aufgrund der dinnen Datenlage zu Eosinophilie bei Kindern ist eine Aussage zur
allgemeinen Pravalenz nicht moglich (Schwartz and Fulkerson, 2018). In einer Studie
aus den USA aus dem Jahr 2019 wurde die lokale Inzidenz fir eine HE bei Kindern
auf 0,054% pro Jahr errechnet. Dabei waren insbesondere Kinder unter einem Jahr

und zwischen sechs bis elf Jahren betroffen (Burris et al., 2019).

In einer weiteren, retrospektiven Studie aus den USA zwischen 1994 und 2012 wurden
37 Kinder und 254 Erwachsene mit einer ungeklarten HE verglichen. Dabei wurden
Patienten nicht in die Studie eingeschlossen, wenn die Atiologie, wie beispielsweise
eine parasitare Genese, bereits vermutet wurde. Bei den Kindern hatten 14% und bei
den Erwachsenen 10% eine behandelbare sekundare Ursache. Davon waren jeweils

60% und 40% durch eine Helminthiasis bedingt. Die haufigste Ursache war in beiden
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Gruppen das idiopathische HES (Kinder 46%, Erwachsene 47%) (Williams et al.,
2016).

In einer retrospektiven Studie aus China waren die haufigsten Ursachen fur eine HE
bei den padiatrischen Probanden in absteigender Reihenfolge: Infektionen, Allergien

und eosinophile Gastroenteritiden (Xiaohong et al., 2016).

In einer koreanischen Studie aus der padiatrischen Abteilung der Universitatsklinik in
Busan lag die Inzidenz in einem Jahr fur eine Eosinophilie (AEC > 450/ul) bei 5,9%.
Unter diesen Probanden konnte bei 67% eine zugrundeliegende Ursache eruiert

werden. Am haufigsten war die Zellerhéhung allergisch bedingt (Kim et al., 2014).
Symptome

Die haufigsten Symptome der Kinder mit HE waren laut einer chinesischen Studie
Fieber, Bauchschmerzen, Husten und/oder Tachypnoe, Hautausschlag und Blut im
Stuhl (Xiaohong et al., 2016). Allgemein sind die méglichen Symptome bei Kindern mit
denen der Erwachsenen vergleichbar (Schwartz and Fulkerson, 2018). Die Verteilung
der Symptome kann allerdings variieren. Als Beispiel dient eine Studie von Williams et
al. (2016) in der die pé&diatrischen Probanden mit HES signifikant mehr GIT-

Beschwerden (62%, gegen 34% bei den Erwachsenen) hatten.
Diagnostik und Therapie

Williams et al. (2016) kamen zu dem Schluss, dass aufgrund der vergleichbaren Daten
zwischen Erwachsene und Kindern sowohl diagnostische als auch therapeutische
Algorithmen fuar HE fir beide Gruppen eingesetzt werden koénnen. Manche
anamnestische Fragen, die bei Erwachsenen in Hintergrund riicken, sollten bei
Kindern jedoch erganzt werden, wie beispielsweise das Vorliegen eines Pica-
Syndroms (Schwartz and Fulkerson, 2018). Zudem muss die Dosierung der
Medikation bei padiatrischen Patienten an das Alter und das Gewicht angepasst

werden.

2.1.9 Eosinophilie bei Kindern in Nepal
Wie bei den Erwachsenen gibt es keine Daten zur Pravalenz und Krankheitslast der
Eosinophilie bei Kindern in Nepal. Patienten mit Eosinophilie unklarer Genese erhalten
meistens eine empirische, anthelminthische Behandlung (Shrestha et al., 2012b;
Shrestha et al., 2019).
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In der Literatur gibt es bis zu dem Zeitpunkt der Recherche zwei im Jahr 2012
publizierte prospektive Beobachtungsstudien, die Eosinophilie bei Kindern in Nepal

untersucht haben.

Die Studie ,Clinical and Laboratory Profile of Children with Eosinophilia at Dhulikhel
Hospital” wurde tber knapp drei Jahre durchgefihrt und untersuchte Kinder im Alter
von ein bis vierzehn Jahren (Shrestha et al., 2012a). In dieser Zeit hatten insgesamt
2,41% der padiatrischen Patienten (entspricht 84 Kinder) vom DH eine persistierende
Eosinophilie mit Beteiligung von mindestens einem Organ. Dabei wurde eine AEC von
350/l bereits als solches gewertet. Die meistbetroffene ethnische Gruppe waren mit

einem Drittel die Tamang. Die Kinder kamen mehrheitlich aus l&andlichen Gebieten.

Die haufigsten Symptome waren: Bauchschmerzen, Fieber, Blahungen, gefolgt von
respiratorischen Symptomen und Gewichtsverlust. Gleichzeitig hatten 50 Kinder eine
Hepatomegalie, 38 Aszites und 27 Lymphadenopathie. In der mikroskopischen
Untersuchung des Stuhls konnten folgende Parasiten nachgewiesen werden: Giardia
lamblia (funf Falle), Ascariasis (drei Falle), Entamoeba histolytica und Trichuris (jeweils
ein Fall). Einzelne Serumanalysen wurden durchgefihrt, welche, zusammen mit den
anderen Untersuchungen, zu zwanzig definitiven Diagnosen fihrten: dreizehn
parasitare Wurminfektionen (Ascariasis, Trichuriasis, Strongyloidiasis, Filariasis,
Fascioliasis, Toxocariasis), vier Falle an disseminierter Tuberkulose und jeweils einen
Fall an HES, tuberkulése Meningitis und pilozytisches Astrozytom. Bei funf Fallen
wurde eine tropische pulmonale Eosinophilie vermutet. Bei den restlichen Probanden
blieb die Diagnose unbekannt. Die Autoren kamen zum Schluss, dass weitere

Untersuchungen, darunter Serologien, notwendig sind (Shrestha et al., 2012a).

Die Studie ,Clinical profile of children with moderate-to-severe eosinophilia presenting
to a tertiary hospital in Nepal” dauerte zwei Jahre und wurde im Patan-Krankenhaus
durchgefiihrt (Shrestha et al., 2012b). Hierbei wurden 50 Patienten mit einem AEC
uber 1500/ul und der Vermutung auf eine parasitaire Genese in die Studie
aufgenommen. Der Grolteil der Probanden gehdrte den ethnischen Gruppen der
Tamang und der Lama an. Die haufigsten Symptome &hnelten denen der Studie aus
dem DH und waren unter anderem Bauchschmerzen, Fieber oder Husten. Zehn Kinder
hatten eine Hepatomegalie, 33 Pleuraergisse, zwanzig Aszites und elf einen
Perikarderguss. Eine weiterfuhrende Diagnostik wurde nicht vorgenommen. Eine
anthelminthische Therapie verbesserte den Zustand der meisten Kinder. Zudem

konnte ein Abfall der AEC in zwanzig Fallen beobachtet werden. Die Autoren
13



schlossen durch ihre klinischen Beobachtungen auf mehrere moglichen

Helminthiasen:

-Lymphatische Filariasis, welche in Nepal haufig vorkommt und mit den klinischen

Symptomen mancher Probanden im Einklang war.

-Paragonimiasis, da 82% der Probanden angegeben hatten, nicht durchgekochte

SuRwasserkrabben zu essen.

-Toxocariasis, aufgrund der jungen Probandengruppe, welche mdglicherweise mit

dem Erreger durchs Spielen auf dem Boden in Kontakt kamen.

Die Autoren kamen zum Schluss, dass eine gréRRere Studie, welche auf die

Identifikation des Erregers abzielt, erforderlich sei (Shrestha et al., 2012b).

2.2 Helminthiasis
Die meisten parasitéare Erkrankungen, die mit einer Eosinophilie einhergehen, sind
parasitare Wurmerkrankungen, auch Helminthiasen oder Helminthosen genannt. Nur
selten fuhren Protozoen wie beispielsweise Dientamoeba fragilis zu einer Erh6hung
dieser Granulozyten (Rothenberg, 1998; Tefferi et al., 2006). Besonders im Rahmen
der Wanderung von Larven invasiver Helminthen durch das Gewebe kommt es zu
einer Erhohung der Eosinophilen (O'Connell and Nutman, 2015). Ein Uberblick der mit
Eosinophilie vergesellschafteten parasitaren Erkrankungen findet sich in Tabelle 15

(siehe Anhang).

2.2.1 Einteilung und Definitionen
Helminthiasen kénnen in Nematodiasis, Zestodiasis und Trematodiasis eingeteilt
werden. Erstere wird durch den Stamm der Fadenwurmer, wissenschaftlich Nematoda
genannt, verursacht. Die zwei anderen Erkrankungen werden durch die jeweiligen
Klassen der Bandwirmer (Cestoda) und der Saugwirmer (Trematoda), welche beide
dem Stamm der Plattwirmer (Plathelminthes) zugeordnet sind, hervorgerufen
(Mehlhorn, 2012b).

Folgende Helminthiasen werden in eigene Gruppen eingeteilt:

-Die ,Foodborne Trematodiases® sind Infektionen mit Saugwirmern, welche Uber

Nahrungsmittel Gbertragen werden (Chai and Jung, 2022).
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-Bei den ,Soil-Transmitted Helminthiases® (STHs) oder Geohelminthiasen handelt es
sich um Erkrankungen mit Nematoden. Die Ubertragung erfolgt Uber den

kontaminierten Boden (Jourdan et al., 2018).
Neglected tropical diseases

“‘Neglected tropical diseases (NTDs) are ancient diseases of poverty that impose a
devastating human, social and economic burden on more than 1 billion people
worldwide, predominantly in tropical and subtropical areas among the most vulnerable,

marginalized populations.” (WHO, 2020)

Als NTDs, auf Deutsch ,vernachlassigte tropische Krankheiten®, werden von der WHO
zwanzig Erkrankungen zusammengefasst. Darunter fallen zahlreiche Helminthiasen,
wie die Filariasis, die Schistosomiasis, die STHs, sowie manche foodborne
trematodiases (WHO, 2020). Diesen wird, im Hinblick auf Diagnostik, Pravention und
Behandlung zu wenig Aufmerksamkeit geschenkt. 2020 bendtigten in Nepal
13519 533 Menschen eine Behandlung aufgrund solch einer Krankheit (WHO, 2022b).

Praventive Chemotherapie und WASH

Die praventive Chemotherapie (PC) ist eine Public Health-Malinahme, bei der
bestimmte Bevolkerungsgruppen in regelmafRigen Abstanden Medikamente erhalten.
Die ,Mass Drug Administration® (MDA) ist eine Form der PC, bei der die
Medikamentengabe bei allen Einwohnern eines bestimmen Gebietes, unabhéngig von
jeglichen Infektionszeichen, erfolgt (WHO, 2020). Eine PC wird in endemischen
Gebieten fur folgende Helminthiasen durch die WHO empfohlen: Lymphatische
Filariasis, Onchozerkose, STHs und Schistosomiasis, sowie foodborne trematodiases
und Taeniasis (WHO, 2022c). In Nepal wird eine MDA fiir die lymphatische Filariasis
und eine PC bei Kindern fir STHs durchgefiihrt (WHO, 2022d). Der langfristige Nutzen
dieser praventiven MalRnahme wurde durch mehrere Studien hinterfragt (Hughes et
al., 2004; Taylor-Robinson et al., 2015). Die Weiterfiihrung jener wird durch den
Nutzen auf individueller Ebene fiir infizierte Kinder begrindet, welche dadurch unter
anderem einen einfachen Zugang zu den Medikamenten erhalten (Hawkes, 2017).

Das Akronym WASH steht flr Wasser, Sanitdranlagen und Hygiene (WHO & UNICEF,
2021). Eine Meta-Analyse konnte zeigen, dass WASH-Strategien zu einer Reduktion
von STHs fuhrt (Strunz et al., 2014). In der Spalte ,Préavention“ der Tabelle 15 (siehe
Anhang) sind weitere solcher empfohlenen MalRnahmen fir verschiedene

Helminthiasen aufgefihrt.
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Jourdan et al. (2018) schlie3en in einer Veroffentlichung im Lancet, dass eine
Erweiterung sowohl der WASH-Strategien als auch der PC-Mal3nahmen fir STHs auf

zusatzliche Risikogruppen neben Schulkindern notwendig seien.

2.2.2 Epidemiologie
Weltweit wird die Anzahl an Helminthiasen auf zwei Milliarden Félle geschatzt. Unter
anderem auf dem asiatischen Kontinent gehéren diese Parasitosen zu den haufigsten
Erkrankungen von meist armen Kindern (Weatherhead and Hotez, 2015).

Die drei typischen STHs; Ascariasis, Trichuriasis und Hakenwurm-Infektion,
zusammen mit der Enterobiasis, stellen weltweit die haufigsten Wurminfektionen bei
Kindern dar. Die Strongyloidiasis ist weniger verbreitet als die anderen STHs. Nach
den intestinalen Helminthiasen zahlt Schistosomiasis, welche hauptsachlich in Afrika
vorkommt, viele Falle. Weiterhin gehéren die Toxocariasis und die Zystizerkose zu den

wichtigsten Wurmerkrankungen von Kindern (Weatherhead and Hotez, 2015).

Eine Metaanalyse aus Nepal zeigte einen starken Abfall der Pravalenz von intestinalen
parasitaren Erkrankungen (Protozoen und Helminthen) bei Schulkindern zwischen den
Jahren 1996 und 2015 (Kunwar et al., 2016). Dazu z&hlt auch eine Studie aus der
Dhulikhel-Gemeinde, die eine Pravalenz von intestinalen parasitaren Erkrankungen
zwischen 2008 und 2009 von 40% fand (Bhandari et al., 2011). In einer
Querschnittsstudie, die 2015 in zwei Distrikten der Bagmati-Provinz, nicht weit von
Dhulikhel, durchgefihrt wurde, lag die Pravalenz bei Schulkindern fur mehrere
intestinale Parasiten nach wie vor bei 40%. Dieser Wert ist relativ hoch, wenn man
bedenkt, dass die Diagnose je Proband auf einer einzigen Stuhlprobe beruhte. Fir T.
trichiura war sie bei 31%, fur Hakenwirmer sowie fur den Protozoen Giardia lamblia
30% und fur A. lumbricoides 26%. Die Erreger Enterobius vermicularis und
Strongyloides stercoralis wurden jeweils deutlich seltener (bei weniger als 0,5% der
Kinder) festgestellt (Shrestha et al., 2018).

Im Vergleich dazu sind in Landern wie Deutschland nur drei Helminthiasen von
epidemiologischer Bedeutung: die Enterobiasis, die Toxocariasis und die
Echinokokkose (Schiefke et al., 2006).

Um eine epidemiologische Aussage zu Helminthiasen treffen zu kénnen, ist nicht nur
die Infektion mit einem Wurm, im Sinne der Pravalenz, von Bedeutung. Auch die

Morbiditat, welche mit der Wurmlast (Anzahl an Wirmern —worm burden — intensity of
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infection) zusammenhangt, ist relevant. Der Grund dafir liegt in der Biologie und
Ubertragbarkeit der Wirmer (Hotez et al., 2008).

Einflisse auf die Epidemiologie

Verschiedene Faktoren haben einen Einfluss auf die Epidemiologie von
Wurmerkrankungen. So spielt etwa die Umwelt eine grof3e Rolle in der Verbreitung der
Wiurmer. Sowohl die Temperatur als auch Regenschauer wirken sich auf die Pravalenz
von intestinalen Nematoden aus (Appleton and Gouws, 1996; Hotez et al., 2008; Lai
et al., 2019). Auch die Siedlungsgeographie innerhalb eines Landes beeinflusst das
Vorkommen von intestinalen parasitaren Erkrankungen. In Nepal gab es Uber einen
Zeitraum von zwanzig Jahren in landlichen Gegenden mehr Wurmerkrankungen,
wohingegen in Stadten vermehrt Erkrankungen mit Protozoen verzeichnet wurden
(Kunwar et al., 2016). Zudem sind hygienische Aspekte, wie das Fehlen von

Handseife, Risikofaktoren fir intestinale Parasitosen (Shrestha et al., 2018).

Hotez et al. (2008) wiesen auf Unterschiede in der Wurmlast zwischen einzelnen
Individuen hin. Dabei scheinen sowohl das Alter als auch die Haufung von Infektionen
innerhalb eines Haushaltes eine Rolle zu spielen. Die Mehrheit der am haufigsten
vorkommenden Helminthiasen weisen im Kindesalter die gré3te Wurmlast auf und
fallen mit dem Alter wieder ab (Hotez et al., 2008; Weatherhead and Hotez, 2015). Die
Griunde dafur sind noch nicht vollstandig geklart (Weatherhead and Hotez, 2015). Eine
sich Uber Jahre entwickelnde Immunitat des Wirtes ist eine maogliche Ursache
(Woolhouse, 1998). Die Haufung von Infektionen innerhalb eines Haushaltes konnte
unter anderem in einer Studie aus Mexiko fur Ascariasis und Trichuriasis gezeigt
werden (Forrester et al., 1988). Ein weiterer Faktor, welcher Beachtung finden soll, ist
der Polyparasitismus. Dieser kommt haufig vor und bedeutet die gleichzeitige Infektion
durch mehrere Erreger (Booth et al., 1998; Hotez et al., 2008; Donohue et al., 2019).
In Nepal litten in einer Metaanalyse von 2016 7,7% der Kinder an mehreren

intestinalen Parasiten gleichzeitig (Kunwar et al., 2016).

In einer Studie konnte bei Schulkindern auf den pazifischen Inseln ein signifikanter
Zusammenhang zwischen Helminthiasen und den folgenden vier Umweltfaktoren
aufgezeigt werden: fehlender Zugang zu geeigneter Wasserversorgung sowie zu einer
Schulkantine, keine regelméassige Instandhaltung von Wasser- und Sanitaranlagen

sowie grolRere Schulklassen (Hughes et al., 2004).
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Endemizitat in Nepal

In einem systemischen Review aus Nepal wurden insgesamt zwanzig parasitare
Zoonosen (PZ) naher untersucht und nach deren Endemizitat in vier Gruppen
eingeteilt: wahrscheinlich nicht endemisch; mdglich endemisch; wahrscheinlich
endemisch, aber nicht quantifizierbar und wahrscheinlich endemisch und
quantifizierbar. Moglich endemisch bedeutet, dass es keine direkte oder indirekte
Evidenz aus Nepal selbst, aber dafur Fallstudien aus den Nachbarlandern Indien oder
Tibet gab (Devleesschauwer et al., 2014). Die Ergebnisse der genannten Studie sind

in der Spalte ,Endemizitat Nepal“ der Tabelle 15 im Anhang aufgefihrt.

2.2.3 Symptome
Die Klinik der Patienten mit Helminthiasis variiert, je nach Erreger und betroffenem
Organ, deutlich. Auf die Symptome einzelner Helminthen wird in dem entsprechenden

Kapitel genauer eingegangen.

Neben der akuten Wurminfektion kann es, insbesondere bei fehlender Behandlung, zu
Chronifizierung der Erkrankung sowie der infektionsbedingten Schaden kommen. Dies
geht mit anhaltender Belastung fuir den Patienten einher und stellt die hauptsachliche

Krankheitslast von Helminthiasen dar (Hotez et al., 2008).

Der Erndhrungsstatus von Patienten kann sich durch die Infektion mit Wirmern
verschlechtern. Zum Beispiel waren Kinder, die unter einer Trichuriasis litten, h&ufiger
minderwichsig und unterernéhrt (Hughes et al., 2004).

2.2.4 Diagnostik und Therapie

Um Wurmerkrankungen nachzuweisen, stehen verschiedene Methoden zur
Verfugung. Die Mikroskopie wird in endemischen und insbesondere &rmeren Landern
nach wie vor am meisten genutzt (Shrestha et al., 2018; Momcilovic et al., 2019).
Serologische Analysen stellen ein weiteres mogliches Diagnostikum dar, sind
allerdings nicht weltweit verfugbar (Shrestha et al., 2012a). In Nepal stehen weniger
diagnostische Mdglichkeiten als in Landern wie Deutschland zur Verfiigung. Deshalb
stellen dort die Anamnese und die klinische Untersuchung einen besonders wichtigen
Pfeiler der Diagnostik dar (Shrestha et al., 2012b).

Zur Behandlung von Helminthiasen kommen verschiedene Methoden zum Einsatz
(siehe Anhang, Tabelle 15). Neben Anthelminthika sind teilweise endoskopische oder

operative Verfahren notwendig. Manche Helminthiasen bedurfen keiner Therapie
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(Mehlhorn, 2012b; WHO, 2020; CDC, 2022). Eine genauere diagnostische und

therapeutische Vorgehensweise wird fir diverse Erreger anschlieRend beschrieben.

2.2.5 Einzelne Helminthen
Im Folgenden wird auf die fir Nepal und diese Arbeit bedeutsame Erreger ndher

eingegangen.
Zystische Echinokokkose

Diese Erkrankung gibt es weltweit (CDC, 2022). In Nepal wird die zystische
Echinokokkose als wahrscheinlich endemisch und quantifizierbar beschrieben. Das
Vorkommen der Erkrankung liegt bei 145 Inzidenzfallen in einem Jahr
(Devleesschauwer et al., 2014). Echinococcus granulosus wird am haufigsten tber
direkten oder indirekten Kontakt mit Eiern infiziertem Hundekot auf den Menschen
Ubertragen. Dieser stellt dabei einen Fehlwirt dar. Der Erreger gelangt tber die
Darmwand in den Blutkreislauf und entwickelt sich, hauptséachlich in der Leber und der
Lunge, als Zyste weiter. Haufig bleiben Patienten lange asymptomatisch. Beim
Wachsen kann die Zyste zu Symptomen fuhren, die sich je nach betroffenem Organ
unterscheiden. Nach der Anamnese erfolgt zur Diagnostik eine Bildgebung, die Uber
einen serologischen Test bestatigt werden kann (CDC, 2022). Zum Zeitpunkt der
Ansteckung scheint die Zahl an Eosinophilen kurzzeitig zu steigen (van Balkum et al.,
2018). Bei intakter Zyste geht die Erkrankung im Verlauf meistens ohne Eosinophilie
einher. Hingegen kann das Platzen einer Zyste eine Erhéhung der AEC fur Tage bis
Wochen hervorrufen (O'Connell and Nutman, 2015). Zur Behandlung stehen neben
chirurgische MalRnahmen, die Punktion, sowie Anthelminthika zur Verfiigung (CDC,
2022). Lediglich 10-20% der Falle mit zystischer Echinokokkose werden bereits bei
Kindern diagnostiziert. Aufgrund der langen asymptomatischen Phase der Zoonose

wird diese meistens erst im Erwachsenenalter erkannt (Moro and Schantz, 2009).
Zystizerkose

Diese Erkrankung gibt es vor allem in landlichen Regionen &rmerer L&nder (CDC,
2022). In Nepal wurde sie als wahrscheinlich endemisch und quantifizierbar
beschrieben. Die meisten in dem Land publizierten Fallstudien berichten Uber die
Neurozystizerkose (NZ) (Devleesschauwer et al., 2014). Laut der WHO Endemizitéat
2022 gilt Nepal als endemisch fir den Bandwurm Taenia solium (WHO, 2022e). Die
Ubertragung erfolgt tiber den fakal-oralen Weg. Hierbei werden die Eier iiber direkten

oder indirekten Kontakt mit Taenia infiziertem, menschlichen Kot aufgenommen.
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Danach wandern die Larven in unterschiedliche Gewebe, wie zum Beispiel in die
Muskulatur oder in das Gehirn. Insbesondere beim Absterben der Zysten kénnen
Symptome in den respektiven Organen auftreten. Dies kann auch erst Jahre nach
Erstinfektion geschehen. Haufig nimmt die Erkrankung jedoch einen milden Verlauf.
Eine Ausnahme stellt die NZ, der Befall vom Gehirn, dar. Diese hat als haufigste
Symptome Krampfanfélle und Kopfschmerzen und kann sogar zum Tod fuhren. Die
Diagnose erfolgt Uber die Bildgebung und serologische Untersuchungen (CDC, 2022).
Die Infizierung kann anfangs mit einer moderaten bis schweren Eosinophile
einhergehen. Spater zeigen nur wenige Patienten (>15%) eine Erhohung dieser
Leukozyten (Leder and Weller, 2000; van Balkum et al., 2018). Bei der NZ kann es zu
einer milden Eosinophilie des Liquors (<50 Zellen/ul) kommen (O'Connell and Nutman,
2015). Die Zystizerkose wird mittels Anthelminthika und gegebenenfalls chirurgischer
Intervention behandelt. Bei der NZ muss oft eine zusétzliche symptomatische
Behandlung mit zum Beispiel Antiepileptika erfolgen (CDC, 2022). Die Zystizerkose
zahlt zu den bei Kindern haufig vorkommenden Wurmerkrankungen (Weatherhead
and Hotez, 2015).

Sparganose

Diese Erkrankung kann durch verschiedene Zestoden der Gattung Spirometra
verursacht werden und kommt vermehrt in Studostasien vor (CDC, 2022). In Nepal
wurde sie als mdglich endemisch beschrieben (Devleesschauwer et al., 2014). Der
Wurm infiziert primar Katzen und Hunde, wéahrend der Mensch einen Nebenwirt
darstellt. Die Ubertragung erfolgt tiber die Einnahme von infiziertem Wasser oder eines
nicht durchgekochten Zwischenwirtes. Darunter fallen Krustentiere, Fische und
Amphibien. Die Symptome unterscheiden sich, je nach betroffenem Organ, deutlich.
Unter anderem kann das subkutane Gewebe, das ZNS oder die Lunge befallen sein
(CDC, 2022). Die pulmonale Sparganose kann dem Bild einer eosinophilen
Pneumonie sehr &hneln und damit verwechselt werden (Liu et al.,, 2015). Zur
Diagnostik wird der Erreger im befallenen Gewebe nachgewiesen. Bei einem ZNS-
Befall kann der Liquor mittels ELISA untersucht werden (O'Connell and Nutman,
2015). Die Infektion mit Spirometra spp. kann mit einer Eosinophilie einhergehen
(Campbell and Beals, 1977; Leder and Weller, 2000; Liu et al., 2015). Zur Behandlung
wird der Erreger, wenn moglich, operativ entfernt oder anhand einer lokalen
Chemotherapie bek&mpft. Wenn beides nicht moglich ist, wird Praziquantel

gegebenenfalls zusammen mit Dexamethason verabreicht. Letzteres zeigt bei
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Spirometra proliferum keine Wirkung (Liu et al., 2015). Es wurden bereits, wenn auch

nicht mehrheitlich, Sparganose-Falle im Kindesalter beschrieben (Kim et al., 2018).
Hymenolepiasis

Die Gattung Hymenolepis, auch Rodentolepis genannt, gehort zu den Bandwirmern.
Menschen werden typischerweise mit den Arten H. nana und H. diminuta infiziert.
Nagetiere fungieren als primare Endwirte fir H. microstoma. Dennoch wurden in
vereinzelten Fallen Eier dieses Wurms im Menschen nachgewiesen. Die Eier von H.
nana und H. microstoma sind unter dem Mikroskop nicht klar voneinander zu
unterscheiden (Macnish et al., 2003; Soares Magalhaes et al., 2013). Die Ubertragung
von H. nana erfolgt Uber die Einnahme von mit Eiern kontaminiertem Wasser,
Lebensmitteln oder Erde. Der Wurm entwickelt sich im GIT, kann sich dort vermehren
und zu einer Autoinfektion fihren. Meistens verlauft die Infektion asymptomatisch. Sie
fuhrt zum Teil zu Ubelkeit, GIT-Beschwerden und Diarrh6. Zur Diagnostik wird der
Stuhl unter dem Mikroskop auf Eier untersucht (CDC, 2022). Die Hymenolepiasis kann
mit oder ohne Eosinophilie einhergehen (Leder and Weller, 2000; O'Connell and
Nutman, 2015). Praziquantel ist das Mittel der Wahl zur Behandlung (CDC, 2022). Die
Infektion mit H. nana betrifft typischerweise Kinder (Soares Magalhaes et al., 2013;
CDC, 2022). Auch in Nepal wurde H. nana bei Schulkindern nachgewiesen (Shrestha
et al., 2018).

Schistosomiasis

Schistosoma mansoni ist ein bekannter humanpathogener Saugwurm, der zu den
NTDs gehort (WHO, 2020). Diese Art der Gattung Schistosoma ist in Sidamerika und
auf der Karibik zu finden (Tefferi et al., 2006). In Nepal gilt die Schistosomiasis
allgemein als nicht endemisch (Devleesschauwer et al., 2014; WHO, 2020). Die
Ubertragung aller Arten erfolgt beim Kontakt mit infiziertem SiiRwasser. Dabei tritt der
Erreger Uber die Haut in den Korper ein (CDC, 2022). Schistosomiasis ist eine
fieberhafte Erkrankung und betrifft priméar den GIT bei S. mansoni und S. japanicum
oder den Urogenitaltrakt bei S. haematobium (Ravin and Loy, 2016). Generell kann
sich der Erreger uber lange Zeit im Korper des Wirts aufhalten (O'Connell and Nutman,
2015). Zur Diagnostik wird Stuhl oder Urin unter dem Mikroskop auf Eier untersucht.
Dies sollte drei Mal an unterschiedlichen Tagen erfolgen, um die Sensitivitat des Tests
zu erhéhen. Alternativ kann ein Antikdrpersuchtest in Form einer Serologie gemacht

werden (CDC, 2022). Die Erkrankung geht haufig mit einer Eosinophilie einher
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(O'Connell and Nutman, 2015). Insbesondere im friihen Stadium der Infektion, beim
Wandern des Erregers durch das Gewebe, sind hohe Werte zu verzeichnen (Leder
and Weller, 2000). Die Behandlung erfolgt mittels Praziquantel (CDC, 2022).
Schistosomiasis gehort zu den haufigsten Wurminfektionen bei Kindern (Weatherhead
and Hotez, 2015). Der Hohepunkt der Wurmlast liegt im Jugendalter (Hotez et al.,
2008).

Foodborne Trematodiases
Paragonimiasis

Die Erkrankung wird am h&ufigsten durch Paragonimus westermani verursacht, der in
verschiedenen Teilen Asiens zu finden ist (CDC, 2022). In Nepal wurde sie als
wahrscheinlich endemisch beschrieben (Devleesschauwer et al., 2014). Dennoch
scheint unklar zu sein, um welche Art (P. westermani oder P. heterotremus) es sich
dabei handelt (Blair, 2014). Die Ubertragung erfolgt durch die Einnahme von rohen
oder ungenigend gekochten Flusskrebsen und Krabben (CDC, 2022). Letztere
werden in Nepal traditionell als gunstige Nahrungsquelle oder als Zootherapie
eingenommen. Beispielsweise wurde beschrieben, dass die Tamang-Kaste Krabben
gegen Gastritis und bei Kindern gegen Enuresis nutzt (Lohani, 2010). Weitere
ethnische Gruppen verwenden Krabben als Puder auf blutenden Wunden, zur
Behandlung von Asthma oder gegen Herpes Zoster (Lohani, 2011; Rai and Singh,
2015). Im Dunndarm entwickelt sich der Parasit weiter und dringt dann als Larve tber
die Darmwand und das Diaphragma bis in die Lunge. Auch andere Organe kénnen
betroffen sein. Fir den weiteren Lebenszyklus gelangen die Eier entweder durch das
Abhusten direkt in die Umwelt oder werden durch das Schlucken von Sputum tber den
Stuhl eliminiert. Eine Mensch-zu-Mensch Ubertragung ist nicht mdglich. Neben
Bauchschmerzen kénnen die Symptome bei einem Lungenbefall denen einer
Tuberkulose oder einer Bronchitis &hneln. Dabei sind haufig Auffalligkeiten im
Rontgen-Thorax zu sehen. Asymptomatische Verlaufe sind ebenfalls mdglich (CDC,
2022). Die Erkrankung wird meist Giber das Mikroskopieren von Eiern aus dem Sputum
oder dem Stuhl, welches zwar spezifisch, aber nicht sensibel ist, diagnostiziert (Sah
and Khadka, 2017). Serumuntersuchungen mittels ELISA liefern zuverlassigere
Ergebnisse (Narain et al., 2005). Bei vielen Patienten sind hohe Werte an Eosinophilen
wahrend des Beginns der Erkrankung zu erwarten, sprich dem Zeitpunkt der
Durchdringung der Larven des Darms zum Zielgewebe (CDC, 2022). Im Laufe der

Erkrankung kommt es zu einem Abfall der Werte (Leder and Weller, 2000; Nakamura-
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Uchiyama et al., 2001). Behandelt wird die Paragonimiasis mittels Praziquantel (CDC,
2022). Die Paragonimiasis wird zwar nicht als typische Wurmerkrankung fur das
Kindesalter beschrieben, dennoch berichten mehrere Publikationen Uber betroffene
Patienten im jungeren Alter (Singh et al., 2009; Sah and Khadka, 2017; Peng et al.,
2018).

Fascioliasis

Neben den eigentlichen Endwirten, Rindern und Schafen, kbnnen auch Menschen an
Fascioliasis erkranken. Die zwei haufigsten Arten sind Fasciola hepatica und Fasciola
gigantica. Infektionen mit F. hepatica wurden weltweit beschrieben, wohingegen F.
gigantica seltener und in weniger Landern verzeichnet wurde (CDC, 2022). In Nepal
ist die Erkrankung wahrscheinlich endemisch (Devleesschauwer et al., 2014). Auf dem
Land lebende Menschen sowie Kinder im Schulalter scheinen haufiger betroffen zu
sein (Rayulu and Sivajothi, 2022). In einer Studie aus Pakistan wurde eine saisonale
H&aufung mit einem Gipfel im August und im Januar beobachtet (Qureshi et al., 2016).
Die Ubertragung erfolgt tber den Konsum von infizierten rohen oder nicht
durchgekochten Wasserpflanzen, wie Kresse (CDC, 2022). Um welche Kresseart es
sich genau handelt, geht aus den Publikationen meist nicht hervor (Mas-Coma et al.,
2018). In einem Fallbericht aus Nepal hatte eine mit Fasciola hepatica infizierte
Patientin laut Anamnese regelmaflig Kresse (water-cress) gegessen (Sah et al., 2017).
Im Duodenum durchwandert der Erreger die Darmwand und gelangt Uber die Leber in
die Gallenwege. In der akuten Phase konnen die Betroffenen an Ubelkeit, Erbrechen
und Bauchschmerzen leiden. Weiterhin sind systemische Beschwerden wie Fieber
maoglich. Chronisch kann der Wurm zu einer Verlagerung der Gallenwege mit den
entsprechenden Symptomen fuhren. Beide Phasen kdnnen ebenso asymptomatisch
verlaufen. Das Standard-Diagnostikum ist die Stuhimikroskopie. Die Eier lassen sich
allerdings erst in der chronischen Phase der Erkrankung, entsprechend drei bis vier
Monate nach der Infektion, nachweisen. Zudem kann man sie leicht mit den Eiern von
Fasciolopsis buski verwechseln. Weiterhin sind falsch-positive Befunde nach dem
Konsum von infizierter Leber maoglich. Als Alternative ist die Serologie, bei welcher
Antikdrper bereits zwei bis vier Wochen nach Infektion nachweisbar sind, ein
maogliches Diagnostikum (CDC, 2022). Die akute Phase geht bei nahezu allen
Betroffenen mit hohen Eosinophilen-Werten einher, welche im Verlauf wieder abfallen
(Leder and Weller, 2000; van Balkum et al.,, 2018). Zur Therapie wird das
Anthelminthikum Triclabendazol genutzt (CDC, 2022).

23



Dicrocoeliasis

Der Saugwurm Dicrocoelium dendriticum befallt nur selten Menschen. Wiederkauer
sind die typischen Endwirte. Der Parasit ist auf verschiedenen Kontinenten
anzutreffen, darunter auch in Asien. Falle aus Nepal wurden in der Literatur bisher
nicht beschrieben. Die Ubertragung erfolgt lber die orale Aufnahme infizierter
Ameisen. Der Verlauf ist meist asymptomatisch. Bei schwerer Infektion kann es zu
einer Cholezystitis, Leberabszessen und allgemeinen GIT-Beschwerden kommen. Die
Diagnostik erfolgt tber den mikroskopischen Nachweis von Eiern im Stuhl, in Gallen-
oder duodenaler Flussigkeit. Dabei muss beachtet werden, dass es zu falsch-positiven
Ergebnissen kommen kann, wenn der Patient zuvor infizierte Leber gegessen hat
(CDC, 2022). Die Dicrocoeliasis kann akut mit einer Eosinophilie einhergehen (Magi
et al., 2009; O'Connell and Nutman, 2015; Raj et al., 2022). Aufgrund der Seltenheit
der Erkrankung gibt es keine Studien zur medikamentdésen Behandlung. Imidazole,
Praziquantel und Mirazid wurden in Fallberichte erfolgreich eingesetzt (Massoud et al.,
2003; Magi et al., 2009). Die Infektion wurde auch bei Kindern beschrieben (Jeandron
et al., 2011).

Soil-Transmitted Helminthiases (STHSs)

Zu den STHs werden Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Strongyloides
stercoralis und die Hakenwirmer Ancylostoma duodenale und Necator americanus,
gezahlt, welche zu den NTDs zéhlen (WHO, 2020).

Im Jahr 2010 wurde die Anzahl an Infektionen weltweit durch A. lumbricoides auf 819
Millionen, durch T. trichiura auf 465 Millionen und durch Hakenwirmer auf 439
Millionen geschatzt (Pullan et al., 2014). Fur die Gesamtbevdlkerung von Nepal
errechneten Lai et al. (2019) die Pravalenz der STHs 2015 auf 27,1%. Dies entsprach
der zweith6chsten Pravalenz der untersuchten Lander aus Sudasien. Die Anzahl der
infizierten Schulkinder lag bei circa 2.040.000. Darunter war A. lumbricoides die

haufigste Atiologie.

Die Wurmlast von Ascariasis und Trichuriasis zeigt ein Maximum im Schulalter und
fallt danach deutlich ab, wohingegen die Intensitat der Erkrankung von Hakenwirmern
mit dem Alter stetig zunimmt (Hotez et al., 2008; Weatherhead and Hotez, 2015). Mehr
als eine Milliarde Kinder weltweit benétigten im Jahr 2020 laut der WHO eine PC fir
STHs. Davon leben mehr als die Halfte in Stidostasien. In Nepal lag die Zahl bei Uber
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acht Millionen Kindern. Die Chemotherapie besteht in diesem Fall aus Albendazol oder
Mebendazol (WHO, 2022e).

Ascariasis

Zwei Arten kdnnen zu Ascariasis fuhren: Ascaris lumbricoides und Ascaris suum. Die
erste ist weltweit fur viele Wurminfektionen des Menschen verantwortlich, wohingegen
die zweite primar Schweine infiziert (CDC, 2022). Ascariasis ist in Nepal
wahrscheinlich endemisch und gilt als eine typische Infektion von Kindern
(Devleesschauwer et al., 2014; Weatherhead and Hotez, 2015). Die Ubertragung
erfolgt Uber die orale Einnahme von Eiern, insbesondere an Orten mit schlechten
hygienischen Bedingungen. Die Larven des A. lumbricoides wandern dabei durch die
Darmmukosa in die Lunge, wo sie sich weiterentwickeln. Dort gelangen sie ins
Bronchialsystem, um dann vom Wirt erneut geschluckt zu werden und als erwachsene
Wirmer im GIT zu gedeihen. Die Infektion kann asymptomatisch verlaufen. Bei hoher
Wurmlast treten unter anderen GIT-Beschwerden und Husten auf (CDC, 2022). Zur
Diagnostik wird stets primér die Stuhlmikroskopie genutzt. Dabei kénnen sowohl Eier
und seltener die Wirmer selbst identifiziert werden. Weiterhin besteht die Méglichkeit,
Larven im Sputum oder Magensaft zu finden (CDC, 2022). Bildgebende Verfahren wie
Ultraschall, Rontgen, CT oder MRT konnen Hinweise auf die Erkrankung liefern
(Jourdan et al., 2018). Der Beginn der Infektion mit A. lumbricoides geht, bei der
Durchwanderung des Gewebes, mit einer moderaten bis hohen Eosinophilie einher.
Spater, wenn der ausgewachsene Wurm im GIT ist, féllt die Zellzahl wieder ab (Leder
and Weller, 2000; van Balkum et al., 2018). Ascariasis kann sowohl mit Albendazol als
auch Mebendazol behandelt werden. Zudem steht Ivermectin als Alternative zur
Verfligung (Jourdan et al., 2018; CDC, 2022). AuRerdem sind praventive Malinahmen
wie Handewaschen nachweislich nitzlich und werden von der WHO empfohlen
(Strunz et al., 2014; WHO, 2020).

Trichuriasis

Die weltweit vorkommende Erkrankung wird durch den Fadenwurm Trichuris trichiura
verursacht (CDC, 2022). Wie die Ascariasis wurde ebenso die Trichuriasis in Nepal
als wahrscheinlich endemisch gewertet und kommt vermehrt bei Kindern vor
(Devleesschauwer et al., 2014; Weatherhead and Hotez, 2015). Die Ubertragung
erfolgt fakal-oral insbesondere beim Vorherrschen schlechter hygienischer

Bedingungen. Nach der Einnahme von Eiern entwickelt sich der Parasit im GIT weiter
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zur Larve und schlie3lich zum Wurm. Auch hier kann die Infektion asymptomatisch
verlaufen. Bei Symptomen kann es zu schmerzhafter Diarrhd bis zum Rektalprolaps
kommen. Gleichzeitig sind Anamie und Entwicklungsverzégerung gerade bei Kindern
moglich. Zur Diagnostik ist auch hier der mikroskopische Nachweis von Eiern Standard
(CDC, 2022). Die Infektion geht mit einer milden Eosinophilie einher (Leder and Weller,
2000; Schulte et al., 2002). Albendazol, Mebendazol, Ivermectin oder
Pyrantelembonat kénnen therapeutisch eingesetzt werden, wobei die Wirkung der
einzelnen Anthelminthika sich bei Trichuriasis als nicht sehr gut herausstellen (Jourdan
et al., 2018). Auch hier sind zur Pravention eine Verbesserung der WASH-MalRnahmen
wichtig (Strunz et al., 2014; WHO, 2020).

Hakenwurmkrankheit

Ancylostoma duodenale und Necator americanus sind die zwei haufigsten
humanpathogenen Arten unter den Hakenwirmern und auf der ganzen Welt zu finden.
Auch A. ceylanicum kann den Menschen infizieren (CDC, 2022). Wie die anderen
STHs sind die Hakenwirmer in Nepal wahrscheinlich endemisch (Devleesschauwer
et al., 2014). Im Vergleich zu Ascariasis und Trichuriasis ist diese Erkrankung zwar
weniger typisch fur Kinder, kommt dennoch haufig vor (Weatherhead and Hotez,
2015). Die Ubertragung erfolgt tiber Kontakt mit kontaminiertem Boden. Die Larven
gelangen durch die Haut in den Wirt und wandern tber die Blutbahn zur Lunge. Dort
gehen sie Uber das Bronchialsystem in Richtung des Pharynx, wo der Wirt die Larven
schluckt. Im GIT, besonders im distalen Jejunum, wachsen diese zu erwachsenen
Wirmer heran. Bei starker Wurmlast kann es zu Andmie und Proteinmangel kommen.
Auswirkungen konnen bei Kindern mentale Retardierung und Wachstumsstérungen
sein. Wie bei den anderen STHs ist das Diagnostikum der Wahl die Stuhimikroskopie
(CDC, 2022). Es kommt haufig zu einer ausgepragten Eosinophilie. Die Maximalwerte
sind in der sechsten bis neunten Woche nach der Infektion zu verzeichnen. Im
spateren Verlauf der Erkrankung ist sie mild bis moderat (Maxwell et al., 1987; Leder
and Weller, 2000). Therapeutisch kénnen Albendazol oder Mebendazol eingesetzt
werden (Jourdan, 2018).

Eine Auffihrung an weiteren Helminthiasen, die mit einer Eosinophilie einhergehen

kénnen, sind in der Tabelle 15 (siehe Anhang) zu finden.
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2.3 Nepal

Nepal ist, laut der neusten Konstitution vom 20. September 2015, eine demokratische
Bundesrepublik. Das Land ist in sieben Provinzen mit insgesamt 77 Distrikten
aufgeteilt (2015). Die Bevolkerung Nepals wurde im Jahr 2020 durch die UN auf 29 137
Mio. Einwohner geschatzt (United Nations, 2019). Das Bruttoinlandprodukt pro Kopf
ist in den letzten Jahren stetig gestiegen (2010/11 58 843 Nepalesische Rupies (NRs);
2020/21 130957 NRs). Im Jahr 2019 galten 17,4% der Bevolkerung als arm, was eine
deutliche Senkung der Armutsinzidenz im Vergleich zum Jahr 2014 mit 30,1% darstellt
(Government of Nepal, 2021b). Dennoch gehdrt Nepal, sozialokonomisch betrachtet,
zu einem der am wenigsten entwickelten Landern der Welt (Least Developed
Countries) (WHO & UNICEF, 2021).

2.3.1 Geografie
Das Land ist zwischen den zwei bevoélkerungsreichsten Landern der Welt, Indien und
China, lokalisiert. Nepal kann von Norden nach Siuden in funf Regionen wie folgt
aufgegliedert werden: Das Hochgebirge (>5 000m); das Mittelgebirge (3 000-5000m);
das Mittelland (1 000-3 000m); die Siwaliks (300-1 000m) und das Terai (<300m).
Sowohl das Kathmandutal mit der Hauptstadt Kathmandu als auch die zweitgroi3te
Stadt Pokhara befinden sich im Mittelland. Es fallt auf, wie sich das Land von niedriger
Hohe bis zu den hdchsten Bergen der Welt erstreckt. Das Klima variiert stark von
einem arktischen Klima im Norden bis zu einem tropischen Klima im Studen. Nepal hat
vier Jahreszeiten: Winter (Dezember bis Februar); Frihling (Méarz bis Mai); Sommer
(Juni bis August) und Herbst (September bis November). Besonders hervorzuheben
ist der Monsun wahrend der Sommerzeit, der fur seine starken Regenfalle typisch ist.
Von Osten nach Westen wird das Land in drei Flusssysteme aufgeteilt: das Kosi-, das
Gandaki (Narayani)- und das Karnali-Flusssystem (siehe Abbildung 2). Alle drei flieRen

in Nordindien in den Ganges (Central Bureau of Statistics, 2014).
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Abbildung 2: Karte von Nepal mit Relief und Hauptgewéassern (Feher)

2.3.2 Sprache und Bildung

Nepali (auch Nepalesisch) ist die offizielle und meistgesprochene Sprache. Fur 44,6%
der Bevdlkerung ist dies die Muttersprache, wobei insgesamt etwa 123 zuséatzliche
lokale Sprachen im Land gesprochen werden (Central Bureau of Statistics, 2012).
Durch das Fernsehen und die geographische N&he zu Indien verstehen viele
Nepalesen Hindi. Fir die internationale Kommunikation wird viel Englisch gesprochen
und an den Schulen unterrichtet. Die Alphabetisierungsrate verbessert sich stetig.
Wahrend diese 2001 noch bei allen Personen Uber funf Jahren bei 54,1% lag, lag sie
2011 bei 65,9% der Bevolkerung (Central Bureau of Statistics, 2012).

2.3.3 Kultur und Religion
Der Glauben innerhalb Nepals kennzeichnet sich durch verschiedene Religionen, im
Wesentlichen Hinduismus (81,3%) und Buddhismus (9%) (Central Bureau of Statistics,
2012).

In Nepal gibt es, ahnlich wie in Indien, eine Einordnung gesellschaftlicher Gruppen in
Form eines Kastensystems. Im aktuellen Grundgesetz steht, dass jedem ,freedom of
opinion and expression“ ((2015) Teil 3, 17. (2) (a)), ,Right to equality“ ((2015) Teil 3,
18) und ,Right against untouchability and discrimination ((2015) Teil 3, 24) zusteht.
Letzteres geht explizit auf das Verbot jeglicher auf das Kastensystem beruhender
Diskriminierung ein. Allerdings ist diese Form der sozialen Schichtung im Alltag weit
verbreitet, obwohl dies nicht im Sinne der Verfassung ist. In der Volkszdhlung aus dem
Jahr 2011 wurden 126 verschiedene Kasten beschrieben. Davon waren die Kasten
Chhethri (16,6 %), Brahman-Hill (12,2%) und Magar (7,1%) am meisten verbreitet

(Central Bureau of Statistics, 2012).
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2.3.4 Wohnen und Hygiene
Im Jahr 2011 gab die Mehrheit der Bevolkerung (41%) an, ihre Hauserwande mit
Schlamm gebundenen Ziegeln oder Steinen gebaut zu haben. Zum Kochen
verbrannten tber 60% der Einwohner Holz. Etwa 20% benutzten Flissiggas, 10%
getrocknete Kuhfladen und nur wenige Biogas, Petroleum oder noch seltener Strom
(Central Bureau of Statistics, 2012).

Im gleichen Jahr hatte ein Drittel der Haushalte eine Toilette mit Klarbehélter vor Ort,
circa 20% eine einfache Grubentoilette (Trockentoilette), weniger als 10% hatte
Anschluss an eine 6ffentliche Kanalisation und mehr als ein Drittel hatte keine Toilette
im Haus (Central Bureau of Statistics, 2012). Zwar kam es zwischen 2015 und 2020
zu einem grof3en Fortschritt (von 59% auf 77%) bei dem Zugang von sanitarer
Grundversorgung (basic sanitation service), definiert als ,use of improved facilities that
are not shared with other households®, allerdings lag die sichere Sanitarversorgung
(safely managed sanitation services), bei der zusatzlich die Exkremente sicher
entsorgt werden, 2020 erst bei 49% (WHO & UNICEF, 2021).

2011 kam das Trinkwasser flr fast 50% der Einwohner aus der Leitung, 35% pumpten
es aus Rohrbrunnen und 2,4% bezogen es aus einem geschlossenen Brunnen. Diese
gelten als sichere Trinkwasserquellen. Die restliche Population bezog ihr Wasser aus
offenen Brunnen, aus Spouts (traditionelle nepalesische Brunnen) oder direkt aus dem
Fluss (Central Bureau of Statistics, 2014). Laut einem Bericht der WHO und UNICEF
(2021) hatten im Jahr 2020 mindestens 90% der Bevdlkerung Zugang zur
Wassergrundversorgung, definiert als verbesserte Wasserversorgung, welche binnen
maximal 30 Minuten zur Verflgung steht. Darunter hatten allerdings nur 18% Zugang
zu einer sicheren Trinkwasserversorgung (Safely managed drinking water services).
Dieser Begriff wird definiert als ,drinking water from an improved source that is
accessible on premises, available when needed and free from faecal and priority

chemical®.

Landesweit betrug die hygienische Grundversorgung (basic hygiene coverage)
definiert als ,availability of handwashing facility with soap and water at home* 62%. Auf
dem Land stellte sich die Versorgung mit 59% geringer heraus als mit 75% in den
Stadten (WHO & UNICEF, 2021).
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2.4 Gesundheit und Gesundheitssystem

2.4.1 Gesundheitssituation
Die Lebenserwartung bei Geburt in Nepal lag 2019 mit 70,9 Jahren unter dem
weltweiten Durchschnitt von 73,3 Jahre. Im selben Jahr lebten die Menschen in
Deutschland durchschnittlich 81,7 Jahre (WHO, 2022b).

2017 lag die mutterliche Sterblichkeit (MSR) in Nepal bei 186 pro 100 000 lebenden
Geburten. Dies weist, im Vergleich zum Beginn dieses Jahrhunderts, auf einen
deutlichen Fortschritt im Gesundheitsschutz von Schwangeren hin. Damals war die
MSR noch drei Mal so hoch (WHO, 2022e).

Im Jahr 2016 lag die Sterblichkeitsrate in Nepal bei Menschen, die einen unsicheren
WASH-Zugang hatten, bei 19,8 pro 100 000 Einwohner. Darunter fielen unter anderem
auch die Infektion mit intestinalen Fadenwirmern, Hakenwurmkrankheiten, Ascariasis
und Trichuriasis. Im Vergleich lag der Wert fur Deutschland bei 0,59 und weltweit bei
11,71 pro 100 000 Einwohner (WHO, 2022¢).

2.4.2 Gesundheitsversorgung

Im Jahr 2021 waren landesweit 9204 Gesundheitseinrichtungen, davon 6 700
offentliche und 2504 nicht-6ffentliche (privat oder von Organisationen getragen)
registriert (Government of Nepal, 2021a). Neben Krankenhausern gibt es Zentren fur
eine Basisgesundheitsversorgung (primary health care centres), sowie Health Posts
(HPs), welche als erste Anlaufstelle fir die medizinische Grundversorgung dienen.
Zudem stehen sogenannte Primary Health Care Outreach Clinics sporadisch, je nach
Bedarf, der Bevdlkerung zur Verfiigung. Diese sind fur die Gesundheitsversorgung in
abgelegene Regionen wichtig. Nepal z&hlt auRerdem zahlreiche Kliniken mit einem
,EXpanded Programme on Immunization“ (Government of Nepal, 2019/20).

Bereits die Erreichbarkeit der Gesundheitseinrichtung kann in Nepal eine
Herausforderung darstellen. Ungefahr 62% der Nepalesen erreichen binnen 30
Minuten den nachstgelegenen HP, wohingegen nur etwa 34% in derselben Zeit das
nachstgelegene offentliche Krankenhaus erreichen. Weiterhin weist das Land eine
Disparitat der Versorgung zwischen stadtischen und landlichen Gebieten auf. Der
grofdte Unterschied wurde bei der Zugéanglichkeit des néchsten Krankenhauses
festgestellt; 83% der stadtischen, jedoch nur etwa 21% der landlichen Haushalte

erreichen die Einrichtung binnen 30 Minuten (Central Bureau of Statistics, 2011). In
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landlichen Gegenden ist es Ublich, dass kranke Menschen als Erstes eine alternative

traditionelle Medizinbehandlung aufsuchen (Sherchand et al., 2003).

2.4.3 Gesundheitsversorgung im internationalen Vergleich
Zur Bewertung der Gesundheitsversorgung einer Region oder eines Landes, kdnnen
verschiedene Marker herangezogen werden. Im Folgenden wird auf den Universal
Health Coverage Service Coverage Index (UHC-SCI) und auf die Densitat an
Healthworker eingegangen.

Die ,universal health coverage“ (UHC, auf Deutsch ,universelle soziale Absicherung
im Krankheitsfall*) bedeutet laut der WHO, dass alle Menschen eine qualitative
Gesundheitsversorgung erhalten, ohne dabei in eine finanzielle Not zu gelangen. Der
UHC-SCI ist ein Versuch, die grundlegenden Gesundheitsdienste basierend auf
vierzehn Parameter in einer einzigen Zahl zwischen 0 und 100 darzustellen, wobei ein
hoherer Wert einer besseren Gesundheitsversorgung entspricht. Ab einem Wert von
80 spricht man von einer sehr hohen Versorgung (very high coverage) (WHO, 2022b).
Im Jahr 2019 war der UHC-SCI fir Nepal bei 53, was einer mittleren Versorgung
(medium coverage) entspricht. Der globale Durchschnitt lag bei 67 und Deutschland
bei 86. Zwischen 2000 und 2019 hat sich der UHC-SCI von Nepal um mehr als 30
Indexpunkte deutlich verbessert (WHO, 2022b).

Seit dem Beginn des Jahrhunderts ist die Anzahl an Healthworkers in Nepal stark
gestiegen. 2020 waren 0,85 Arzte und 3,3 Krankenpflegende und Hebammen pro
1000 Einwohner tatig (WHO, 2022e). Dies entspricht beinahe dem von der WHO
empfohlenen Wert, namlich 4,45 ausgebildeten Healthworkers pro 1 000 Einwohner
(Richard Scheffler et al., 2016). Im Vergleich lagen die Zahlen weltweit héher und fur
Deutschland deutlich héher (WHO, 2022b).

2.4.4 Krankenversicherung
In der nepalesischen Verfassung steht, dass “Every citizen shall have the right to free
basic health services from the State, and no one shall be deprived of emergency health
services.” ((2015), Teil 3, 35). Doch besitzt Nepal noch kein fest verankertes
Krankenversicherungssystem und keine Krankenversicherungspflicht. Zur Starkung
und Erweiterung der existierenden Gesundheitsversorgung wurde 2015 das ,Social
Health Security Development Committee® ins Leben gerufen (Mishra et al., 2015).
Inzwischen gibt es eine staatliche Krankenversicherung, das Health Insurance

Program (HIP), dessen Beitritt freiwillig ist. 2020/21 waren etwa 4,2 Mio. Einwohner,
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entsprechend 18,48% der Gesamtbevdlkerung, dartber krankenversichert
(Government of Nepal, 2021a). Dennoch sind 2019 nach wie vor fast 60% der
Ausgaben im Gesundheitssystem direkt von den Haushalten bezahlt worden (WHO,
2019).

2.5 Dhulikhel und das Krankenhaus

2.5.1 Dhulikhel

Dhulikhel ist eine Stadt und Gemeinde (DG) (auf Nepali Nagarapalika), die sich auf
1550 Meter uber dem Meeresspiegel befindet. Sie liegt in der Bagmati Provinz (n°3)
im Distrikt Kavrepalanchok (KD). Die Gemeinde ist fur nepalesische Verhaltnisse
durch zwei wichtige Fernstral3en gut ans Verkehrsnetz angebunden. Dartber hinaus
verfugt sie Uber eine direkte Verbindung zu der Hauptstadt Kathmandu, welche 30
Kilometer weiter nordwestlich liegt (Dhulikhel Municipality, 2022). 2011 lag die
Einwohnerzahl der DG bei 14283 (Central Bureau of Statistics, 2012).
Kavrepalanchok liegt im Einzugsgebiet des Kosi-Flusses (Department of Water
Resources and Irrigation, 2019). Die meisten Einwohner des KDs gehoren der
Tamang-Kaste an (Central Bureau of Statistics, 2014).

Zum Kochen wird in der DG zu etwa 60% Flissiggas, zu etwa 30% Holz, im gesamten
KD nur zu etwa 16% Flussiggas, dafur zu fast 80% Holz genutzt. Ungefahr 80% der
Toiletten der DG sind mit Spulung, nur circa 4% der Haushalte besitzen keine Toilette.
Im KD gibt es eine andere Verteilung der Art an Sanitareinrichtungen. Dort haben
knapp 60% der Haushalte eine Spultoilette, etwa 15% eine einfache Toilette und
ungefahr 25% keine Toilette. Die Mehrheit der Einwohner aus der DG und dem KD
beziehen ihr Trinkwasser aus der Leitung (um die 90% und 80%). Dies liegt deutlich

Uber dem nepalesischen Durchschnitt (Central Bureau of Statistics, 2012).

2.5.2 Dhulikhel Hospital (DH)
Die Dhulikhel-Gemeinde verzeichnet dreizehn Gesundheitseinrichtungen, darunter
das DH als einziges Krankenhaus. Im gesamten Distrikt von Kavrepalanchok gibt es
173 Gesundheitseinrichtungen, davon 90 Health Posts (Ministry of Health and
Population, Nepal).

Das DH ist eine gemeinnultzige, regierungsunabhangige Institution, welche 1996
gegrundet wurde (KUSMS, 2022; Dhulikhel Hospital, 2022b). Der heutige Leiter, Prof.

Dr. Ram Shrestha, war auch der Griinder des Krankenhauses.
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Im Jahr 2022 hatte das DH eine Kapazitat von 475 Betten und versorgte Menschen in
einem Einzugsgebiet von 2,2 Millionen Einwohnern. Bis heute baut und unterstitzt das
Krankenhaus laufend achtzehn Gesundheitszentren (Outreach centers) in
abgelegenen Gegenden des Landes (Dhulikhel Hospital, 2022b). Das DH ist
aulBerdem ein Universitatsklinikum fur die Kathmandu University School of Medical
Science, eine der neunzehn medizinischen Fakultaten im Land (Government of

Nepal).

In der padiatrischen Abteilung stehen neben einer Normalstation (30 Betten auf zwei
grol3e Zimmer verteilt), eine padiatrische und eine neugeborene Intensivstation fur die
jungen Patienten in einem eigenen Gebaude zur Verfligung. Eine Wochenbettstation
(postnatal ward) befindet sich im Geburtshaus (birthing center). Behandelt werden
Kinder von Geburt an bis zum sechzehnten Lebensjahr (Dhulikhel Hospital, 2022a).
2021 wurden im DH insgesamt 9 780 Kinder ambulant und 940 stationar behandelt
(Dhulikhel Hospital, 2022b).

Arzte und Pflegepersonal bemiihen sich taglich um die Versorgung der Patienten.

Zudem findet regelméaRig Studentenunterricht am Patientenbett statt.

Im DH stehen zur Diagnostik, neben der Anamnese und der korperlichen
Untersuchung, eine radiologische Abteilung mit Réntgen, CT und MRT, sowie
Ultraschall-Untersuchungen zur Verfiigung. Weiterhin kénnen die Blutbildbestimmung,
die Blutsenkungsgeschwindigkeit, peripherer Blutausstrich, Knochenmarks-
untersuchung und mikroskopische Auswertung des Stuhls zur Parasitensuche
durchgefiihrt werden. Bei Verdacht auf Tuberkulose wird ein Mantoux-Test gemacht.
Eine serologische Analyse zur Parasitensuche war zu Beginn der Studie noch nicht
etabliert. Die Installation einer ersten Sequenzierungsmaschine war zu diesem
Zeitpunkt in Arbeit.

Das DH arbeitet eng mit verschiedenen Partnern aus der ganzen Welt zusammen.
Darunter fallen auch die DEGUM und die SGUM (Deutsche und Schweizer
Gesellschaft fur Ultraschall in der Medizin), die Gastroenterology Foundation e.V.,
sowie die Namaste-Stiftung und der Verein NepaliMed Schweiz. Auch ein Programm
fur pdadiatrischen Ultraschall wurde durch die Gesellschaft fir Internationale

Kindergesundheit und Tropenpadiatrie e.V. 2017 ins Leben gerufen.
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3 Methoden

3.1 Ist-Stand und Hauptproblemstellung
Wie im Kapitel ,2.1.9 Eosinophilie bei Kindern in Nepal“ aufgeflhrt wurden im DH in
den letzten Jahren vermehrt Kinder mit hohen AEC beobachtet. Solange die Ursache
der Zellerhbhung bekannt war, wurden die Patienten der Diagnose entsprechend
behandelt. Haufiger war die Atiologie unbekannt (Shrestha et al., 2012a). Die
betroffenen padiatrischen Patienten wurden nach einem hauptsachlich aus
Anthelminthika bestehendem, klinikinternen, standardisierten Schema versorgt
(Tabelle 1). Dies konnte mit der Annahme begriindet werden, dass die Kinder an einer
Erkrankung parasitarer Genese litten, da viele im Land und der Region endemisch sind
und eine haufige Ursache fir Eosinophilie darstellen (Rothenberg, 1998;
Devleesschauwer et al., 2014; Shrestha et al., 2018). Die Behandlung begann mit den
Medikamenten der Zeile ,a“. Nach Beendigung jener erfolgte eine Laborkontrolle. Bei
persistierender Eosinophilie wurde das nachste Préparat eingesetzt. In diesem
Schema setzte sich das Ganze weiter fort. Als letztes Mittel wurden Glukokortikoide
verabreicht, die bekanntermalRen die Zahl der Eosinophilen im peripheren Blut abfallen
lassen (Druilhe et al., 2003; Ackerman and Bochner, 2007). Trotz alledem ging die
Therapie, laut Aussagen der lokalen Arzte, nur teilweise mit einer anhaltenden

Normalisierung der Eosinophilen einher.

Reihenfolge | Medikament(e) Dauer der Gabe
a Albendazol und 3-5 Tage Bei persistieren
Ivermectin 1 Dosis der Eosinophilie: b
b Diethylcarbamazin | 1-2 Wochen Bei persistieren
(DEC) der Eosinophilie: c
c Praziquantel 3 Tage Bei persistieren
der Eosinophilie: d
d Glukokortikoide 4-6 Wochen Bei persistieren
der Eosinophilie: e
e Weitere
Glukokortikoide

Tabelle 1: Typisches Behandlungsschema bei Eosinophilie im DH
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Das wiederholte Vorkommen von Kindern mit ungeklart erhdhten AEC werfen mehrere

Fragen auf:

e Was ist die zugrundeliegende Ursache der Eosinophilie dieser Kinder? Handelt
es sich tatsachlich, wie durch die Arzte vermutet, um einen parasitaren Wurm?

e Ist die Ursache fur alle Falle die Gleiche, wenn man bedenkt, dass viele
Parasiten mit einer Eosinophilie einhergehen kdénnen (Kovalszki and Weller,
2016)7?

e Liegt eine Ursache vor, die nicht bekannterweise mit einer Eosinophilie
einhergeht?

e Handelt es sich um einen unbekannten humanpathogenen Parasiten?

e Gibt es eine gemeinsame Quelle im Sinne eines Erregerreservoirs der
gesuchten Ursache?

e Wie ist die epidemiologische Verteilung der Kinder mit Eosinophilie?

e Falls sich parasitare Wurminfektionen in der Diagnostik herausstellen, wurden
diese bereits in Nepal beschrieben und wenn ja, gelten sie als endemisch?

e Mit welchen Symptomen prasentieren sich die Patienten mit Eosinophilie
unklarer Genese?

e Sind die routinemalig eingesetzten diagnostischen Mittel, wie das
Mikroskopieren, nicht sensitiv genug und wird der Parasit somit nicht erkannt?

Um diesen Fragen nachzugehen, wurde die Studie ,Evaluation of cause of eosinophilia
in children in Dhulikhel hospital and its affiliated health facilities* (Gehring and
Shrestha, 2020) 2019 ins Leben gerufen. Zur engeren Zusammenarbeit mit den
ortlichen Kollegen reisten eine Biologie-Studentin und ich nach Nepal. Als Medizin-
Studentin durfte ich am klinischen Alltag der padiatrischen Abteilung vom DH
teilhaben. Dies stellte einen wichtigen Schritt dar, um die dortigen Gegebenheiten
sowie die Projektpartner besser kennenzulernen. Gemeinsam wurde die oben-
genannte Studie im Detail geplant und der Ethikantrag geschrieben. Es handelt sich
um eine Fall-Kontroll-Studie und beinhaltet einen strukturierten Algorithmus fir die
Probandengewinnung und deren Aufnahme in die Studie. Zudem wurde ein Frage-
und Untersuchungsbogen konzipiert, um unter anderem demographische und
klinische Daten zu erheben und im Verlauf zwischen den Gruppen vergleichen zu
konnen. Ebenso kamen die ELISA zur Serumanalyse und die Next Generation
Sequencing (NGS) zur Stuhlanalyse zum Einsatz. In den folgenden Kapiteln der
Methodik wird auf die einzelnen Bestandteile der Studie genauer eingegangen.
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3.2 Dokumentation Eosinophilie in der padiatrischen Abteilung im Dhulikhel
Hospital

Durch die Dokumentation sollte das Vorkommen von Eosinophilie bei padiatrischen
Patienten des DHs eingeschatzt werden. Hierfir wurde in einer durch Arzte gefiihrten
digitalen Erfassung der Diagnosen aller padiatrischen Patienten des DHs gezielt nach
dem Begriff ,Eosinophil“ gesucht. Neben der Diagnose waren der Monat und die
Abteilung aufgefuhrt. Die Datensammlung erfolgte anonymisiert und unabhangig von
dem Studienkollektiv. Die Erhebung fand zwischen den Monaten Shrawan und Poush
2076, im gregorianischen Kalender entsprechend vom 17. Juli 2019 bis zum 14.
Januar 2020, statt.

3.3 Hypothese und Studiendesign
3.3.1 Hypothese der Studie

In der Zusammenschau der oben aufgeflhrten Beobachtungen, der dazugehdérigen
Literatur und der lokalen Gegebenheiten wurde folgende Hypothese fir diese Studie
gestellt: ,Eosinophilia in children in Dhulikhel hospital is caused by a so far unidentified

helminth parasite infection.” (Gehring and Shrestha, 2020).

3.3.2 Studienziele
Das primére Ziel der Studie wurde unter , To find the cause of eosinophilia in children
in Dhulikhel hospital and in its affiliated health facilities.” (Gehring and Shrestha, 2020)
zusammengefasst. Dies erfolgte einerseits durch die Erhebung anamnestischer und
klinischer Daten mithilfe eines Frage- und eines Untersuchungsbogens. Anderseits
wurde konkret versucht, parasitdre Wurminfektionen im Stuhl und/oder Serum der
Probanden der Fallgruppe nachzuweisen. Als weiteres Ziel sollte das Erregerreservoir
der im Fall der Bestatigung der Hypothese parasitaren Ursache mithilfe des
Fragebogens gefunden werden. Aul3erdem sollte dank der Studie im Allgemeinen die

NGS-Analytik im Bereich der Eukaryoten weiterentwickelt werden.

Ein weiterfuhrendes Ziel war es, im Falle der Bestatigung der Hypothese, ein
entsprechendes Diagnostikum vor Ort zu etablieren, durch primarprophylaktische
MalRnahmen Infektionen zu verhindern (Handewaschen, Aufklarung Gber Hygiene in
Schulen, etc.) und den Patienten eine gezielte und spezifischere Therapie anzubieten
(Gehring and Shrestha, 2020).
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Die in dieser Dissertation beschriebene Studie dient unter anderem als Pfeiler und
Start fur einen langerfristigen und intensiveren Austausch zwischen den padiatrischen
Abteilungen der Universitatsmedizin Mainz und des DHs. Aus dieser Zusammenarbeit
soll sowohl ein kultureller als auch ein wissenschatftlicher Austausch und Fortschritt
entstehen. Sowohl Arzte, Biologen, wissenschaftliche Mitarbeiter, Studenten und

weitere Mitarbeiter beider Kliniken sind involviert.

3.3.3 Studiendesign
Die Studie ,Evaluation of cause of eosinophilia in children in Dhulikhel hospital and its
affiliated health facilities” ist eine prospektive Fall-Kontroll-Studie. Da keine
Intervention geplant ist, stand ein Studiendesign mit mehr Aussagekraft im Sinne einer
randomisierten kontrollierten Studie nicht zur Auswahl. Trotz Komplexitat der
Fragestellung wurde nicht eine reine Beobachtungsstudie einzelner Falle
vorgenommen, sondern auch eine Kontrollgruppe geplant. So kénnen anhand der
Kontrollwerte die Daten auch bei der geringen Fallzahl, die durch die spezifische

Studienpopulation zustande kommen, statistisch ausgewertet werden.

3.4 Setting
Die Studie vergleicht Kinder mit (Falle) und ohne (Kontrollen) Eosinophilie. Die
Probanden wurden im DH, sowohl in der ambulanten padiatrischen Abteilung als auch
auf der péadiatrischen Station, rekrutiert. Im Verlauf soll die Stichprobe auf die
angegliederten Gesundheitseinrichtungen des Krankenhauses erweitert werden
(Gehring and Shrestha, 2020). Das Krankenhaus wurde ausgesucht, weil dort bereits
eine Studie durchgefuhrt wurde, die die Problematik beschrieben hat (Shrestha et al.,
2012a) und die Arzte vor Ort vermehrt erhthte AEC bei Kindern im klinischen Alltag

beobachtet haben.

3.4.1 Probanden

Die Probanden sind Kinder von zwei bis sechzehn Jahre aus der padiatrischen
Abteilung des DHs. Da éltere Patienten im DH nicht mehr in der Kinderklinik behandelt
werden (Dhulikhel Hospital, 2022a), wurde sich fir eine obere Altersgrenze von
sechzehn Jahren entschieden. Die untere Grenze wurde aufgrund fehlender
Zulassung fur antiparasitare Behandlung bei jingeren Kindern gesetzt. Zudem waren
in der 2012 im DH durchgefihrten Studie die meisten Kinder mit Eosinophilie zwischen
funf und zehn Jahre alt (Shrestha et al., 2012a).
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Die Probanden der Studie koénnen sich sowohl symptomatisch als auch
asymptomatisch prasentieren. Eine Einwilligung der Eltern beziehungsweise

Erziehungsberechtigten wird vorausgesetzt (Gehring and Shrestha, 2020).

3.4.2 Fallgruppe

Einschlusskriterien

In dieser Arbeit und im Rahmen der Studie wurde in Anlehnung an die Definition von
Valent et al. (2012) ein AEC im Blut ab 500 Zellen/pl als Eosinophilie bezeichnet. Somit
wurde als Einschlusskriterium eine absolute eosinophilen Zellzahl von Gber 500/ul
bestimmt (Gehring and Shrestha, 2020).

Ausschlusskriterien

Patienten, die in die Studie nicht einwilligten, keine Blut- und Stuhlproben abgeben
wollten oder multimorbide waren, wurden ausgeschlossen. Gleiches galt fir Patienten
bei denen die Ursache der Eosinophilie ein bekanntes Asthma, Allergie oder Krebs
war (Gehring and Shrestha, 2020). Neben den Parasiten sind Allergien, Asthma und
Krebs haufige Ursachen fir eine Eosinophilie (Tefferi et al., 2006; Sreedharanunni et
al., 2018).

3.4.3 Kontrollgruppe

Einschlusskriterien

Probanden in der Kontroligruppe waren Patienten, die in der Kinderklinik im DH
aufgrund milder Gesundheitsprobleme und einem AEC unter 500/pl behandelt wurden
(Gehring and Shrestha, 2020).

Ausschlusskriterien

Patienten, die in die Studie nicht einwilligten, keine Blut- und Stuhlproben abgeben
wollten, multimorbide waren oder ein AEC von dber 500/pl hatten, wurden
ausgeschlossen. Weiterhin waren eine Entwurmungs- oder sonstige antiparasitare
Behandlung oder Steroideinnahme in den letzten sechs Wochen Ausschlusskriterien
(Gehring and Shrestha, 2020), um falsch-niedrige Werte an Eosinophilen im Blut zu
vermeiden (Law and Varma, 2015). Glukokortikoide fiuhren unter anderem zur

Apoptose von Eosinophilen (Rothenberg, 1998; Druilhe et al., 2003).
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3.5 Durchfuhrung
Zur Veranschaulichung des Vorgehens und der Arbeitsschritte wurde ein

Arbeitsflussdiagramm, hier Workflow genannt, erstellt (siehe Anhang).

Wenn ein padiatrischer Patient aus dem DH oder assoziierter Gesundheitseinrichtung
fur die Studie in Frage kam, wurde Uberprift, ob der Proband die Einschlusskriterien
als Fall oder Kontrolle erfullte. Anschlie@Rend wurden Probanden und
Erziehungsberechtigte Uber die Studie informiert. Dies erfolgte Uber einen
wissenschaftlichen Mitarbeiter oder ein weiteres Mitglied der Forschungsgruppe.
Hierflir konnte auch ein Informationsblatt in englischer oder nepalesischer Sprache
ausgehandigt werden (siehe Anhang). Wenn der Teilnahme zugestimmt wurde,
musste die Einwilligungserklarung gelesen und unterschrieben werden. Zudem wurde
kommuniziert, dass das Studienteam fur jegliche Fragen zur Verfiigung stand (Gehring
and Shrestha, 2020).

Folglich flllte der wissenschaftliche Mitarbeiter den Fragebogen zusammen mit dem
Probanden aus. Eine klinische Untersuchung wurde vom Arzt durchgefihrt. Stuhl- und
Blutproben wurden enthommen. Die DNA vom Stuhl wurde im Labor vor Ort extrahiert
und gelagert. Spater erfolgte der Transport zur weiteren diagnostischen Aufbereitung
mittels NGS in die Universitatsmedizin Mainz. Das Serum wurde aus dem Blut
gewonnen und im Verlauf in das schweizerische Tropen- und Public Health-Institut in
Basel transportiert. Eine zusatzliche Stuhlprobe wurde entnommen und im DH-Labor
mittels konventioneller Helminthen-Diagnostik unter dem Mikroskop untersucht. Die
generierten Daten wurden gesammelt und analysiert, um auf die Fragen der Studie

maoglichst genau einzugehen (Gehring and Shrestha, 2020).

Die Probanden erhielten eine Aufwandsentschadigung (Incentive) fur ihre Teilnahme.
Wie im World Health Report 2010 genannt, kbnnen beispielsweise die anfallenden
Kosten durch die Anfahrt ins Krankenhaus fir die armeren Probanden einen kritischen
Belastungsfaktor darstellen (WHO, 2010). Dies bestarkt die Notwendigkeit einer
solchen Auszahlung. Die Hohe wurde den lokalen Gegebenheiten angepasst.

In der Literatur gibt es aktuell keine einheitliche Diagnostik und kein einheitliches
Therapie-Schema fir Kinder mit einer akuten oder persistierenden Eosinophilie in
Nepal. Eine Intervention fand in der Studie nur bei der Fall-Gruppe statt. Die
Medikamentengabe wurde nicht direkt durch die Studie veranlasst, sondern lag im

Ermessen des behandelnden Arztes. Das im Workflow aufgefihrte Behandlungs-
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schema (siehe auch Tabelle 1, Kapitel 3.1) wurde auf der Basis des allgemeinen
Vorgehens in der padiatrischen Station im Krankenhaus von Dhulikhel erstellt. Im
Anschluss zur Behandlung war eine erneute Datenerhebung (Fragebogen und

klinische Untersuchung) sowie eine Bestimmung des Blutbildes geplant.

3.6 Datenerhebung

3.6.1 Einwilligungserklarung

Damit ein Patient als Proband an der Studie teilnehmen konnte, war das
Unterschreiben der Einwilligungserklarung obligatorisch (siehe Anhang). Dies musste
durch ein Elternteil oder einen anderen Erziehungsberechtigten erfolgen. Kinder tber
sieben Jahren wurden ebenfalls gebeten zu unterschreiben. Die Einwilligungs-
erklarung war in englischer und nepalesischer Fassung verfugbar. Vor dem
Unterschreiben wurden die Probanden tber den Studienablauf informiert und es wurde
explizit auf die Freiwilligkeit der Teilnahme und das Recht auf Abbruch hingewiesen
(Gehring and Shrestha, 2020).

3.6.2 Fragebogen
Zur Erstellung des Fragebogens (siehe Anhang) wurden verschiedene Quellen
genutzt. Die Erfassung sollte sowohl Rickschlisse auf die mdgliche parasitare
Wurmerkrankung als auch auf dessen Ursprung ermoglichen. Die meisten
soziodemographischen Fragen (Fragen 1 bis 34) wurden in Anlehnung an die
Volkszahlung von 2011 und an den Bevdlkerungsatlas von 2014 in Nepal formuliert
(Central Bureau of Statistics, 2012; Central Bureau of Statistics, 2014).

Mehrere Fragen orientieren sich an Beobachtungen aus Studien zum Thema
Helminthiasen. Der Zugang zur Wasserversorgung (Fragen 13-16) wurde in direkten
Zusammenhang mit Wurminfektionen gebracht und wird deshalb abgefragt (Hughes
et al., 2004). In einer Metaanalyse aufgefiihrte Beobachtungsstudien zeigten auf, dass
die Chance fir eine Infektion mit STHs durch WASH-Strategien reduziert wird.
Darunter fallen folgende MalRhahmen: das Abkochen oder Filtern von Trinkwasser
(Frage 16), das Nutzen von Leitungswasser (Fragen 13, 14, 25, 26, 28), der Zugang
zu Sanitaranlagen (Fragen 29, 30), das Handewaschen nach dem Stuhlgang und das
Nutzen von Seife (Frage 25) sowie das Tragen von Schuhen (Frage 31) (Strunz et al.,
2014). Das Fehlen von Handseife (Fragen 25, 26) stellte auch in einer Studie aus

Nepal ein Risikofaktor fur das Auftreten von intestinalen Parasiten dar (Shrestha et al.,
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2018). Das Risiko, sich mit T. trichiura oder A. lumbricoides zu infizieren, erhéht sich
durch einen Erdboden im Haus (Frage 11). Hingegen war in drei Veroffentlichungen
der Zusammenhang zwischen Geophagie (Frage 24) und STHSs nicht von statistischer
Signifikanz (Strunz et al., 2014).

In einer Studie aus Nepal wurde die Einnahme von Sufwasserkrabben (Frage 22) als
Ursache flr parasitar bedingte Eosinophilie postuliert (Shrestha et al., 2012b). Unter
anderem ist dies der beschriebene Ubertragungsweg bei Infektionen mit dem
Saugwurm Paragonimus (Shim et al., 1991; Sah and Khadka, 2017; Gaire et al., 2017;
CDC, 2022). Der Konsum von ungekochten Wasserpflanzen wie Kresse (Frage 23)
kann zu Fascioliasis fuhren, eine durch Saugwiurmer Ubertragene Erkrankung des
Gastrointestinal-Traktes, die mit einer Eosinophilie einhergehen kann (Ravin and Loy,
2016). Gleiches qilt fur die Gastrodiscoidiasis und die Fasciolopsiasis (Mehlhorn,
2012b). Fasciola spp., Fasciolopsiasis buski und Paragonimus spp. gelten als
wahrscheinlich endemisch fir Nepal (Devleesschauwer et al., 2014). Hingegen wurde
Gastrodiscoides hominis erst in einem Fallbericht beschrieben (Sah et al., 2019). Der
Kontakt zu Tieren und deren Haltung (Fragen 32, 33) ist ein weiterer mdglicher
Ubertragungsweg von Helminthiasen (siehe Anhang, Tabelle 15) (Tefferi et al., 2006;

Devleesschauwer et al., 2014).

Die Anamnese in Bezug auf allgemeine und spezifische Symptome, Medikamente und
Allergien (Fragen 35-39, 44, 49) stitzt sich auf die britische ,Guideline for the
investigation and management of eosinophilia® (Butt et al., 2017). Viele Fragen
(Fragen 37-41, 43) wurden aufRerdem in Anlehnung an die vorangehende Studie tUber
Eosinophilie bei Kindern im DH konzipiert (Shrestha et al., 2012a).

Die Einnahme von Medikamenten kann einen Einfluss auf die Zahl der Eosinophilen
und der zugrundeliegenden Krankheit haben (Frage 44) (Law and Varma, 2015). Die
Frage 47 zum Impfstatus wurde gestellt, um sich ein Bild Uber die allgemeine
medizinische Versorgung des Kindes zu machen. Zur Entwurmung (Frage 48) wird in
Nepal sowohl eine MDA fir die lymphatische Filariasis als auch eine PC fur Kinder mit
STHSs durchgefihrt (WHO, 2022d). Zum Schluss wurde mit der Frage 51 eine gleiche

Infektionsquelle oder die Ansteckbarkeit der Erkrankung untersucht.

3.6.3 Untersuchungsbogen
Ein Grof3teil der Fragen des Untersuchungsbogens wurde an die Studie von Shrestha
et al. (2012a) im DH angelehnt. Darunter fallen die Fragen 53, 54, 55, 58 und 59, 60,
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61 und 62 zu dem jeweiligen Befund Blasse, Hautbefund, Lymphadenopathie,
Atemwegs- und kardiale Probleme, Hepato- und/oder Splenomegalie, freie Flissigkeit
(FF) und Meningitiszeichen. Zudem wurden die Untersuchung vom grof3en Blutbild
(Fragen 72-79), der Blutsenkungsgeschwindigkeit (Frage 80), des peripheren
Blutausstrichs (Frage 87), das Rontgen-Thorax (Frage 89), sowie die Stuhl-
untersuchung auf Parasiten, Eier und Zysten (Frage 91), und die Serologie (Frage 93)
dokumentiert. Auch eine Echokardiographie (Frage 94), ein Ultraschall des Abdomens
(Frage 95), eine Analyse von sertser Flussigkeit (Aszites, Pleura- oder Perikard-
erguss) (Frage 96), eine Knochenmarkspunktion (Frage 88) und ein Mantoux- oder
Gene Xpert-Test (Frage 90) zur Tuberkulose-Diagnostik wurden, wenn notwendig,
durchgeflihrt (Shrestha et al., 2012a). Eine Tuberkulose kann eine mdgliche Ursache
fur Eosinophilie sein (Law and Varma, 2015). Manche Fragen wie beispielhaft, die der
Splenomegalie (Frage 60) oder der Lymphadenopathie (Frage 55) kdnnen Hinweise
auf Differentialdiagnosen wie myeloproliferative Erkrankungen oder Lymphome liefern.
Bestimmte Hautbefunde (Frage 54) kdnnen auf Allergien hindeuten (Wang, 2019).
Zusatzlich war eine schnelle und kostenginstige durchzufiihrende Urinanalyse mittels
Uristix (Frage 86) geplant.

3.7 Labormethoden

3.7.1 Stuhlmikroskopie
Die Stuhlmikroskopie ist ein verhaltnismassig einfaches Diagnostikum, was
routineméssig im DH bei Verdacht auf Helminthiasis eingesetzt wird. Die
Untersuchung fand im Labor vor Ort statt. Der Stuhl wurde von den Probanden in
einem einfachen Fakalien-Probenbehélter (Stool-container) ohne Zusatz von
Agenzien entnommen. Im Labor wurde ein wenig Stuhlprobe mit einem Tropfen 0,9%
Kochsalzlésung auf einen Objekttrager gemischt, mit einem Deckglas bedeckt und
unter dem Mikroskop bei einer VergroBerung von 40x auf Eier oder weitere

Auffalligkeiten untersucht.

3.7.2 Serologie
Wie von Shrestha et al. (2012a) empfohlen, wurde die Serologie als Methode zur
Suche einer Ursache der Eosinophilie bei Kindern im DH eingesetzt. Das Blut wurde
in entsprechenden Serum-Rohrchen (STT, Serum separator tube) enthommen. Diese
wurden im DH-Labor zentrifugiert, aliquotiert und bis zum Transport nach Europa in

Cryovial® bei -80°C gelagert.
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Die Auswertung der Serologie wurde mittels validierter Multi-Antigen-Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) gestitzter Helminthensuchtest durch das Nationale
Referenzzentrum der Schweiz fir Importierte Parasitosen vom Schweizerischen
Tropen- und Public-Health-Institut in Basel vorgenommen. Es wurde gezielt nach IgGs
gesucht. Im Falle eines positiven Ergebnisses in dem ELISA-Screening wurde als
Bestatigung entweder ein Immun-Fluoreszenz-Antikérper-Test (IFT) oder ein weiterer

ELISA-Test durchgefihrt. Dabei wurden folgende Helminthiasen erfasst:
- Fascioliasis (Fasciola hepatica)

- Filariosen (Filarien: Wucheria bancrofti, Brugia malayi, Loa loa, Onchocerca volvulus,

Mansonella perstans)

- Schistosomiasis (Schistosoma spp.)

- Strongyloidose (Strongyloides stercoralis)

- Trichinellose (Trichinella spiralis)

- Toxocarose (Toxocara canis, Toxocara cati)

Zum Beginn der Studie war diese Form der Diagnostik im DH nicht etabliert.

3.7.3 NGS
Um auf makromolekularer Ebene noch mehr mégliche Parasiten abzudecken, wurde

eine weitere Diagnostikum das Next Generation Sequencing (NGS) eingesetzt.

Die geeigneten Probenbehalter (fecal collection tubes) wurden mit Stuhl beflllt und bei
-80°C gelagert. Die DNA-Extraktion des Stuhls erfolgte im Labor vor Ort. Das genaue
Vorgehen wird von Grof3bach (2021) beschrieben. Das Material einer Probe wurde auf
zwei Mikroréhrchen mit Schraubverschluss aufgeteilt. Das Erste wurde direkt bei -20°C
gelagert und spater nach Mainz transportiert. Aus dem zweiten Réhrchen wurde die
DNA-Konzentration mithilfe einer Gelelektrophorese bestimmt und anschlie3end bei
-20°C im Labor vom DH gelagert.

Zur NGS wurden die zwei Verfahren Amplicon Sequencing (AS) und Metagenomic
Shotgun Sequencing (MS) eingesetzt. Die auf die Fragestellung der Studie
angepasste Methode wurde durch GrofRbach (2021) etabliert und beschrieben.
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3.8 Machbarkeitsanalyse Frage- und Untersuchungsbogen
Ein nepalesischer arztlicher Kollege fuihrte zwischen den Jahren 2016 und 2019 einen
Fragebogen mit Patienten mit auffallend hohen Eosinophilen sporadisch durch.
Aufbauend darauf wurde der oben beschriebene detailliertere Fragebogen sowie der
Untersuchungsbogen entwickelt, welche beide einer Machbarkeitsanalyse unterzogen
wurden. Hierfir wurden beide Bdgen mithilfe von mehreren, anonymisierten und
einwilligenden Patienten auf die Durchfihrbarkeit (Verstandnis, Sinnhaftigkeit)
getestet und laufend angepasst. Die Ergebnisse aller Vorerhebungen werden in dieser

Dissertation berlcksichtigt.

3.9 Ethikantrag und Finanzierung

3.9.1 Anforderungen

Die oberste Instanz, die in Nepal bezuglich der ethischen Anforderungen von Studien
entscheidet, ist das Nepal Health Research Council (NHRC). Dieses Gremium wurde
im Jahr 1991 gegriindet (NHRC, 2020a). Um die Arbeitslast zu erleichtern, wurden
mehrere Institutional Review Committee (IRC) im ganzen Land ins Leben gerufen.
Diese uUbernehmen Teile der Entscheidungen fir im Inland stattfindende
Forschungsprojekte. Sobald beispielsweise Proben oder Studiendaten im Rahmen
internationaler Zusammenarbeit das Land verlassen, muss neben dem IRC-Antrag
einen NHRC-Antrag eingereicht und bewilligt werden (NHRC, 2020b). Im Rahmen
unserer Studienvorbereitung mussten beide Antrage gestellt werden. Fir das DH ist
das IRC der Kathmandu University School of Medical Sciences (KUSMS-IRC)
zustandig. Die Antradge wurden Anfang 2020 in englischer Sprache gestellt.

3.9.2 Ablauf des Bewilligungsverfahren/Ethikantrages
IRC-KUSMS

Fur den IRC-Antrag wurden folgende Dokumente eingereicht:

e Ethikantrag (Application for Ethical Approval of Research Proposal) mit
Budgetplan und Literaturverzeichnis

e Datenerhebungsinstrumentarium, in unserem Fall Fragebogen auf Englisch

und Nepalesisch (siehe Anhang), sowie Untersuchungsbogen (siehe Anhang)

Workflow (siehe Anhang)

Protokoll der Stuhl-DNA-Extraktion

Informationsblatt auf Englisch und Nepalesisch (siehe Anhang)

Einwilligungserklarung auf Englisch und Nepalesisch (siehe Anhang)

Lebenslauf der Forschungsleiter
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e Genehmigungsschreiben vom wissenschatftlichen Betreuer der Studenten
e Unterstitzungsschreiben vom Leiter der padiatrischen Abteilung vom DH, in
dem die Studie durchgefuhrt wird

Der IRC-KUSMS-Antrag musste ausgedruckt und vor Ort abgegeben und bezahlt

werden.

NHRC

Der Ethikantrag beim NHRC wurde online unter folgendem Hyperlink

https://erb.nhrc.gov.np/_eingereicht. Auf diesem Portal werden die verschiedenen

bendtigten Informationen und Dokumente hochgeladen. AufRRerdem besteht die
Moglichkeit fur die Gutachter, dem Wissenschatftler bei Unklarheiten tber eine Chat-
Funktion Fragen zu stellen, die wiederum von den Antragstellern direkt beantwortet
werden kénnen. Die nepalesische Staatsbirgerschaft von mindestens einem der

Projektleiter ist Bedingung fur die Antragstellung.
Fur den NHRC-Antrag wurden zudem folgende Dokumente eingereicht:

Lebenslauf aller Teammitglieder

Bilder aller Teammitglieder

Unterschriften aller Teammitglieder

Konzeptioneller Rahmen (Conceptual Framework)

Schriftliche Zusage vom DH (Letter of acceptance DH)

Zeitlicher Arbeitsplan (Work Plan)

Einverstandniserklarung mit Spender (Agreement letter with donor)
Materialubertragungsvereinbarung (Materialtransfer agreement)
Begrindung des Materialtransfers (Justification of Material Transfer)

3.9.3 Finanzierung
Die Studie wurde durch die ,Hospital Partnerships“Initiative der Deutschen
Gesellschaft fur Internationale Zusammenarbeit unterstitzt. Dabei erfolgte die
Finanzierung durch das Bundesministerium fur wirtschaftliche Zusammenarbeit und

Entwicklung und durch die Else Kroner-Fresenius-Stiftung.
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4 Ergebnisse

Die Studie war urspringlich auf zwei Jahre ausgelegt und startete nach Bewilligung
des Ethikantrags im Frihjahr 2020. Aufgrund der COVID-19-Pandemie verzdgerte sich
die Aufnahme von Probanden in das Projekt. Daher ist zum Zeitpunkt der Dissertation

die Studie noch nicht abgeschlossen.

4.1 Dokumentation Eosinophilie in der padiatrischen Abteilung im Dhulikhel
Hospital

In den sechs erfassten Monaten wurden insgesamt 25 positive Treffer fur den
Suchbegriff ,Eosinophil® gefunden. Die Diagnose Eosinophilie (Eosinophilia) wurde
21-mal gestellt, die vier weiteren Patienten litten an einen eosinophilen
Perikarderguss. In drei Fallen war die Eosinophilie durch eine Pneumonie begleitet.
Weitere Informationen zur Ursache der Eosinophilie wurden nicht genauer
dokumentiert. Die meisten Patienten wurden in den Monaten Bhadra und Ashoj (Mitte
August bis Mitte Oktober) mit respektive zehn und sechs Fallen diagnostiziert. Die
Mehrzahl kam in die ambulante Abteilung (finfzehn Falle), gefolgt von der
Normalstation (acht Falle). In nur zwei Fallen handelte es sich um Probanden von der

padiatrischen und der neugeborenen Intensivstationen.

4.2 Machbarkeitsanalyse Frage- und Untersuchungsbogen
Die Vorerhebungen wurden gemeinsam ausgewertet. Insgesamt kamen Daten von 35
Patienten zusammen. Von denen hatten 29 mindestens eine einmalige eosinophile
Zellzahl von tber 500/ul und wurden in der folgenden Auswertung als Féalle betrachtet.
Entsprechend hatten sechs Patienten keine Eosinophilie. Darunter lagen bei zwei
Patienten keine Laborwerte vor, welche somit aus der Auswertung ausgeschlossen
wurden. Die restlichen vier Patienten hat man der Kontroll-Gruppe zugeordnet. Auf ein
Matching zwischen Fallen und Kontrollen wurde im Rahmen dieser Erfassungen nicht

geachtet.

4.2.1 Eosinophilie-Féalle
In der saisonalen Verteilung der Eosinophilie-Féalle konnten im September und im
Februar zwei Gipfel beobachtet werden (Tabelle 2). Die Altersverteilung zeigte ihren

Spitzenwert bei den Neun- bis Zwdlfjahrigen (Tabelle 3). Es wurden deutlich mehr
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mannliche Patienten mit Eosinophilie erfasst (Tabelle 4). Die Verteilung nach

ethnischer Gruppe ist der Tabelle 5 zu entnehmen.

Monat Altersgruppe Ethnische
Januar 2 in Jahre Gruppe
Februar 7 2-4 2 Chhetri 2
Méarz 4 5-8 8 Brahman-Hill |1
April 4 9-12 10 Magar
Mai 0 13'16 8 Tharu
Juni 0 Keine 1 Tamang 1
Juli 0 Angabe Yadav
Auaqust 1 Tabelle 3: Altersverteilung nach
Segtember 4 Altersgruppe der Eosinophilie-Falle Newar 1
Kami
Oktober 1 Geschlecht Musalman
November 1 Mannlich 21 Rai
Egizneembﬂ g Weiblich 7 Andere 2
Anaabe Keine 1 Keine Angabe |22
5 ﬁl — | T Angabe Tabelle 5: Verteilung der
Tabelle 2: Saisonale Verteilung der 5 qje Geschlechtsverteilung Eosinophilie-Falle nach Ethnischer
Erstvorstellung der Eosinophilie- der Eosinophilie-Falle Gruppe

Falle

Bei sieben Eosinophilie-Fallen wurden genauere soziodemographischen Fragen
gestellt. Alle Befragten gaben an Leitungswasser als Trinkwasser zu nutzen und mit
Holz, drei zusatzlich mit Flissiggas zu kochen. Nur einer besélRe einen Kihlschrank
im eigenen Haushalt. Alle waren Omnivore. Keiner hétte seine Essensgewohnheiten
in letzter Zeit gedndert. Sechs Patienten hatten eine einfache Toilette, einer hatte eine
Spultoilette mit septischem Tank im eigenen Haushalt. Alle sieben hatten haufig
Kontakt zu Tieren, wobei es sich um Biiffel, Ziegen, Rinder, Hunde und Katzen

handelte.

Neun von 25 befragten Eosinophilie-Fallen bejahten den Konsum von roher oder nicht
durchgekochter SuRRwasserkrabbe. Drei gaben an sich haufig, sieben manchmal und
funfzehn nie in Wasser aufzuhalten. Drei von sieben befragten Patienten berichteten
Uber den Konsum von roher oder nicht durchgekochter Kresse.

Drei Patienten wurden nach der Verwendung von Seife beim Handewaschen befragt.

Einer gab an, es meistens und zwei manchmal zu tun.

Die Hauptbeschwerden der Patienten waren vielfaltig (Tabelle 6) wobei
Bauchschmerzen (sechsmal), Atemnot (sechsmal) und Husten (zehnmal) besonders

haufig vorkamen.
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Hauptbeschwerden Auftretenshéufigkeit

Allgemein

Appetitminderung

AZ-Minderung

Fieber

Gewichtsverlust

Kopfschmerzen

Schmerz

RINININIA PP

Schwindel

Dermatologie

[ERN

Ekchymose

Urtikaria 1

GIT

Erbrechen 3 (davon 1x blutig)

Bauchschmerzen 6

Bldhungen 1

Lunge

Atemnot 6

Brustschmerzen 2

Husten

Skelett

Gelenksschmerzen 2

Riickenschmerzen 2

Urogenital

Algurie

Hamaturie

N

Oligurie

Sonstige 8

Tabelle 6: Hauptbeschwerden der Eosinophilie-Félle. Viele Patienten gaben mehrere Beschwerden an.

Medikamenteneinnahme

Auftretenshaufigkeit

Antibiotika

10

Amoxicillin

'_\

Ampiclox

Anti-tubercular treatment

Ceftriaxon

Nicht ndher bezeichnet

Anthelminthika

Albendazol

Albendazol und Ivermectin

Albendazol, Ivermectin und DEC

Albendazol, Ivermectin, DEC und
Praziguantel

CAJUICAJI\)LI—‘HHI—‘LH(O

Albendazol und Praziquantel

H

Praziquantel

[EEN

Sonstige

Glukokortikoide

Ondansertron

Pantoprazol, Antazida oder Ranitidin

Schmerzmittel (NSAR und/oder Paracetamol)

wn(k|~

Tabelle 7: Medikamenteneinnahme der Eosinophilie-Félle bis zu dem Interview
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Zehn Kinder bekamen Antibiotika, finfzehn Anthelminthika (Tabelle 7), darunter
wurden sechs Kinder mit beiden Arzneimittelgruppen behandelt. Sieben Patienten
behandelte man mit Glukokortikoiden (Tabelle 7). Drei davon wurden, entsprechend
dem typisches Behandlungsschema bei Eosinophilie im DH, mit Albendazol,
Ivermectin und DEC behandelt.

Drei Kinder hatten eine bereits diagnostizierte Tuberkulose in der Anamnese. Bei

funfzehn Fallen wurde freie Flussigkeit (FF) festgestellt (Tabelle 8).

Flussigkeitsansammlung | Anzahl der Angaben
Aszites 4

Gelenk 1

Perikard 4

Pleura 13

-unilateral 6

-bilateral 4

-nicht naher bezeichnet 3

Tabelle 8: Flussigkeitsansammlung bei den Eosinophilie-Fallen (finf Kinder hatten FF in mehreren Raumen)

Folgende Grafik zeigt, wie hoch die absolute Eosinophilenzahl bei erstmaliger

Eosinophilie innerhalb der 29 Falle verteilt ist (Abbildung 3).

Eosinophile bei erstmaliger Eosinophilie
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Abbildung 3: AEC bei erstmaliger Eosinophilie der Félle der Machbarkeitsanalyse

Die meisten Probanden mit Eosinophilie hatten einen pathologischen Réntgenbefund
vorliegen (Tabelle 9). Darunter kam der Pleuraerguss mit zehn Befunden am

haufigsten vor. Weiterhin wurde fiinfmal eine Kardiomegalie beschrieben.
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Réntgenbefund Anzahl der Angaben
Hilare Lymphadenopathie
Kardiomegalie

Lungeninfiltrate (bilateral)
Perihilare Vorwdélbung
Perikarderguss

Pleuraerguss

Verschattung (homogen) im linken
unteren Lungenfeld

Normalbefund 3
Keine Angabe 11

Tabelle 9: Rontgenbefunde der Eosinophilie-Falle

RNk (Rkok

Die Stuhluntersuchung auf Parasiten war bei drei Kindern negativ. Die
Stuhluntersuchung auf Eier war bei vier Kindern negativ. Die Stuhluntersuchung auf

Zysten war bei vier Kindern negativ und bei einem Kind positiv auf Giardia lamblia.

4.2.2 Kontrollgruppe

Die Kinder aus der Kontrollgruppe waren zwei, drei, sieben und zwolf Jahre alt. Es
wurden zwei mannliche und zwei weibliche Patienten befragt. Allen wurden weitere
soziodemographische Fragen gestellt. Die Verteilung nach der ethnischen Gruppe
ergab: ein Chhetri, ein Newar und zwei seltenere Kasten. Drei Patienten gaben an
Wasser aus der Leitung, einer zusatzlich aus offenen Brunnen und einer aus
geschlossenen Brunnen zu trinken. Kein Kind aus der Kontrollgruppe gab den Konsum
von roher oder nicht durchgekochter StiRwasserkrabbe an. Hingegen bestatigte einer
der vier Patienten den Konsum von roher oder nicht durchgekochter Kresse. Alle
waren Omnivore. Drei Kinder hatten Zugang zu einer Toilette mit Spulung, ein Kind
hatte eine einfache Toilette zu Hause. Weiterhin berichtete ein Kind, sich manchmal
im Wasser aufzuhalten oder zu schwimmen, wahrend die anderen drei dies nie taten.
Ahnlich wie bei den Eosinophilie-Fallen gaben die Kinder aus der Kontrollgruppe
diverse Hauptbeschwerden an (Tabelle 10).

Hauptbeschwerden Anzahl der Angaben
Allgemein

Fieber 3

Ikterus 1

GIT

Ubelkeit/Erbrechen 1

Bauchschmerzen 1

Lunge

Husten 1

Sonstige 3

Tabelle 10: Hauptbeschwerden der Kontrollgruppe. Viele Patienten gaben mehrere Beschwerden an.
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Alle Kinder aus der Kontrollgruppe wurden zum Zeitpunkt des Interviews bereits mit
Antibiotika behandelt, keines allerdings mittels Anthelminthika, was ein

Ausschlusskriterium gewesen ware (Tabelle 11).

Medikamenteneinnahme Anzahl der Angaben
Antibiotika

Acithromycin und Amoxyclav
Ampiclox

Cefotaxim

Cefpodoxim

Metronidazol

Antiparasitika

Sonstige

Levecetrizine

Ondansertron

Pantoprazol, Antazida oder 2
Ranitidin
Rasodryl-Sirup 1
Schmerzmittel (NSAR oder 4

Paracetamol)
Tabelle 11: Medikamenteneinnahme der Kontrollgruppe bis zu dem Interview

OlR|R|RkR|k|k|lu

[EnN

[ERN

Zwei Kinder gaben an, dass enge Freunde beziehungsweise Verwandte aktuell
ahnliche Symptome hétten. Die absolute Eosinophilenzahl der Kontrollgruppe war: 0,
48, 172 und 234 pro pl. Ein Kind aus der Kontrollgruppe hatte einen bilateralen

Pleuraerguss im Réntgenbild.
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4.3 Bisherige Ergebnisse
Aufgrund der COVID-19-Pandemie konnten bisher achtzehn Probanden in die Studie
eingeschlossen und ausgewertet werden. Darunter waren neun Eosinophilie-Falle und

neun Kontrollen.

4.3.1 Fragebogen

Eosinophilie-Félle

Die Geschlechtsverteilung der Eosinophilie-Féalle zeigte eine ménnliche Dominanz mit
sechs mannlichen und drei weiblichen Patienten (Tabelle 12). Die meisten Kinder

waren zwischen neun und zwolf Jahre alt (Tabelle 13).

Geschlecht Altersgruppe
Mannlich 6 in Jahre
Weiblich 3 = -
Tabelle 12: Geschlechtsverteilung der
Eosinophilie-Falle der Studie 9-12 5
13-16 3

Tabelle 13: Altersverteilung nach
Altersgruppe der Eosinophilie-Falle
der Studie

Kontrollen

Aulerdem wurden weitere neun Probanden untersucht, die eine Eosinophilie in der
Vergangenheit hatten und als Kontrolle gewertet wurden. Davon waren funf Jungen
und vier Madchen. Vier waren zwischen funf und acht Jahre, einer zwischen neun und

zwolf Jahre und vier zwischen dreizehn und sechzehn Jahre alt.

4.3.2 Stuhlmikroskopie
In der mikroskopischen Untersuchung wurde lediglich ein positiver Befund mit dem
Nachweis von Zysten von Giardia lamblia in der Eosinophilie-Gruppe diagnostiziert
(Proband 4). Bei einem Probanden wurde kein Stuhl unter dem Mikroskop untersucht

(Proband 3). Die weiteren sechzehn Probanden hatten einen negativen Befund.
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4.3.3 Serologie
Die serologische Auswertung der bisherigen Probanden der Studie wird in der Tabelle
14 aufgefiihrt. Das Fasciola-Antigen weist eine hohe Spezifizitat auf. Somit konnte bei
drei Probanden mit Eosinophilie eine Infektion mit Fasciola hepatica sicher
diagnostiziert werden (P). Da Antikdrper gegen Fasciola mit Antigenen anderer
Helminthen kreuzreagieren, konnte eine zusatzliche Infektion mit gewissen anderen
Erregern nicht ausgeschlossen werden (M) oder waren nicht eindeutig zu
interpretieren (U). Gleichzeitig sind im Schistosoma mansoni Ei-Antigen-ELISA
Kreuzreaktionen mit den Fadenwirmer Capillaria hepatica und Trichinella moglich
(TPH). Ein Eosinophilie-Fall wurde positiv auf Strongyloides spp. getestet. Mehrere

weitere Probanden hatten vereinzelt nicht eindeutig zu wertende Befunde (U).

Probanden- |1 |2 |3 |4|5|6|7|8]9|10|11 (12|13 |14 |15|16 |17 |18
ID

Fasciola PP P
hepatica

Filarien M| M U U
Schistosoma | U | M U U
spp.

Strongyloides | U P U
stercoralis

Trichinella M U U
spiralis

Toxocara U

spp.

Tabelle 14: Ergebnisse der Serologie der bisherigen Probanden der Studie. P: Positiv, eine Infektion ist
anzunehmen; M: mdoglich, eine Infektion kann nicht ausgeschlossen werden; U: unsicher, der Befund ist nicht
eindeutig zu bewerten. Die roten Zahlen entsprechen den Probanden, die zum Zeitpunkt der Aufnahme der
Blutentnahme eine Eosinophilie aufwiesen. Die Auswertung erfolgte durch das Nationale Referenzzentrum der
Schweiz fUr Importierte Parasitosen vom Schweizerischen Tropen- und Public-Health-Institut in Basel.
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4.3.4 NGS
Mittels MS wurden in mehreren Stuhl-DNA-Proben aus der Studie spezifisch nach
Nematoda, Plathelminthes, Parabasalia und Coccidia gesucht. Folgende Erreger mit
einem minimalen Anteil von 0,01% konnten hierbei mit der Datenbank Kraken 2
nachgewiesen werden (Abbildung 4) (Gro3bach, 2021): die Fadenwirmer
Haemonchus contortus, Caenorhabditis und einmalig Oscheius tipulae; die
Plattwirmer Schistosoma mansoni, Dicrocoelium dendriticum, Spirometra
erinaceieuropaei, Hymenolepis microstoma und vereinzelt Cyclophyllidea; die
Protozoen Eimeriorina und einmalig Trichomonas vaginalis. Neun der elf untersuchten
Probanden mit nachgewiesenen parasitaren Eukaryonten waren aus der Eosinophilie-
Gruppe, zwei aus der Kontrollgruppe. Bei allen Kindern mit Eosinophilie wurde die

DNA von mindestens drei parasitaren Eukaryonten nachgewiesen.

Parasitare Eukaryonten

0.12 Nematoda
EEE Haemonchus contortus
mm  Caenorhabditis

0.10 ~ . mmm Oscheius tipulae
Plathelminthes

Schistosoma mansoni

0.08 1
B Dicrocoelium dendriticum
'\E‘ Spirometra erinaceieuropaei
[=a mmm Cyclophyllidea
e 0.06 1 . m Hymenolepis microstoma
(]
N .
o Parabasalia
S
o 0.04 . . . . . m Trichomonas vaginalis
. Coccidia
0.02 4 s Eimeriorina
0.00 -

001E11MO1
002E09F01
003E11MO01
004E11MO1
007E13MO01
012N0O8F01
D13N13M01
015E13F01
016E16F01
017E12MO01
018E07MO1

Probe
Abbildung 4: Mittels Metagenomic Shotgun Sequencing gefundene parasitare Eukaryonten und Darstellung nach
anteiligem Vorkommen. Die Auswertung erfolgte im Labor fur Padiatrische Immunologie und Infektiologie der

Universitatsmedizin Mainz. Mit Genehmigung modifiziert von GroR3bach (2021).

Fur die Ergebnisse der AS wird auf die Arbeit von Grol3bach (2021) verwiesen.
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5 Diskussion

5.1 Dokumentation Eosinophilie in der padiatrischen Abteilung im Dhulikhel
Hospital
Shrestha et al. (2012a) dokumentierten zwischen 2009 und 2011 Eosinophilie-Falle
aus der padiatrischen Abteilung des DHs. Um aktuellere Daten zu gewinnen, wurde
im Rahmen der Entwicklung der Studie ,Evaluation of cause of eosinophilia in children
in Dhulikhel hospital and its affiliated health facilities® im Archiv der Abteilung gezielt

nach dieser Diagnose gesucht.

Diese Erhebung konnte die friheren Daten und klinischen Beobachtungen uber ein
wiederholtes Vorkommen von Eosinophilie haufig unklarer Genese bei Kindern aus
dieser Klinik bestéatigen. Weiterhin zeigte sich eine Saisonalitat der Féalle, was ein
moglicher Hinweis fur eine parasitare Ursache ist. Eine solche zeitliche Haufung wurde
fur gewisse Wurmerkrankungen in mehreren Studien beschrieben (Hotez et al., 2008;
Qureshi et al., 2016; Mas-Coma et al., 2018). Beispielsweise tritt Fascioliasis vermehrt
wahrend der Saison der Kresse auf (Mas-Comas, 2018). Zwei limitierende Faktoren
waren dabei die kleine Fallzahl sowie ein kurzer Beobachtungszeitraum von nur einem
halben Jahr.

Daher war bislang nicht bekannt, wie viele Kinder eine Eosinophilie im Blutbild haben,
die nicht als solche diagnostiziert und dokumentiert wurde. Durch eine moglichst
systematische Erfassung der Kinder mit Eosinophilie im DH sollte diese Frage im

Rahmen dieses Forschungsprojekts beantwortet werden.

5.2 Studiendesign und Studienziel
Die zwei Veroffentlichungen tber Kinder mit Eosinophilie in Nepal waren jeweils
prospektive Beobachtungsstudien und beschrankten sich auf eine vordefinierte
Kohorte (Shrestha et al., 2012a; Shrestha et al., 2012b). Zur Diagnostik kamen
hauptséachlich lokal verfigbare Mittel zum Einsatz. In nur wenigen Fallen wurden
Proben zur Analyse ins Ausland geschickt. Unsere Studie wurde als erste mit einem
prospektiven Fall-Kontroll-Design zu dieser Thematik in Nepal entwickelt. Dies
ermoglicht zwar keine Aussage zu dem relativem Risiko oder zu Inzidenzen, kann
dafur, sobald eine ausreichende Probandenzahl rekrutiert wird, zur Berechnung der

Chance und der Odds-Ratio verwendet werden (Dreier et al., 2012).
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Das Studienziel (siehe Kapitel 3.3.2) und die geplante Umsetzung stitzen sich unter
anderem auf die bereits publizierten Daten aus Nepal (Shrestha et al., 2012a; Shrestha
et al., 2012b). Shrestha et al. (2012a) empfahlen serologische Analysen zur

endgultigen Ursachenfindung.

5.3 Diagnostik im Vergleich
In der Diagnostik von parasitaren Wurmerkrankungen gibt es keinen
erregerubergreifenden Goldstandard. Im Folgenden soll auf zwei diagnostische
Methoden unserer Studie, der Multi-Antigen-Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) und die Next Generation Sequencing (NGS) sowie auf deren Vergleich

genauer eingegangen werden.

Bei der Interpretation der Ergebnisse von Multi-Antigen-ELISA muss, wie oben bereits
erwahnt (Kapitel 4.3.3), an die mogliche Kreuzreaktivitat gedacht werden (TPH). Diese
entsteht aufgrund @hnlicher Abschnitte auf dem Antigen, sogenannter Epitope (Hanna
and Hillyer, 1984). AuRRerdem kann die Methode meist nicht zwischen akuter,
chronischer oder vergangener Infektion unterscheiden. Zudem ist es nicht méglich,
uber die Schwere der Infektion eine Aussage zu treffen. Gleichzeitig kann der Test bei
Patienten mit einer Immunsuppression falsch-negativ ausfallen, da diese nicht in der
Lage sind, ausreichend Antikorper zu produzieren (Sinha et al., 2022). All dies stellt
limitierende Faktoren des ELISA dar. Abgesehen davon handelt es sich um eine
bereits etablierte und bei spezifischen Fragestellungen haufig eingesetzte Methode,
welche im Rahmen der Studie durch ein Labor mit langjahriger Expertise durchgefihrt

wurde.

Die NGS ist ein Verfahren, das sich im klinischen Alltag noch nicht durchgesetzt hat.
Weitere Forschungen sind fur die Standardisierung solcher Sequenzierungsmethoden
notig (Boers et al., 2019). Eukaryonten sind zwar ein fester Bestandteil des
menschlichen Darms (Parfrey et al., 2014), sie wurden jedoch im Gegensatz zu den
Bakterien im menschlichen GIT deutlich weniger untersucht (Laforest-Lapointe and
Arrieta, 2018; Hooks and O'Malley, 2020). Durch die weltweit noch sehr haufig
vorkommenden Helminthiasen ist die NGS von Eukaryoten ein neues, jedoch

wichtiges Feld der Forschung.

Die NGS-Daten liefern Informationen Uber das Vorkommen von Nukleinsduren-
Sequenzen innerhalb der untersuchten Proben, welche auf manche Stdmme und
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teilweise sogar auf eine genaue Art Rickschlisse zulassen (Konstantinidis and Tiedje,
2007; International Helminth Genomes, 2019). Allerdings bleibt ohne weitere
metatranskriptomischen Untersuchungen unklar, ob es sich um biologisch lebendiges
Material handelt und welche Gene aktiv exprimiert sind (Bashiardes et al., 2016; Boers
etal., 2019; Jovel et al., 2022). Somit kann aus dem alleinigen Nachweis der DNA von
Helminthen keine direkte Schlussfolgerung auf die Pathogenitat dieser fir den
untersuchten Patienten getroffen werden. Zudem ist es damit nicht mdglich, einen
Zusammenhang mit einer Eosinophilie nachzuweisen. Dies muss bei der Auswertung

der Daten mitbedacht werden.

Beim Vergleich der ELISA-Ergebnisse mit den NGS-Ergebnissen innerhalb unserer
Studie ist zu beachten, dass abgesehen von der unterschiedlichen Technik und somit
nachgewiesenen Makromolekilen (Proteine vs. Nukleinséduren), auch ein anderes
biologisches Material untersucht wurde (Serum vs. Stuhl). Dabei muss auch der
Lebenszyklus der Helminthen beriicksichtigt werden. Viele parasitare Wirmer werden
vom Menschen oral aufgenommen (siehe Anhang, Tabelle 15). Manche gedeihen
ausschlieGlich im GIT wie beispielsweise Anisakis simplex, Echinostoma spp.,
Hymenolepis spp. oder Trichuris trichiura (Leder and Weller, 2000; Mehlhorn, 2012b;
CDC, 2022). Einige kdénnen durch eine Durchwanderung der Darmwand in weitere
Organe gelangen, wie Paragonimus westermani oder Echinococcus granulosus (CDC,
2022). Andere gelangen Uber Muckenstiche in die Haut und haben innerhalb ihres
Lebenszyklus nie Kontakt zum GIT, wie zum Beispiel Filaria spp. (Mehlhorn, 2012b).
Aufgrund dieser Unterschiede im Lebenszyklus einzelner Arten ist deren Nachweis im

Stuhl nur bedingt mdglich.

Zudem lassen sich nicht alle Helminthen mittels Serologie nachweisen. Fir viele
Erreger gibt es zwar etablierte Verfahren zur Diagnosesicherung einer Infektion (Sinha
et al., 2022), jedoch existieren fur diverse Wirmer wie beispielsweise Hymenolepis
spp. (Bhosale, 2022) oder Dicrocoelium spp. (Raj et al., 2022) noch keine sensitiven
Tests fur den Menschen. Gleichzeitig spielt der Zeitfaktor im Lebenszyklus von
Helminthen und somit im Nachweis durch die unterschiedlichen Verfahren eine
entscheidende Rolle. So lassen sich beispielsweise Eier von Fasciola erst drei bis vier
Monate nach der Infektion im Stuhl nachweisen. Vergleichsweise kénnen im Blut
bereits nach zwei bis vier Wochen Antikdrper gefunden werden (CDC, 2022). Auch in
unseren bisherigen Daten unterschieden sich die Ergebnisse von Serologie und NGS.

Zum Beispiel konnte bei drei Probanden mit unsicherer Serologie in Bezug auf eine
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Infektion mit Schistosoma spp. Schistosoma mansoni in der NGS des Stuhls
festgestellt werden. Allerdings wurde auch bei weiteren sieben Probanden mindestens
0.01% an genetischem Material von diesem Saugwurm gefunden. Um eine solide
Aussage treffen zu kénnen, sind mehr Daten notwendig. Fest steht, dass sowohl die
Serologie als auch die NGS als erganzende Verfahren gewertet werden kdnnen.

Zusammengefasst wird heutzutage die Serologie im Rahmen der Diagnostik von
Helminthiasen bereits mehr eingesetzt als die NGS. Dennoch ist auch erstere in
armeren Landern wie Nepal noch nicht breit verfiigbar. Durch die Weiterentwicklung
der NGS konnte diese Technik an Bedeutung gewinnen. Dies gilt in erster Linie fur die
klinische Forschung und langfristig fur den klinischen Alltag. Diese Methode hat den

grofRen Vorteil, dass sie sich nicht auf den Nachweis einzelner Erreger beschrénkt.

5.4 Hypothese und studienrelevante Fragen
Nach den bisherigen Erkenntnissen wird nun auf die Fragen aus dem Kapitel 3.1
genauer eingegangen:

e Was ist die zugrundeliegende Ursache der Eosinophilie dieser Kinder? Handelt
es sich tatsachlich, wie durch die Arzte vermutet, um einen parasitaren Wurm?

Wie die ersten Serologien und Stuhlanalysen zeigen, konnte bei allen Kindern, die eine
Eosinophilie aufwiesen, die Prasenz von parasitaren Wirmern im Stuhl und bei einigen
zusatzlich Antikorper als Folge einer Wurminfektion im Serum nachgewiesen werden.
Im Vergleich zeigten nur zwei Probanden aus der Kontrollgruppe ein unsicheres
serologisches Ergebnis (6 und 10). Auch wenn die Ergebnisse der NGS und der
Serologie fur die einzelnen Probanden nicht Ubereinstimmen, gehen beide
Beobachtungen in dieselbe Richtung der gestellten Hypothese: ,Eosinophilie bei
Kindern im Dhulikhel Krankenhaus ist durch eine bisher unidentifizierte parasitare
Wurminfektion bedingt* (Gehring and Shrestha, 2020).

Demgegenuber steht der DNA-Nachweis, bei acht Probanden, darunter sieben
Eosinophilie-Fallen, der Einzeller Eimeriorina. Sechs Arten, die hier einzuordnen sind,
gelten als pathologisch fir Menschen (Berman, 2019). Darunter fallen auch
Cystoisospora belli (auch Isospora belli genannt) und zwei Arten der Gattung
Sarcocystis, welche jeweils mit einer Eosinophilie einhergehen kdnnen (Mehlhorn,

2012a; O'Connell and Nutman, 2015). Um diese Ergebnisse einordnen zu kdnnen, ist
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eine genauere Einteilung auf Artenebene des nachgewiesenen genetischen Materials

vonnoten.

e Ist die Ursache fur alle Falle die Gleiche, wenn man bedenkt, dass viele
Parasiten mit einer Eosinophilie einhergehen kdonnen (Kovalszki and Weller,
2016)?

Nach den bisherigen Erkenntnissen litten die Kinder an unterschiedlichen parasitaren
Wurmerkrankungen. Die Serologie war positiv auf Strongyloides stercoralis bei einem
Probanden und auf Fasciola hepatica bei drei Probanden. Da diese Untersuchung eine
gleichzeitige Infektion mit weiteren Erregern, darunter den Filarien, Schistosoma
mansoni, Strongyloides spp. und Trichinella spiralis, nicht ausschliel3en konnte, leiden
diese Kinder moglicherweise an einem Polyparasitismus, welcher sowohl in anderen
Landern als auch in Nepal bereits haufiger beschrieben wurde (Booth et al., 1998;
Hotez et al., 2008; Kunwar et al., 2016; Donohue et al., 2019). Dazu muss erwahnt
werden, dass alle genannten Parasiten einzeln mit einer Eosinophilie einhergehen
konnen. Zudem konnte in der NGS die Prasenz einer Vielzahl an Erreger
nachgewiesen werden. Somit kann dieser Frage bereits zum aktuellen Zeitpunkt

verneint werden.

e Liegt eine Ursache vor, die nicht bekannterweise mit einer Eosinophilie
einhergeht?

Die mittels Serologie erfassten Helminthiasen kdnnen alle mit einer Eosinophilie
einhergehen. Die meisten Eukaryoten, deren DNA in der NGS mit einem Anteil von
mindestens 0,01% nachgewiesen wurde, kdnnen auch mit einer Eosinophilie in
Verbindung gebracht werden. Eine Ausnahme bilden die drei Fadenwirmer
Caenorhabditis, Oscheius tipulae und Haemonchus contortus. Anhand der Literatur
kann ihnen keine parasitdre Funktion im Menschen zugeschrieben werden. Zudem
muss der Einzeller Trichomonas vaginalis erw&hnt werden, da dieser ebenso nicht mit
einer Eosinophilie einhergeht. Dieser wurde bei einer weiblichen Probandin aus der
Kontrollgruppe gefunden. Da es sich um einen Parasiten handelt, welcher sich auf der
Urogenitalschleimhaut vermehrt (Mehlhorn, 2012a), ist von einer Kontamination des

Stuhls auszugehen.

Weiterhin hatte sowohl in der Eosinophilie-Gruppe der Machbarkeitsanalyse als auch
unter den ersten neun Eosinophilie-Fallen der Studie jeweils ein Proband eine positive
Stuhluntersuchung auf Giardia lamblia. Der Nachweis von diesem Einzeller bei einem

Eosinophilie-Fall wurde bereits in einzelnen Fallstudien beschrieben (Suzuki et al.,
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2010; Ahmad et al., 2011). Die direkte Stuhluntersuchung ist kostengunstig und zeigt
eine sehr hohe Spezifitat (96-100%). Die Sensitivitat liegt bei 34,7-55% (Hooshyar et
al., 2019). In unserer Studie muss diese Diagnose bedacht werden, da sie in Nepal
vermehrt vorkommt (Devleesschauwer et al., 2014). Die Literatur ist sich bisher
uneinig, ob eine Infektion mit Giardia lamblia tatsachlich mit einer Eosinophilie
einhergeht (Law and Varma, 2015; Kovalszki and Weller, 2016; Sreedharanunni et al.,
2018; Henes et al., 2019). Demnach wird dieser Erreger nicht als Hauptfokus

betrachtet.

Da alle anderen Parasiten mit einer Eosinophilie einhergehen kdnnen und bei allen
Probanden aus der Fallgruppe mehrere Erreger nachgewiesen wurden, ist es
unwahrscheinlich, dass einer der oben genannten Eukaryonten fur die Erh6hung der

Eosinophilen verantwortlich ist.

e Handelt es sich um einen unbekannten humanpathogenen Parasiten?

Die Serologie untersucht ausschliel3lich humanpathogene Parasiten und kann somit
keine Antwort auf die Frage geben. Die NGS hingegen deckt ein deutlich breiteres
Spektrum ab. Dort wurden neben DNA von bekannten humanpathogenen Wirmern
wie Schistosoma mansoni auch primar Tiere infizierende Wirmer wie Haemonchus
contortus und Hymenolepis microstoma oder sogar Wirmer, die nicht als parasitar

angesehen werden wie Caenorhabditis oder Oscheius tipulae, nachgewiesen.

Haemonchus contortus wurde bei allen elf untersuchten Probanden mit mindestens
0,01% der DNA erstaunlich haufig gefunden. Dieser Fadenwurm infiziert Schafe,
Kéalber und Ziegen (Emery et al., 2016). Hingegen hat Hymenolepis microstoma als
primaren Endwirt Nagetiere, obwohl bereits vereinzelte Infektionen des Menschen
beschrieben wurden (Macnish et al., 2003; Bhosale, 2022). Dieser Bandwurm wurde
in der NGS bei vier Probanden aus der Eosinophilie-Gruppe gefunden. Ob der
Nachweis von genetischem Material dieser beiden Wirmer einen pathologischen Wert
fur die betroffenen Kinder hat, I&sst sich nicht sagen.

Caenorhabditis halt sich priméar auf faulem Obst (Félix and Duveau, 2012) und
Oscheius tipulae in der Erde (Felix, 2006) auf. Diese zwei Fadenwirmer aus der
Familie der Rhabditidae wurden wahrscheinlich versehentlich Gber die Umwelt durch

die Nahrung aufgenommen.
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e Gibt es eine gemeinsame Quelle im Sinne eines Erregerreservoirs der
gesuchten Ursache?

Aus der Kohorte der Machbarkeitsanalyse gaben mehrere Kinder an, rohe oder nicht
durchgekochte Kresse und/oder SufRwasserkrabbe konsumiert zu haben. Dies war
durch frihere Beobachtungen zu erwarten. Die Einnahme von Krabben wurde ebenso
in der Studie von Shrijana Shrestha et al. (2012b) bei den meisten Probanden
beschrieben. Paragonimus spp. ist der wahrscheinlichste Erreger, der durch den
Konsum von nicht durchgekochter StfRwasserkrabbe Ubertragen wird und mit einer
Eosinophilie einhergeht (Shim et al., 1991; Sah and Khadka, 2017; Gaire et al., 2017;
CDC, 2022). Dieser wurde Uber die Serologie bisher nicht gezielt untersucht. Fasciola
hepatica wird Uber die Einnahme von nicht durchgekochter Wasserkresse Ubertragen
und geht typischerweise mit einer Eosinophilie einher (Ravin and Loy, 2016; CDC,
2022). Eine Infektion mit diesem Erreger konnte in der Serumuntersuchung bei drei

Fallen nachgewiesen werden.

Eine Infektion mit Strongyloides stercoralis, die einmal sicher und zweimal fraglich in
Serumproben nachgewiesen wurde, gehért zu den STHs (WHO, 2020) und kann eine
Eosinophilie erklaren (Kovalszki and Weller, 2016). Die Ubertragung des Erregers
erfolgt ber den Kontakt der Haut mit infiziertem Stuhl (Mehlhorn, 2012b).

Wie bereits erwahnt und aus der Tabelle 15 im Anhang zu entnehmen, kdnnen sowohl
der Konsum von manchen, nicht ausreichend durchgekochten Nahrungsmitteln, als
auch eine mangelnde Hygiene Quellen fur Parasitentbertragungen darstellen. Da die
Eosinophilie-Félle an unterschiedlichen Helminthiasen leiden, ist eine gemeinsame
Quelle fur alle Betroffenen unwahrscheinlich. Bei einer Infektion mit dem gleichen
Wurm ist eine dhnliche Ubertragungsquelle moglich. Hierfiir wird die Auswertung des

Fragebogens weitere Informationen liefern.

¢ Wie ist die epidemiologische Verteilung der Kinder mit Eosinophilie?

Die Haufung der Félle in der Zeit um den September zeigte sich sowohl in der
Dokumentation der Eosinophilie (siehe Kapitel 5.1), wie auch in der
Machbarkeitsanalyse. Bei der Letztgenannten wurde ein zweiter Gipfel im Februar
beobachtet. Die Feststellung einer saisonalen Haufung der Eosinophilie-Félle haben
zusatzlich arztliche Kollegen aus Nepal aus dem klinischen Alltag berichtet. Wie oben
beschrieben (siehe Kapitel 5.1) kdonnte dies einen Hinweis auf eine ursachliche

parasitdre Wurmerkrankung geben.
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Der Altersgipfel in all den bisher erhobenen Daten liegt hoher als der, welcher bei den
2012 untersuchten Kinder aus dem DH ermittelt wurde. Ahnlich viele Patienten weisen
ein Alter zwischen funf und zehn Jahren auf (40,5% in der damaligen Studie, 41% in
der Machbarkeitsanalyse). Allerdings sind in den neuen Daten auch &ltere Patienten
dabei (acht Patienten Uber dreizehn Jahre, in der damaligen Studie keine) (Shrestha
et al., 2012a). In den ersten Ergebnissen der Studie ist die Mehrheit der Eosinophilie-
Falle elf Jahre und Aalter. Auch in der Studie aus Patan waren die Patienten
durchschnittlich jinger als in unseren Daten (Shrestha et al., 2012b). Es ist nicht
maoglich zu identifizieren, ob dieser Unterschied an einer fehlenden Systematik bei der
Erfassung der Daten, an einem Zufall oder tatséchlich an einem Wandel des

betroffenen Patientenkollektivs liegt.

Wie in beiden Studien zur Eosinophilie bei Kindern in Nepal aus 2012 (Shrestha et al.,
2012a; Shrestha et al., 2012b) wurden in all unseren bisherigen Daten deutlich mehr
mannliche als weibliche Patienten mit Eosinophilie beschrieben. Eine Querschnitts-
studie aus Australien zeigte auf, dass bei gesunden Probanden das mannliche
Geschlecht im Allgemeinen mit hoheren (noch im Normbereich liegenden)
Eosinophilen-Werten einhergeht (Hartl et al., 2020). AuRerdem scheinen das HES und
die priméar klonalen Eosinophilien bei Mannern haufiger vorzukommen (Chusid et al.,
1975; Tefferi, 2005). In der Literatur unterscheidet sich je nach Studie die
Geschlechterverteilung von Patienten mit Eosinophilie verschiedener oder unklarer
Genese. Diverse Veroffentlichungen, die sich jeweils auf Kinder oder Erwachsene
beziehen, zeigten keinen Unterschied zwischen den Geschlechtern (Sade et al., 2007,
Belhassen-Garcia et al., 2014; Burris et al., 2019; Wardlaw et al., 2021). Wiederum
andere zeigen eine mannliche Dominanz der Eosinophilie-Falle (Schulte et al., 2002;
Sreedharanunni et al., 2018). Im Endeffekt ist bisher ungeklart, weshalb in unseren

Daten mehr mannliche Eosinophilie-Félle beobachtet wurden.

e Falls sich parasitare Wurminfektionen in der Diagnostik herausstellen, wurden
diese bereits in Nepal beschrieben und wenn ja, gelten sie als endemisch?

Die bisherigen Daten liefern nur wenig aussagekraftige Ergebnisse. Sowohl
Paragonimus spp., der bei Konsum von Krabben als wahrscheinlicher Erreger in Frage
kommt, als auch beide in der Serologie nachgewiesenen Infektionen Fasciola hepatica
und Strongyloides stercoralis wurden durch Devleesschauwer et al. (2014) als
wahrscheinlich endemisch in Nepal gewertet. Gleiches gilt fur die in der Serologie

positive oder fragliche Infektionen mit Toxocara spp., Strongyloides stercoralis und
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Trichinella spiralis. Die zwei letztgenannten gehdren zu den STHs und werden mittels
PC bei Kindern im Land aktiv bekampft (WHO, 2022d). Zur Behandlung von Fasciola
hepatica wird das Anthelminthikum Triclabendazol als einziges durch die WHO (2021)
empfohlen. Dieses steht allerdings in Nepal nicht zu Verfigung (Sah et al., 2017). Eine
durch die WHO koordinierte MDA, welche die Verfliigbarkeit von Medikamenten
erleichtert, wird testweise in Bolivien durchgefihrt und hat weitere Lander noch nicht
erreicht (WHO, 2020).

Eine Infektion mit Filarien war bei vier Serumproben fraglich. Dabei ist die lymphatische
Filariasis endemisch in Nepal und wird im Land mittels MDA bekampft (WHO, 2022d).
Die Pravalenz der Erkrankung hat in Nepal in den letzten Jahren abgenommen (Ojha
et al., 2017; Cromwell et al., 2020). Vor ein paar Jahren waren moglicherweise mehr
solcher Falle unter den Probanden diagnostiziert worden. Devleesschauwer et al.
(2014) werteten die Dirofilariasis als mdglich endemisch, wohingegen die Oncho-
zerkose in Nepal nicht endemisch ist (WHO, 2020).

Bei allen Probanden mit einem Erregernachweis im Stuhl von mindestens 0,01%
konnte auch DNA von Dicrocoelium dendriticum und Spirometra erinaceieuropaei
nachgewiesen werden. Bisher gibt es in der Literatur keine Daten zur Dicrocoeliasis in
Nepal. Der Nachweis dieses Saugwurms ist umso erstaunlicher, da eine Infektion vom
Menschen nur selten beschrieben wurde (Magi et al., 2009). Die Infektion mit
Spirometra spp., auch Sparganose genannt, wurde als mdglich aber nicht
wahrscheinlich endemisch in Nepal beschrieben (Devleesschauwer et al., 2014).
Zudem wurde auch bei vielen Probanden Schistosoma mansoni im Stuhl
nachgewiesen, obwohl dieser Parasit in Nepal nicht als endemisch gilt (WHO, 2020).

e Mit welchen Symptomen prasentieren sich die Patienten mit Eosinophilie
unklarer Genese?

Die Symptome der Eosinophilie-Falle aus der Machbarkeitsanalyse waren vielfaltig
und unspezifisch. Die Mehrheit waren respiratorische Symptome gefolgt von
allgemeinen und GIT-Symptomen. Weiterhin zeigte die Halfte der genannten Kinder
freie Flussigkeit, wobei es sich meistens um einen Pleuraerguss handelte. All diese
Ergebnisse ahneln denen der beiden Studien aus 2012 (Shrestha et al., 2012b;
Shrestha et al., 2012a). Dies sind sehr unspezifische Hinweise auf Erkrankungen, die

ohne weitere Diagnostik fir eine Diagnosestellung nicht ausreichen.
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e Sind die routinemafdig eingesetzten diagnostischen Mittel, wie das
Mikroskopieren, nicht sensitiv genug und wird der Parasit somit nicht erkannt?

Auch wenn die mikroskopische Untersuchung breit verfigbar und kostengunstig ist,
bringt dieses Diagnostikum neben einer niedrigen Sensitivitat weitere Nachteile mit
sich. Manche Parasitenarten lassen sich schwer voneinander unterscheiden. Zudem
ist je nach Art nur in einem bestimmten zeitlichen Rahmen nach der Infektion eine
Diagnostik maglich (Momcilovic et al., 2019). Auch in unseren Daten wurde trotz
negativer Stuhlmikroskopie bei vier Probanden eine Infektion mittels Serologie
diagnostiziert. Anders sah es bei Proband 4 aus. Dort wurden bereits unter dem
Mikroskop Zysten von Giardia lamblia nachgewiesen. Unsere Ergebnisse deuten
darauf hin, dass Mikroskopieren allein fiir eine umfassende parasitaren Diagnostik

nicht ausreicht.

5.5 Limitationen der Studie
Inspiriert von Dreier et al. (2012) wird im Folgenden auf Limitationen der Studie

eingegangen.
Zufélliger Fehler

Der Stichprobenumfang schrankt komplexe statistische Verfahren ein. Der limitierende
Faktor ist die geringe Zahl an potenziellen Probanden. Diese ist einerseits durch den
Charakter einer monozentrischen Studie, aber auch durch die relativ seltene
Zielgruppe von Kindern mit Eosinophilie zu erklaren. Zudem spielen dabei die Ein- und
Ausschlusskriterien eine Rolle. Deshalb wurde eine Erweiterung auf die
angegliederten Gesundheitseinrichtungen bereits bei der Planung der Studie
angedacht. Weitere Studien, welche im Land verteilt durchgefuhrt wiirden, kdnnten die
Aussagekraft der Daten verstarken.

Selektionsbias

Die untersuchten Probanden besuchen alle eine Gesundheitseinrichtung. Somit
reprasentiert die Stichprobe nicht die gesamte Bevdlkerung im Kindesalter von Nepal.
Weiterhin kann eine Eosinophilie auch ohne, oder nur mit wenigen Symptomen
einhergehen (Schulte et al., 2002; Makkar et al., 2005). Solche Kinder werden, auch
wenn ihre Behandlung im DH stattfindet, von der Studie nicht zwingend erfasst. Zudem
kann bei Kindern, bei denen kein Blutbild gemacht wird, keine Eosinophilie festgestellt

werden. Aufgrund solcher Selektionsbias kann kein direkter Rickschluss von den
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entdeckten Ursachen fir die Eosinophilie aus der Studienpopulation auf die

Gesamtbevdlkerung gemacht werden.
Informationsbias

Verschiedene Faktoren erschweren die Datenerhebung der Studie. Das nepalesische
Wohnadressensystem ist nicht mit dem deutschen zu vergleichen. Sowohl Stral3en-
namen als auch Hausnummern sind nur vereinzelt vorhanden. Die genauen Angaben
zum Wohnort sind somit schwer systematisch zu dokumentieren, was das Ausmachen
einer moglichen gemeinsamen Quelle von Parasiten beeintrachtigen kann. Neben
unterschiedlichen Sprachen benutzen Nepalesen teilweise einen eigenen Kalender,
welcher sich ,Bikram Sambas® nennt. Dieser geht dem in deutschen Breiten
verwendeten ,gregorianische Kalender” circa 57 "2 Jahre voraus und deren Monate
Uberschneiden sich relativ mittig. Beide Aspekte kdnnen die Kommunikation und somit

eine fehlerfreie Datenerhebung erschweren.

Obwohl die Studie prospektiv ist, basiert das Ausfillen des Fragebogens auf
Erinnerungen der Patienten. Da diese bei den Teilnehmern unvollstandig oder falsch
sein kbénnen, kann sich das negativ auf die Studienergebnisse auswirken (Recall-bias)
(Dreier et al.,, 2012). Zudem konnte der Fall eintreten, dass diverse Patienten aus
Scham auf manche sozidemographischen Fragen, insbesondere zur Hygiene, nicht

wahrheitsgemal antworten.

Zur systematischen Datengewinnung wurden der Frage- und Untersuchungsbogen
entwickelt. Der gesamte Fragebogen wurde auf Nepali Gbersetzt und von mehreren
Kollegen vor Ort auf Richtigkeit und Verstandlichkeit Gberpruft. Die Mitarbeiter der
Klinik in Dhulikhel sind daran gewohnt, mit beiden Kalendern zu arbeiten und sprechen
in ihrem medizinischen Alltag sowohl Nepali als auch Englisch. Eine wissenschatftliche
Mitarbeiterin wurde vor Ort angestellt, um die Fragebdgen auch mundlich mit den

Probanden und deren Eltern durchzusprechen und maéglichst akkurat auszuftllen.
Confounding

Eine Verzerrung durch eventuelle Stérfaktoren (Confounder) ist bei Beobachtungs-
studien keine Seltenheit (Dreier et al., 2012). Um dem entgegenzuwirken, wurden
bereits beim Planen der Studie Matching-Kriterien festgelegt. Im Laufe der Entwicklung
von Kindern andert sich unter anderem deren Ernédhrung, Verhalten und Immunitét,
was zu einer unterschiedlichen Morbiditat fir verschiedenste Erkrankungen fiihren

kann. Zudem scheint das Alter auf die Wurmlast einen Einfluss zu haben (Hotez et al.,
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2008). Weiterhin weist die Ubertragung gewisser Helminthiasen eine Saisonalitat auf
(Mas-Coma et al., 2018; Hotez et al., 2008; Qureshi et al., 2016). Deshalb wird ein
Gruppen-Matching nach Alter sowie ein saisonales Matching, in dem die Probanden
ihr Erstgespréach innerhalb +/- ein Monat haben missen, versucht einzuhalten
(Gehring and Shrestha, 2020).

Limitationen der bisherigen Daten

Die Daten aus der Machbarkeitsanalyse sind mit Vorsicht zu betrachten. Es wurden
teilweise unterschiedliche Fragebdgen durch unterschiedliche Mitarbeiter ausgefuillt,
was die Konsistenz der Daten beeintrachtigt. Die Erhebung der Daten erfolgte
sporadisch, weshalb keine Aussage bezuglich der Inzidenz der Eosinophilie getroffen
werden kann. Aul3erdem ist die Zahl der Patienten zu gering, um die Falle mit den
Kontrollen sinnvoll vergleichen zu kénnen und signifikante Ergebnisse zu erzielen. Die
Erhebung der ersten Daten der Studie konnte nicht so systematisch durchgefihrt
werden wie urspringlich geplant. Dies war unter anderem der COVID-19-Pandemie
geschuldet.

5.6 Herausforderungen
Wie der Soziologieprofessor Jeroen Huisman (2021) schrieb: ,The hardest bit — in my
view— is to make a start with new partners”. In der Tat wird die Zusammenarbeit
zwischen zwei Kliniken aus sehr unterschiedlichen Landern meistens vor grol3e
Herausforderungen gestellt. Neben den kulturellen und sprachlichen Unterschieden
konnen auch die verschiedenen Arbeitskulturen und die Disparitdt vom Wohlstand
zweier Lander herausfordernd sein. Aspekte wie die rdumliche Entfernung zwischen
den Kooperationspartnern und der damit einhergehende Zeitunterschied kénnen die

Kommunikation erschweren.

Um dem entgegenzuwirken, ist ein regelmafiger, offener und langjahriger Austausch
fur beide Kooperationspartner von Vorteil. Wie in der Literatur beschrieben, beruht und
schafft dies Vertrauen, welches fir solche Zusammenarbeiten unerlasslich ist (Parker
and Kingori, 2016; Matenga et al., 2019).

Auch wenn das DH eine privilegierte Situation der Gesundheitsversorgung darstellt,
befindet sich das Krankenhaus in einem Land, welches nach wie vor durch Korruption

beeinflusst wird. Selbst das Gesundheitswesen bleibt davon nicht ausgenommen
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(Sharma, 2010; Giri et al., 2013; Jaishwal, 2020). Eine enge Zusammenarbeit der

beiden Partner kann diesem Problem entgegenwirken, beziehungsweise vorbeugen.

Die Antragstellung der Ethik war allgemein komplex. Aufgrund fehlender
diagnostischer Methoden (etablierte Serum-ELISA) und Mittel (keine NGS-Maschine)
musste biologisches Material Giber sehr weite Strecken transportiert werden. Dies war
bei Beginn des Vorhabens bekannt, erschwerte dennoch die ethische Antragstellung
und stellte zudem eine logistische Herausforderung dar. Zudem waren die genauen
Angaben zu den ethischen Anforderungen den jeweiligen Institutionen nicht eindeutig
zu entnehmen. Insbesondere der mehrfache Austausch mit zwei getrennten Ethik-

kommissionen erschwerte und verlangerte das Verfahren.

Gleichzeitig erschwerte die COVID-19-Pandemie, die Anfang 2020 die ganze Welt traf,
den Start der Studie erheblich. Wahrend des Hochststandes der Pandemie wurde der
Betrieb der Kinderklinik im DH auf Notfalle beschréankt. Somit besuchten deutlich
weniger Patienten die Kinderklinik und es konnte eine geringere Anzahl an Probanden
als geplant rekrutiert werden. Aul3erdem war das Reisen Uber einen langeren Zeitraum
stark eingeschrankt bis ausgeschlossen, was den direkten wissenschaftlichen

Austausch unmagglich machte.

Die Suche nach unbekannten parasitaren Helminthen stellt in sich selbst eine
Herausforderung dar. Aufgrund der Komplexitat dieser Organismen reicht haufig eine
einzige diagnostische Methode nicht aus, um einen parasitaren Wurm zu erfassen
(Jourdan et al., 2018), geschweige denn mehrere Helminthen gleichzeitig abzudecken.
Zusatzlich wirkt sich negativ aus, dass viele parasitare Wirmer zu den
vernachlassigten tropischen Krankheiten zahlen (WHO, 2020). Diese werden trotz
ihres weltweit haufigen Vorkommens verhaltnismafiig wenig untersucht. Aus diesen
Grinden wurden unterschiedliche diagnostische Methoden in die Studie ein-

geschlossen. Die bisherigen Ergebnisse zeigen der Vorteil dieses Vorgehen.

5.7 Ausblick
Die Fortfihrung der Studie ist wichtig, um die Aussagekraft der Daten zu erh6hen und
im weiteren Verlauf die Fall- mit der Kontrollgruppe vergleichen zu kénnen. Dies kann
eventuell mehr Uber die Kausalitat zwischen den Wirmern mit der Eosinophilie sowie
Uber den pathologischen Wert fir den Menschen mancher im Stuhl nachgewiesene

Erreger aussagen. Dabei ist ein besonderes Augenmerk auf die gute Kommunikation
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zwischen beiden Kooperationspartner zu setzen. Das Einbeziehen der Frage- und
Untersuchungsbogen in die Gesamtauswertung wird die Informationsmenge zu den
einzelnen Probanden erweitern. Dabei sind Aspekte der Hygiene, des Konsums
mancher Nahrungsmittel und der Kontakt mit bestimmten Tieren, die als
Erregerreservoir fur Wurmer dienen konnen, von besonderem Interesse. Die
Zusammenschau der verschiedenen Befunde (Frage- und Untersuchungsbogen,
Stuhlmikroskopie, Serologie, NGS des Stuhls) wird im Laufe der Studie mehr
Aufschluss Uber die gestellten Fragen liefern.

Zudem ist die Weiterentwicklung der diagnostischen Methoden der NGS,
insbesondere der AS, notwendig (Grol3bach, 2021). Zusatzlich kénnte eine gezielte
serologische Analyse diverser Probanden in Betracht gezogen werden, insbesondere
wenn die Anamnese bereits Hinweise fur einen bestimmten Pathogen liefert. Zum
Beispiel konnte auf eine Infektion mit Paragonimus spp. bei vorangegangenem

Konsum von nicht durchgekochter Krabbe untersucht werden.

Wie es bereits durch zum Beispiel Parfrey et al. (2014) durchgefuhrt wurde, kénnten
aufbauend auf die Studie einzelne Umweltfaktoren, wie beispielsweise das von
Probanden konsumierte Wasser oder Lebensmittel, mittels NGS untersucht werden.
Dies kann zu einem weiteren Aufschluss in Bezug auf die Frage des Ursprungs der

Eosinophilie helfen.

Die Studie soll, wie es bereits geplant ist, im weiteren Verlauf auf weitere dem DH
angegliederten Gesundheitseinrichtungen ausgeweitet werden. Dabei wirden mehr
geographische Regionen abgebildet und gerade die landlich angesiedelten Probanden
miteinbezogen werden. Um eine Idee Uber die Pravalenz der Eosinophilie bei Kindern
in Nepal zu erhalten, wére die Durchfihrung einer Querschnittsstudie in mehreren

padiatrischen Kliniken sowie in Schulen von grof3em Interesse.

Durch den Gewinn von neuen Erkenntnissen bleibt ein Ubergeordnetes Ziel der Studie
die Diagnostik, Behandlung und Pravention der padiatrischen Patienten aus dem DH
und im weiteren Sinne der nepalesischen Bevdlkerung, zu verbessern. Als Beispiel fur
die Diagnostik kdnnten die Serologie und NGS im DH implementiert werden. Der
Einsatz von immunochromatographischen Schnelltests, welche sich aktuell noch in
Forschung befindenden, wéare eine weitere Moglichkeit (Momcilovic et al., 2019). Als
konkretes Beispiel zur Behandlung ware es sinnvoll die Probanden, bei denen mittels

Serologie eine Diagnose gestellt werden kann, entsprechend zu therapieren.
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6 Zusammenfassung

Die Eosinophilie, eine Erh6hung der eosinophilen Granulozyten im peripheren Blut, ist
eine Abweichung der Norm und spricht fur eine Reaktion des Koérpers auf einen nicht-
gesunden Zustand. Bei Kindern liegt meist eine reaktive, sprich sekundére
Eosinophilie vor. In soziobkonomisch armeren Landern wie Nepal sind viele parasitare
Wurminfektionen, fachsprachlich Helminthiasen, endemisch und stellen die haufigste
Ursache fir eine sekundare Eosinophilie dar. Fadenwirmer, Bandwirmer und
Saugwiurmer sind typische Verursacher von parasitare Wurmerkrankungen.
Schatzungsweise ein Viertel der Weltbevolkerung ist davon betroffen. Zudem werden
zahlreiche Helminthiasen durch die WHO zu den vernachlassigten tropischen
Erkrankungen gezahlt. Aspekte wie ein unsicherer WASH-Zugang (Wasser,
Sanitaranlage und Hygiene) werden mit parasitiren Wurmerkrankungen in
Zusammenhang gebracht und spielen in Nepal auch heutzutage eine zentrale Rolle.
Die diagnostischen Moglichkeiten zur Untersuchung parasitarer Erkrankungen
beschranken sich auf die Anamnese, die kérperliche Untersuchung und die lokal
verfugbare Labordiagnostik, zu welcher die Stuhlmikroskopie und die Bildgebung

gehort.

In Krankenh&usern in Nepal wurde das vermehrte Vorkommen der Eosinophilie mit
unklarer Genese bei Kindern festgestellt. Um das Problem néher zu beleuchten, wurde
eine Studie zur Untersuchung, der von Eosinophilie betroffenen Kinder entwickelt und
gestartet: die Fall-Kontroll-Studie ,Evaluation of cause of eosinophilia in children in
Dhulikhel hospital and its affiliated health facilities. Die Studie erfolgte in
Zusammenarbeit und Partnerschaft zwischen dem Dhulikhel Hospital (DH) und der
Universitdtsmedizin Mainz. Dabei wurde angenommen, dass die Eosinophilie bei

Kindern im DH durch eine bisher nicht identifizierte Helminthiasis bedingt ist.

Diese Arbeit setzt sich mit der Entwicklung, dem Studienprotokoll sowie ersten
Ergebnissen auseinander. Hierflir wurden Kinder aus der padiatrischen Abteilung des
DH mit Eosinophilie sowie Kontrollen rekrutiert. Zur Diagnostik erfolgten das Ausfillen
eines Frage- und eines Untersuchungsbogens, eine Stuhlmikroskopie, eine Serologie
sowie eine Stuhl-NGS. Der Beginn der Studie wurde vor zahlreiche
Herausforderungen, darunter kulturelle Unterschiede und die COVID-19-Pandemie,

gestellt.
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In einer Machbarkeitsanalyse der Frage- und Untersuchungsbdgen konnte eine
Saisonalitat sowie ein vermehrtes Vorkommen des méannlichen Geschlechts unter den
Fallen festgestellt werden. Zudem wurde von den Probanden haufig der Konsum von

roher oder nicht durchgekochter Kresse und/oder Sufiwasserkrabbe angegeben.

In den bisherigen Laborergebnissen konnte eine Infektion mit Strongyloides stercoralis
bei einem und mit Fasciola hepatica bei drei Eosinophilie-Fallen diagnostiziert werden.
In der Metagenomic Shotgun Sequencing wurde bei elf getesteten Probanden,
darunter waren alle neun Eosinophilie-Falle, DNA verschiedener Helminthen
nachgewiesen. Jene sind die humanpathogenen Plattwirmer Schistosoma mansoni,
Dicrocoelium dendriticum, Spirometra erinaceieuropaei, und die Ordnung der
Cyclophyllidea, welche der Klasse der Bandwirmer zugehdrig ist. Weiterhin fand man
die Wirmer Haemonchus contortus und Hymenolepis microstoma, welche primar
Tiere infizieren. Gleichzeitig konnten die wahrscheinlich versehentlich aus der Umwelt
aufgenommenen und nicht pathogenen Fadenwirmer Caenorhabditis und Oscheius
tipulae nachgewiesen werden. Die MS-NGS hat den Nachteil, dass ihre Ergebnisse
keine Information zur Pathogenitat des gefundenen genetischen Materials liefern. Die
zweli eingesetzten diagnostischen Untersuchungen scheinen sich bisher gegenseitig

ZuU erganzen.

Ein Grol3teil der oben genannten Wirmer kann mit einer Eosinophilie einhergehen.
Die bisherigen Ergebnisse deuten auf die Richtigkeit der gestellten Hypothese hin. Die
Weiterfuhrung der Studie sowie die Auswertung der Frage- und Untersuchungsbogen
sind notwendig, um weitere Erkenntnisse zu gewinnen und das Ubergeordnete Ziel der
Studie, die Pravention, Diagnostik und Behandlung von parasitiren Wurm-

erkrankungen betroffener Kinder, zu verwirklichen.
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8 Anhang

8.1 Tabelle mit Eosinophilie vergesellschaftete parasitare Erkrankungen
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8.2 Frage- und Untersuchungsbogen

Research member: _ Date of interview (dd/mm/yyyy): ID:

Evaluation of cause of eosinophilia in children in Dhulikhel hospital and its affiliated health facilities

Thank you for participating in our study. | will read each question aloud and wait for your response. For some questions | will
also read some responses aloud, from which you can choose. Please take as long as you need to remember or think about
your answer. If you need more clarification, please tell us for further information. All your answers will be kept confidential.

The questions in the Questionnaire are in a “you”-form. If the parent or a relative of the participant answers the questions, they must
be changed in “the child”!

The questions, that must be asked to the participant are in bold.

If a question wasn't asked, leave the box blank!

1. Socio-demographic data (01-34)

QN Questions Responses
01 Sex O Male O Female
02 ge ||| Yearsand|_|_| Months
. . QO Chhetri QO Tharu O Newar O Rai
- \What is your caste/ethnic group . )
brigin? O Brahmin O Tamang O Kami O Other:
O Magar O Yadav
\What /s the name of the village/city
S D
b ot live in’
f village, what is the closest city?
s n what area do you_ Ive? O Urban O Rural
(deduce from question 04)
. . . O Koshi (No. 1) O Bagmati (No. 3) O Rapti (No. 5)
n which Province do you live? ) . )
06 | zies frem apestian 24 O Janaki (No. 2) O Gandaki (No. 4) O Karnali (No. 6)
O Sudurpashchim (No. 7)
n which development region do O Eastern Dev. Region O Western Dev. Region O Far-Western Dev.
o7 ou currently live? ) . . Reqi
_ gion
s e enEsion B4 O Central Dev. Region O Mid-Western Dev. Region
n which physiographic region do | o High Mountain O Mid-Hill O Terai
03 ou currently live? . . -
(deduce from question 04) © Mid-Mountain © Siwalik
o W i e et O Hindu O Islam O Christianity O Other:
© Buddhism O Kirat O No religion
O Nepali O Tharu O Newar
10 |What is your mother tongue? O Maithili O Tamang O Other:
O Bhojpuri O Magar
\What kind of hotuse are you hiving _ _
11 in? O Concrete house with cemented floor O Mud house with uncemented floor
IHow many persons live in your O 2 O 4 o6 o8
12 2
Household 03 o5 o7 O more
What is your Source of drinking O Tap/Piped water O Uncovered well/kuwa O Mineral water bottle
13 |water? (more than one tick is O Tube well/hand pump O Covered welllkuwa O Other:
prasez) O Stone Spout O Water jar
What is your Source of cooking O Tap/Piped water O Uncovered well/kuwa O Other:
14 |water? (more than one tick is O Tube well/lhand pump O Covered welllkuwa
praeioz) O Stone Spout O Water jar
5 s your water supply in- or outside | o |nside O Outside
our house?
e Do you bol or filter your water O Mostly O Sometimes O Rarely O Never
before you drink it?
Wit faslale e wusly o oy O Firewood O Cowdung O Kerosene
17 lcooking? O Liquefied petroleumgas O Bio-gas O Other:
hs Do you have a refrigerator in your | o ves o No
Household?
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Research member: _

Date of interview (dd/mm/yyyy): ID:

b9 What is your individual diet? O Omnivore O Vegan O Other:
O Vegeterian
Did you change your individual diet| o veg O No
20 in the past 2-4 weeks?
f yes, what did you change? Mhat?
Do you eat raw or undercooked
imeat -in general? O Yes O No
21 :
Fin the past 2-4 weeks? O Yes O No
What kind?
Do you eat raw or undercooked
22 freshwater crab -in general? O Yes QO No
Fin the past 2-4 weeks? O Yes O No
Do you eat raw or undercooked
b freshwater agualfc plants (e.g.
watercress) -in general? O Yes O No
Fin the past 2-4 weeks? O Yes O No
24 Do you eat mud? O Mostly O Sometimes O Rarely O Never
O Tap water O Water from the Stone Spout O River
b (How do you wash hands? O Water from the Tube O Water from the well O Other:
well/hand pump O Rain Water
Do you use soap? O Mostly O Sometimes O Rarely O Never
O Tap water O Water from the Stone Spout O River
b How do you wash yourself? O Water from the Tube O Water from the well O Other:
well/hand pump O Rain Water
Do you use soap? O Mostly O Sometimes O Rarely O Never
by (fow frequently do you clip your | & 1 week O 2 week O 3 week O 4week O =4 week
fingernails? Every. ..
O Washing By hand with: O Water fromthe © Rain Water
machine O Tap water Stone Spout ;
28 Where do you wash your clothes? P P O River
O Water from the Tube O Water fromthe o other
well/hand pump well
Do you have a Toilet insfde your O Yes O No
bo lhouse?
f No, how many families share the | ~ 4 (private) o 2.3 O more
Toilet?
b0 What type of Toilet do you have at | O Flush toilet O Ordinary toilet O No Toilet
home? (public sewerage) O Flush toilet (septic tank)
31 Do you usually wear shoes when | o Mostly O Sometimes O Rarely O Never
ou are out of the house?
Do you have contact to animals? O Often O Sometimes O Rarely O Never
32 Animals:
Do you kive with animals in your O Yes O No
lhousehold?
33 .
Animals:
Do you stay/swim in water? O Often O Sometimes O Rarely O Never
34
f yes, what type (lake, river, pond, [Type + Name:

...)7 What is its name?
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Research member: _ Date of interview (dd/mm/yyyy): ID:
2. Present symptoms (35-39) (only from the medical history)
QN  KQuestion and filters Responses
Chief complaint and Duration
- Funtif admission/ the interview
Hrom admission to interview (if not
lon the same day)
e |Do you have any pain? O None © Joint/ Bonef Back O Other:
O Body ache O Head
Do you have gastrointestinal O None O Nausea O Vomiting
37 Ee O Abdominal pain O Diarrhoea (= 4 x per day) © Constipation
O Abdominal distension O Other:
Do yc;u ha\;e any respiratory O None O Noisy breathing O Haemoptysis
lsymptoms:
38 i O Cough C Sputum O Chest pain
O Shortness of breath
Details:
- Do yOt“ ha\;e any cardiovascular | & None O Paroxysmal nocturnal O Other:
R O Shortness of breath Dyspnea
O Palpitations
3. Medical history (40-51)
QN  Kuestion and filters Responses
o Do you have fever?_ _ O Yes O No
(only from the medical history) Fever for days
L IDid you lose weight in the last 3 O Yes O No
months? How much (kg):
(only from the medical history)
42 Were you specially tired? O Yes O No
43 Did you have poor appetite since | o vyeg O No
the symptoms began?
iHave you aiready received any O Antibiotics: O Antiparasitic/ O Other:
m Z/(edfcati)n because of the current Antihelmintic:
fsease: O Pain Medication:
5 Where did you get your medication
from? Location?
6 IDid you take them regularly/as O Yes O No
indicaled by your doctor?
Vaceines up to date according to | o Up to date © Not up to date O No information
47 |the EFI?
lAccording to... O The vaccination card O The parent/relative
When did you get your last O <6 Months O > 6 Months
48 ldeworming treatment
(Albendazoie)? Date:
Do you have any known allergies? | o veg o No
49
Mvhat allergy?
Since when?
Do you have any chronic O No O Th. If yes, please elaborate; O Others:
B0 liseases? Elaborate:
Does a relative/ close friend of you | oy veg O No
51 lhaverhad simitar Symptoms? -in
O Yes O No

the past -currently
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Research member:

Date of interview (dd/mm/yyyy):

1D:

4. Physical examination and measurements (52-71)

The parameters, that must be surveyed are in bold.

QN KQuestion and filters Responses
50 Was the Patient admitted or came ) )
to the OPD? O Admitted, DOA: o OPD
53  |Palior © No © Mild/Moderate Pale © Severely Pale
s there any cutaneous finding? o None O Jaundice (o] Su_boultaneous nodules
54 o Rash o Other: Localisation:
f yes, localisation? o Urticaria
s there a Lymphadenopathy? O Yes O No
55 fras: |_ocalisation:
yes. Approximate size:
D the child h joint
56 oes. e child have any join o Yes 6 No
lswelling?
Dehydration (Turgor, Tears,
e IVucous membrane) O Yes O No
58  |Are there any respiratory signs? | o None O Crackles © Wheezing © Cther;
59 IAre there any cardiovascular o None o Oedema o Other:
signs? Localfsation? Localisation:
Does the child have Hepato- or O Splenomegaly
60 A O No © Hepatomegaly
o1 Does the child have any free fluid?| o Yes o No
fyes: O Pleural O Pericardial O Ascitic
52 lAre there any signs for Meningitis | o None ) O Cther:
or Encephalitis? O Neck Stiffness © Convulsion
63 [HeightlLength L am
64 |Weight L kg
65 [Body temperature e
66 [Respiratory rate
& v L_L_ Breaths/minute
67 |Saturation of O2 in room air %
68 [Pulse rate
L Beats/minute
cm/ kg ",
Weight for heightiength: © :ﬁ dma":“trt't'.?.n
L ey e O Mild malnutrition -
Weight for age: O Moderate malnutrition
kg © Severe malnutrition
BMI(25Y): ——— =
( m)
o UTI O Anaemia O Parasitic O Cther:
70 |What is the working Diagnosis? o RTI o GTI infection
O Sepsis o Allergy © Malignoma
© Antibiotics: © Antiparasitic/ O Cther:
71 What is the prescribed Medication Anthelmintic

after the visit?

O Pain Medication:
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Research member: Date of interview (dd/mm/yyyy): ID:
5. Lab results (72-85)
Date
QN1 QN2 QN3 QN4 QNS QNG QN7 QNS
QN [Parameter Result
72 )
IRBC Mio/ut
73
WBC 105/
74 . ) o :
Differential Neutrophilic count in %
75 . ) . - .
Differential Eosinophilic count in %
76 . ) - .
Differential Basophilic count in %
77 |Absolute Eosinophilic count in
mm? (out of 73 and 75)
78
Thrombocytes 105/
79 o
Haemoglobin in g/df
80 |Erythrocyte sedimentation rate in
imm/hour
581 )
Miscellaneous 1:
82
Miscellaneous 2.
33 )
Miscellaneous 3:
54 )
Miscellaneous 4.
35 )
Miscellaneous 5:
6. Further examination (86-97)
QN |Question and filters Responses
O No
86  |uristix pathological OYes
If yes, describe:
57 FPeripheral smear Examination O Yes o No
posttive Detail:
88 Bone-marrow examination positive © Yes © No
Detail:
_ © Normal O Bilateral pleural © Cardiomegaly
g [ChestX-ray (several ticks O Right pleural effusion effusion © Cther:
oossible) O Left pleural effusion ~ © Bilateral pulmonary
infiltrates
Mantoux-Test positive O Yes o No
90 "
Gene Xpert positive O Yes o No

XVII




Research member: Date of interview (dd/mm/yyyy): ID:
Parasites:
O Yes O No
Siool sample for parasites, ova,
cysts (microscope) Cva:
9 O Yes o No
f yes, describe Cysts:
O Yes O No
5o Did you colfect 2 Stoof samples for| o yes o No
IDNA extraction Date: Label of the sample:
o3 Did you colfect 1 Blood sample for | o yes O No
Serology Date: Label of the sample:
O Yes O No
Describe:
94  |Findings in Echocardiography?
O Yes O No
O Vessels O Spleen O Bladder O Uterus
O Pancreas O Right Kidney O Lymph nodes  © Ovary
Findings in Abdominal Ultrasound?| © Liver O Left Kidney O Intestine O Prostate
95  |if yes, in which argan, describe! | © Gallbladder O Other
(several ticks possible) Describe:
Findings in fluid analysis? O Yes ) ) ) © NO - ]
" - O Pleural fluid O Pericardial fluid O Ascitic fluid
yes, in which fluid: : :
O <10% O No eosinophils
o6 [Eosinophil count: © >50% © 10-30%
[Describe:
57 Miscellaneous (e.g. Gastric fluid); [Describe:
7. In case of admission: discharge data (98-101)
QN Question and filters Responses
- S )y O O O I
98 |Datfe of discharge or death Day Morth Year
99  |Duration of hospital stay | | Days
100 |Discharge diagnosis
101 |n hospital outcome O Alive o Dead

Abbildung 5: Frage- und Untersuchungsbogen, die fir die Studie entwickelt wurden.
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8.3 Workflow

Children coming to the pediatric in- or outpatient ward of Dhulikhel Hospital or its affiliated health facilities

v

Measurement of the eosinophil count in blood

— T,

Eosinophilia
(= 500/ul)
‘ No
Child meeting inclusion criteria? !
Yes
v Y
Child meeting exclusion criteria? 2 __e_sb

No Eosinophilia
(< 500/ul)

y

No

4—| Child meeting inclusion
criteria for negative control? 3

‘ Yes

Yes
<+

papn|oxa plIyo

Apnjs ay) woly

Child meeting exclusion
criteria for negative control? 4

w |

o

‘No

Parents will be informed and asked for permission. {(Sighed Consent Form5)

Yes l

Child included in the study

l

l Yes

Child included in the study

l

» Data Collection®

* Sample Collection:

2x stool (fecal collection tubes) = label properly 7 & store at -80 °C > DNA-Extraction’
1x blood = label properly & prepare for Serology

l

1x stool = label properly & Conventional
Helminth Test (Microscopy)®

l

Eosinophilia
(= 500/

Persistent Eosinophilia

XIX

Medication® \

No Eosinophilia
(< 500/l

l

Stop medication

!

A 4

Positive Control

Negative Control




1. Inclusion criteria for the patient group (positive control and persistent eosinophilia):
- patient admitted to the in- or outpatient pediatric ward

- eosinophilia (count = 500 pL)

- Symptomatic'® or asymptomatic

2. Exclusion criteria for the patient group (positive control and persistent eosinophilia):
- Moribund patient
- Asthma, Allergy, Cancer known as being the cause of the eosinophilia

3. Inclusion criteria for the negative control group:
- patient admitted to the in- or outpatient pediatric ward for minor health issues

4. Exclusion criteria for the negative control group:

- eosinophilia (count =2 500 pL)

- Moribund patient

- helminth or other parasitic treatment, steroids in the past 6 weeks

5. See document “Consent Form”
6. See document “Questionnaire” and document “Further examination”
7. See document “Protocol: DNA-Extraction from stool”

8. Microscopy
— Using formalin-ether concentration technique

9. Medication:

The study will try to stick to the following schema for the management and treatment of the

patients with eosinophilia:

a. Albendazole + Ivermectin 1 Dose (3-5 days) followed by Data collection® and CBC

b. If eosinophilia persisting: Diethylcarbamazine (DEC) (1-2 weeks) followed by Data
collection® and CBC

c. If eosinophilia persisting: Praziquantel (3 days) followed by Data collection® and CBC

d. If eosinophilia persisting: Steroids (4-6 weeks) followed by Data collection® and CBC

e. Ifeosinophilia persisting: further Steroid treatment followed by Data collection® and CBC

10. One or more of the following symptoms [1]:

- constitutional symptoms (fever, weight loss, fatigue, body ache, poor appetite, pallor)

- gastrointestinal symptoms (abdominal pain, abdominal distension, nausea, vomiting,
diarrhea)

- respiratory symptoms (cough, shortness of breath, chest pain, noisy breathing)

- cardiovascular symptoms (shortness of breath due to a cardiac cause, edema, palpitation,
paroxysmal nocturnal dyspnea)

[1] Shrestha S, Timila D, Karki U, Shrestha A, Bhandary S. Clinical profile of children with
moderate-to-severe eosinophilia presenting to a tertiary hospital in Nepal. Tropical doctor.
2012;42(4):232-4.

Abbildung 6: Workflow. Entwicklung durch ... und Andrina Silberschmidt
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8.4 Informationsblatt

INFORMATION SHEET
ENGLISH VERSION

This sheet contains information about a research study regarding Eosinophilia in children. Eosinophilia
means that some of the normal blood cells are present in too high numbers. The team of doctors at the
Dhulikhel Hospital started to search for the reason for this high cell count in children. It may be the result of
a worm infection, but so far, they don’t know for sure. If a parasite can be identitied, the children can get a

proper treatment. Also, if the source of the parasite can be identified, further contamination can be avoided.

Whether a child had an infection with worms or not, the parents or legal guardian and the child can support
the search for the reason of this disease by agreeing to let the child participate. The participation is completely
voluntary. If a child does not participate, the treatment at the hospital will not be affected. The agreement to
participate can be withdrawn at any time, with no consequences and no effect on the treatment of the child.
Personal data from the children and parents who took part, also those who stopped taking part, are guaranteed
to be not available for the public. Only the members of the research team have access to the data, limited to
the time period of this study. Additionally, the data will be pseudonymized, meaning that the data are stored

in a safe way. Evervthing which connects to the personal data underlies the medical confidentiality.

The parents or the legal guardian and the child will be asked some questions, the child will receive a physical
examination and stool as well as blood samples will be obtained. If further examinations are done, these data
will also be collected. Drawing blood may cause minor pain, but there will be no other impairment from
participation. Samples will be specifically tested with additional methods and will therefore be sent to
collaborating hospitals. The samples will be labelled with a pseudonymization-code, so that no personal data

about the child will be transferred.

If participants or their parents or legal guardian wish, the research team in Nepal may contact them in order

to report the results of the blood test.

It may be helpful for the research, if the child will undergo the steps explained above more than once. If this

generates any issue e.g. supplementary travel costs, the family will be supported on a case-by-case basis.

Abbildung 7: Informationsblatt fur die Teilnehmer der Studie
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8.5 Einwilligungserklarung

You are asked to let your child participate in a research study regarding Eosinophilia. This means that some
of the normal blood cells are present in too high numbers. The team of doctors at the Dhulikhel Hospital
started to search for the reason for this high cell count in children. It may be the result of a worm infection,
but so far, we don’t know for sure.

Whether your child had an infection with worms or not, you can support our search for the reason of this
disease by agreeing to let you child participate. If you decide for participation, please sign this document

after reading the following.

Your participation and the participation of your child is completely voluntary. If your child does not
participate, the treatment at the hospital will not be affected. You can withdraw your agreement and stop to
participate at any time, with no consequences and no effect on the treatment of your child. Personal data
from those children and parents who took part, also those who stopped taking part are guaranteed to be not
available for the public. Only the members of the research team have access to your data, limited to the time
period of this study. Additionally, your data will be pseudonymized, meaning that your data are stored in a

safe way. Everything which connects to your personal data underlies the medical confidentiality.

You and your child will be asked some questions, your child will receive a physical examination and stool
as well as blood samples will be obtained. If further examinations are done these data will also be collected.
Drawing blood may cause minor pain, but there will be no other impairment from participation. Samples
will be specifically tested with additional methods and will therefore be sent to collaborating hospitals. The
samples will be labelled with your pseudonymization-code, so that no personal data about your child will be
transferred.

If you wish, the research team in Nepal may contact you in order to report the results of your blood test.

It may be helpful for the research, if your child will undergo the steps explained above more than once. If

this generates any issue e.g. supplementary travel costs, you will be supported on a case-by-case basis.
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Consent

I have had the chance to reflect the information given, ask questions and the answers provided were

satisfactory.

I have understood the above information. I recognize that the participation is voluntary and that I am free to

withdraw at any time, without giving any reason, without my medical care or legal rights being aftected.

[ I would like to get the results of the analysis of my blood sample.

Signature of Parent or legal guardian

Signature of Patient if over 7 years old

Signature of research member taking the consent Date

Abbildung 8: Einwilligungserklarung fir die Studie
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