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1 Einleitung
1.1 Malaria

1.1.1 Malaria — Definition

Malaria ist bezlglich der Morbiditat und Mortalitdt neben Tuberkulose und
HIV/AIDS weltweit einer der bedeutendsten Infektionskrankheiten. Sie ist eine
vektorubertragene Erkrankung, die von Plasmodium spp., einem Protozoon des
Stammes Sporozoa, verursacht wird.

Von etwa 100 Plasmodienarten sind vier humanpathogen: Plasmodium
falciparum, der Erreger der Malaria tropica, Plasmodium malariae, Erreger der
Malaria quartana, Plasmodium ovale und Plasmodium vivax, Erreger der
Malaria tertiana. Plasmodium falciparum ist die weltweit am haufigsten

vorkommende und gefahrlichste Art.

1.1.2 Malaria — Geschichte

Nachdem bereits Hippokrates Uber das periodische Fieber berichtet hatte,
konnte 1880 Laveran als erster Plasmodien im menschlichen Blut nachweisen.
Golgi klarte daraufthin im Jahre 1886 den Zusammenhang zwischen
Malariafieber und Parasiten. Ross konnte 1897 durch Futterung von
menschlichem Blut an Miicken der Gattung Anopheles den Ubertragungsweg
aufklaren. Einige Jahre spater deckte er den kompletten Lebenszyklus auf,
indem er Plasmodien durch Mduckenstich auf zuvor nicht infizierte Vogel
ubertrug. Ross und Laveran erhielten fur ihre Arbeiten 1902 bzw. 1907 den

Nobelpreis.

1.1.3 Malaria — Vermehrungszyklus

Die Malariainfektion beginnt mit der Inokulation von Sporozoiten in den
menschlichen Blutkreislauf wahrend der Blutmahlzeit der weiblichen Anopheles-
Muacke. Sporozoiten werden vor der Blutaspiration beim Suchen eines

Blutgefasses aus den Speicheldrisen injiziert. Sie gelangen von der



Einstichstelle entweder direkt oder tber die Lymphgefale in die Blutbahn und
erreichen dann die Hepatozyten, wo eine erste asexuelle Reproduktion
stattfindet (Gewebsschizogonie). Der infizierte Hepatozyt rupturiert und entlasst
Merozoiten in die Blutbahn. Wahrend dieser praerythrozytaren oder
hepatischen Phase, die je nach Spezies zwischen sechs und 15 Tagen dauern
kann, ist die Infektion asymptomatisch.

Bei Plasmodium vivax und ovale verbleibt ein Teil der Sporozoiten als
Hypnozoiten in den Hepatozyten, von wo Monate und Jahre spater ein
Wiederaufflammen der Infektion stattfinden kann.

Die in die Blutbahn entlassenen Merozoiten dringen in Erythrozyten ein. Dort
ernahren sie sich vom Hamoglobin des Erythrozyten. Bei dessen Proteolyse
freigesetztes Ham wird durch spontane Dimerisierung entgiftet und als inerte
kristalline Substanz, dem sog. Hamozoin, in einer Nahrungsvakuole
gespeichert. In den ersten Stunden des erythrozytaren Stadiums bezeichnet
man den Parasiten als Ringform, mit dem Auftreten von Malariapigment als
Trophozoit, und nach etwa 36 Stunden mit dem Auftreten von Kernteilungen als
Schizont. Dieser flllt schliel3lich den gesamten Erythrozyten aus, welcher dann
rupturiert und zwischen sechs und 36 Merozoiten frei gibt. Diese wiederum
befallen andere Erythrozyten und beginnen einen neuen asexuellen Zyklus. Der
intraerythrozytare Zyklus dauert bei Plasmodium malariae etwa 72h, bei den
anderen Plasmodienarten etwa 48h. Parasitenwachstum und Schizogonie
verlaufen oft synchronisiert, worauf es nach Zerfall der Erythrozyten und
Freisetzung von Pyrogenen zu einem erneuten Fieberschub kommt.

Neben der asexuellen Phase im Menschen existiert eine sexuelle Phase in der
Mucke. Nach einigen intraerythrozytaren Zyklen treten sexuelle Formen auf,
Makrogametozyten und Mikrogametozyten. Diese werden von einer saugenden
weiblichen Anopheles-Mucke aufgenommen. Im Magen der Micke kommt es
zur Fusion der mannlichen und weiblichen Gametozyten. Die daraus
entstehende Ookinete durchbohrt die Magenwand und bildet die Oozyste.
Diese wachst und entlasst schliel3lich tausende von Sporozoiten in die
Zolomhohle der Micke, von wo sie in die Speicheldrise einwandern und somit

den Zyklus schliel3en.
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Abb. 1: Malaria-Zyklus (Abb. aus Wirth, DF: Biological Revelations; Nature,
2002)

1.1.4 Malaria — Epidemiologie

Mehr als 40% der Weltbevdlkerung in Uber 90 Landern leben in den tropischen
und subtropischen Malariarisikogebieten. Jahrlich erkranken etwa 350-500
Millionen Menschen an Malaria, von denen zwischen 1,5 und 2,7 Millionen
versterben, darunter fast ausschliellich Kinder in Schwarzafrika mit
Plasmodium falciparum-Infektionen (127). Etwa 1 Millionen Menschen
versterben jahrlich alleine in Afrika, 90% aller Todesfalle sind Kleinkinder unter
5 Jahren.

Ca. 90% der durch Malaria verursachten Todesfalle weltweit sind in Landern
sudlich der Sahara zu verzeichnen. Ursachen hierfur sind die hohe Letalitat der
am weitesten verbreiteten Spezies Plasmodium falciparum, der schwierig zu
kontrollierende Vektor Anopheles gambiae und die schlechte soziale, kulturelle

und 6konomische Situation in vielen afrikanischen Staaten.



Zwischen den sudlich der Sahara gelegenen Gebieten und dem 28. Breitengrad
ist Malaria endemisch. In diesen Gebieten sind vor allem Kleinkinder und
schwangere Frauen gefahrdet, wahrend Erwachsene durch standige
Reinfektion eine Semi-Immunitat erworben haben. Im Suden und Norden
dieses Gurtels tritt Malaria eher saisonal auf, es kommen vermehrt Plasmodium

ovale, vivax und malariae vor. Mortalitdt und Morbiditat sind weitaus geringer.

Malaria, 2002
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Abb. 2: Regionen mit Malariatransmission (Abb. aus WHO Malaria Report
2002)

In endemischen Landern flhrt Malaria zu einer starken Belastung des
Gesundheitssystems. 25-40% aller Konsultationen und zwischen 20% und 50%
der Hospitalisierungen gehen auf Malaria zurtck. Spate Vorstellung beim Arzt
aufgrund unspezifischer fieberhafter Symptomatik, langer Anfahrtswege oder
mangelnde finanzielle Mdéglichkeiten, inadaquates Management und fehlende
oder unwirksame Medikamente sind Ursachen von hoher Letalitat selbst in

Krankenhausern (112).
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Die derzeitige Entwicklung der Malariamortalitat ist bedenklich: wahrend in
Westafrika die Mortalitdt noch stabil geblieben ist, hat sie sich in Ost- und im
sudlichen Afrika in den letzten Jahren verdoppelt. Mogliche Erklarung hierfr
liegen in der Ausbreitung von medikamentenresistenten Plasmodienarten
(insbesondere gegen Chloroquin) und dem Fehlen von wirksamen und
gunstigen Therapiealternativen (112).

Malaria tritt auller in endemischen Landern auch zunehmend in nicht-
endemischen Landern auf, groRtenteils bei zurlickkehrenden Touristen. In
Europa werden zur Zeit durchschnittlich etwa 11.000 Malariaerkrankungen pro
Jahr verzeichnet, davon etwa 8.000 Plasmodium falciparum-Malariafalle
(54;55;60;65;85). Die Todesrate liegt dabei zwischen <0,5% und zwei Prozent
(GB 1996 — 2500 Falle mit elf Todesfallen; D 1996 — 1021 Falle mit 19
Todesfallen) (3;9).

Patienten in westlichen, nicht-endemischen Landern haben zwar
uneingeschrankten Zugang zu diagnostischen und therapeutischen
Malnahmen. Problematisch sind jedoch die mangelnde Kenntnis und
Aufklarung des reisenden Patienten Uber tropische Erkrankungen. Im
Krankenhaus wird trotz vorhandenen Symptomen von den behandelnden
Arzten die Mdglichkeit einer Malaria Ubersehen (55). Oft besitzt das
Laborpersonal nicht ausreichend Erfahrung und Kenntnis bei der Durchfuhrung
von Malariadiagnostik, was insgesamt zu einer Verzégerung der Diagnose und

einer Verschlechterung der Prognose bis zum Tode flhren kann (56).

1.1.5 Malaria — Klinik, Pathophysiologie und Immunologie

Plasmodium falciparum-Malaria ist mit Abstand die schwerste Malaria mit hoher
Mortalitat und Morbiditat. Wahrend die unkomplizierte Form der Infektion mit
Fieberschiben, Schwache, Kopfschmerzen, Schwindelanfallen und anderen
unspezifischen Symptomen einhergeht und meist gutartig verlauft, stellt eine
komplizierte Malariaerkrankung mit einer Vielzahl von Organkomplikationen vor

allem fur Kinder eine lebensbedrohliche Situation dar. Unspezifische Symptome
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zu Beginn der Erkrankung sind der Grund fir die Hinauszdgerung einer
frihzeitigen Diagnostik und schnellen, effektiven Behandlung.

Komplikationen sind insbesondere: Zerebrale Malaria, charakterisiert durch
tiefes Koma, oft verbunden mit Konvulsionen. Allerdings kann vor allem bei
Kindern schon eine geringe Einschrankung der Bewusstseins auf eine
zerebrale Mitbeteiligung hinweisen; schwere normozytare Anamie, bedingt
durch Erythrozytenzerstorung und supprimierte Erythropoese; ARDS bzw. IRDS
als Folge einer Flussigkeitsretention. Nierenversagen, Hypoglykamie, Azidose,
DIC, Thrombozytose und Schock sind weitere Manifestationen der schweren
Malariainfektion durch Plasmodium falciparum (6).

Eine komplizierte Malaria entsteht nach intraerythrozytarer Proliferation,
anschlieBender Zytoadharenz der Parasiten an mikrovaskularem Endothel
(Sequestrierung) und Bindung der infizierten Erythrozyten an nicht infizierte
(Rosettenbildung). Sequestrierung und Rosettenbildung scheinen sich dabei
gegenseitig zu begunstigen. Folge dieser Vorgange sind eine Akkumulation der
infizierten Erythrozyten in der kapillaren Endstrombahn und eine mikrovaskulare
Obstruktion (insbesondere in Gehirn- und Plazentagewebe), was durch
verringerte Sauerstoff- und Substratversorgung des Gewebes zu anaerober
Glykolyse, Laktatazidose und Gewebsuntergang fuhrt (13).

Diese pathophysiologischen Vorgange werden sowohl durch Interaktion
zwischen Oberflachenmolekulen von Parasit und Wirt als auch durch parasitare
Toxine und immunologische Reaktion des Menschen auf die Infektion bedingt
und unterhalten.

Eine Vielzahl von Molekilen, die als Rezeptoren fur Oberflachenmolekulle von
infizierten Erythrozyten wirken, wurden beschrieben, wie zum Beispiel CD36,
ICAM-1, E-Selektin, Chondroitinsulfat A (CSA) und Hyaluronsaure (HA). Als
wichtigster mit den Rezeptoren interagierender Ligand wurde das hochvariable
Plasmodium falciparum erythrozyte membrane protein 1 (PfEMP,) identifiziert,
welches von den var-Genen kodiert wird und an der Oberflache von
parasitenhaltigen Erythrozyten exprimiert wird. Diese Rezeptor-Liganden-

Interaktionen sind verantwortlich fur Sequestrierung und Zytoadharenz (6;13).
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Eine Infektion mit Plasmodium falciparum flhrt zur massiven Ausschittung von
Zytokinen, getriggert durch vom Parasiten gebildete Toxine. Zu diesen gehort
die Familie der Glycosylphosphatidylinositol(GPI)-Molekile, ebenso wie
Metabolite von Plasmodium falciparum wie das Malariapigment Hamozoin. Der
Wirtsmetabolismus reagiert auf diese Substanzen mit der Bildung von
proinflammatorischen Stoffen wie TNF-a, IFN-y und Interleukin IL-1. Dies flhrt
zu Veranderung der endothelialen Rezeptordichte (z.B. CD36 und ICAM-1),
Erhdhung der Korpertemperatur, Anregung der lokalen Stickoxidproduktion mit
Gewebsschadigung, Suppression der Erythropoese im Knochenmark und somit
zur Zustandsverschlechterung des Patienten (13).

Wiederholt exponierte Patienten in hochendemischen Gebieten zeigen eine
sog. Semi-Immunitat, die durch regelmaflige Neuinfektion unterhalten und mit
der Bildung von spezifischen Antikdrpern gegen PfEMP+-Varianten erklart wird.
Semi-immune Patienten zeichnen sich durch vermehrt asymptomatische oder
unkomplizierte Krankheitsverlaufe aus. Parasitenvermehrung und die klinische
Symptomatik sind weniger ausgepragt als bei nichtimmunen Patienten. Es hat
sich gezeigt, dass semi-immune Patienten ein reiches Repertoire an
Antikérpern gegen verschiedene PfEMP-Varianten tragen, wahrend
Nichtimmune — vor allem Kleinkinder — gar keine oder nur wenige Antikorper
bilden und somit einem gréRerem Risiko fur eine komplizierte Malaria

ausgesetzt sind (6).

1.1.6 Malaria bei Kindern und in der Schwangerschaft

Wahrend in den ersten sechs Lebensmonaten ein Schutz durch mutterliche
Antikoérper besteht und deshalb die Infektionsrate in dieser Zeit sehr niedrig ist
(58), sind altere Sauglinge und Kleinkinder durch eine Malariainfektion
besonders gefahrdet. Bei einer akuten Infektion mit Plasmodium falciparum
kann der Patient schnell schwere Organkomplikationen bis hin zur zerebralen
Malaria mit Koma entwickeln und in klrzester Zeit daran versterben — es fehit
noch die charakteristische Semi-Immunitat, die erst mit der Zeit erworben wird.

Wiederholte Infektionen im Kindesalter fuhren dagegen zu schwerer
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chronischer Anamie und dadurch sekundar zu hoherer Mortalitat. Kinder, deren
Mdatter in der Schwangerschaft eine Malariainfektion durchgemacht haben,
zeigen ein verringertes Geburtsgewicht, was den grofdten Risikofaktor fur den
Tod des Kindes in den ersten Monaten darstellt (103). Schliel3lich besteht ein
erhdhtes Infektionsrisiko fur Durchfallerkrankungen und respiratorische Infekte
bei Kindern mit wiederholten Malariainfektionen, wodurch indirekt die Mortalitat
steigt (73).

Trotz erworbener Semi-Immunitat haben schwangere Frauen — zumindest als
Primagravida — ein erhdhtes Risiko, an Malaria zu erkranken. Ramharter et al.
(2005) beobachteten ausserdem auch in den Monaten nach der Entbindung
eine erhOhte Rate an Malariainfektionen im Vergleich zu einer Kontrollgruppe
mit nichtschwangeren Frauen (11 vs. 1 Infektion wahrend der Schwangerschaft,
18 vs. 6 Infektionen in den ersten 10 Wochen nach Entbindung bei insgesamt
150 Frauen) (89). Die Schwangerschaft selbst hat eine immunosuppressive
Wirkung auf den mudtterlichen Organismus (19). Man beobachtet aul3erdem
einen ausgepragten Befall der Plazenta mit infizierten Erythrozyten, die in der
Endstrombahn der Plazenta sequestrieren und dort von der Elimination
geschutzt sind (19). Folgen der Infektion sind Anamie der Mutter, intrauterine
Wachstumsretardierung und ein erhohtes Risiko fur Fruhgeburt und Abort
(6;104).

Eine besondere Schwierigkeit stellt aullerdem die Diagnose der Infektion bei
Schwangeren dar. Da sich der Grolteil der Erreger in den Kapillaren des
Plazentagewebes aufhalt, ist der Nachweis im peripheren Blut oft schwierig.
Selbst bei ausgepragten Symptomen kann so die Diagnostik falsch negativ
ausfallen (69).

1.1.7 Malaria — Diagnostik
1.1.7.1 Blutausstriche

Standard der Malariadiagnostik ist die lichtmikroskopische Untersuchung von
Patientenblut. Dies geschieht entweder in Form eines Dicken Tropfens oder

eines Ausstriches. Ersterer hat den Vorteil, dass wegen seiner konzentrierten

14



Form mehr Parasiten dargestellt werden und die Sensitivitat der Untersuchung
steigt. Er wird deshalb zum Screening von malariaverdachtigen Patienten
benutzt. Der Ausstrich wird zur Bestimmung der Spezies angewandt, da die
Parasiten im Erythrozyten darstellbar sind und es zu weniger Artefakten kommt.
Der mikroskopische Nachweis von Parasiten stellt eine vergleichsweise
preiswerte und nach Einarbeitung einfach durchzufiihrende Methode dar.
Sensitivitat und Spezifitat sind allerdings stark von der Erfahrung des
Untersuchers und der Qualitat der Untersuchung abhangig.

Die Anzahl der unter dem Mikroskop untersuchten Sichtfelder beeinflussen die
Qualitat der Diagnostik sehr stark. Standards fur die klinische Praxis und
Forschung variieren zwischen 30 und 500 Sichtfeldern (48). Selbst bei 200 und
mehr untersuchten Sichtfeldern betragt die Sensitivitdt des dicken Tropfens
allerdings nur zwischen 80% und 90%. Ungenugend untersuchte Ausstriche
bzw. Dicke Tropfen fuhren besonders bei nichtimmunen Patienten mit niedrigen
Parasitamien haufig zu falsch negativen Ergebnissen.

Ein Problem stellt die Eigenschaft von P. falciparum zur Sequestrierung dar. Die
tatsachliche Parasitenlast kann bis zu 100fach héher sein als im peripheren Blut
nachweisbar (122). Dies ist insbesondere deshalb wichtig, da eine Parasitamie
>5% mit einer schlechteren Prognose einhergeht (123).

Wahrend in holoendemischen Gebieten Probleme wie Materialmangel, ein
hoher Durchsatz an Patientenproben und folglich wenig Zeit flr die einzelne
Untersuchung ursachlich sind flr spate Diagnostik und Therapie der Malaria,
sind in nichtendemischen Gebieten wie Europa fehlende Expertise, Mangel an
ausgebildetem Personal und nicht zuletzt der nicht gedusserte Verdacht auf
eine Malariainfektion hierflr verantwortlich.

Diese Mangel flihrten zu zahlreichen Versuchen, die Diagnostik der Malaria

durch andere Methoden zu verbessern.

1.1.7.2 Fluoreszenzmikroskopie

Eine Weiterentwicklung der Lichtmikroskopie stellt die Fluoreszenzmikroskopie

dar. Da Malariaparasiten im Gegensatz zu Erythrozyten DNA und RNA
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enthalten, kdnnen parasitenhaltige Erythrozyten mit  geeigneten
Fluoreszenzfarbungen (z.B. Acridinorange) sichtbar gemacht werden.

Diese Methode ist der lichtmikroskopischen Untersuchung in Sensitivitat und
Spezifitat vergleichbar. Sie ist ebenfalls untersucherabhangig und in der
Ausflhrung unkompliziert. Allerdings werden zusatzliche, spezielle Instrumente
bendtigt, so dass der Vorteil der Fluoreszenzmikroskopie im Vergleich zur

Lichtmikroskopie fraglich bleibt.

1.1.7.3 Fluoreszenzmikroskopie nach Zentrifugation — QBC®

Ahnlich der gewdhnlichen Fluoreszenzmikroskopie wird bei der QBC® in eine
Kapillare eingebrachtes Patientenblut mit Acridinorange gefarbt, dann
zentrifugiert. Unter einem Fluoreszensmikroskop kann mit ahnlich hoher
Sensitivitat wie bei der konventionellen Lichtmikroskopie ein Malarianachweis
erbracht werden (126).

Vorteile dieser Methode liegen in ihrer Geschwindigkeit und der Moglichkeit,
weitere Informationen Uber die Patientenprobe zu ermitteln, wie z.B.
Leukozytenzahlen und Hamoglobingehalt. Von Nachteil sind allerdings hohe
Anforderung an das Konnen des Untersuchers, hohe Materialkosten, Probleme
bei der Identifikation und Quantifizierung der Spezies und schlie3lich auch das

Unvermdgen zur Archivierung der Proben.

1.1.7.4 Weitere mikroskopische Techniken

Malariapigment lasst sich unter einem Dunkelfeldmikroskop relativ sicher
nachweisen, und Malariapigment in Leukozyten ist ein etablierter
prognostischer Marker (72;101). Der Nachweis von Malariapigment ist sehr
spezifisch fur Plasmodien, allerdings kann nicht immer von einer akuten
Infektion ausgegangen werden, da Pigment in Monozyten einige Wochen
verbleiben kann (17). Auch ist die Sensitivitdt insbesondere bei Patienten

aulderhalb der Endemiegebiete niedrig.
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1.1.7.5 Biochemische Methoden - Dipstick Tests

Der Nachweis von Antigenen (plasmodienspezifische Laktatdehydrogenase —
pLDH) von bzw. Antikorpern (Histidine Rich Protein 2 — HRP-2) gegen
Plasmodium spp. wird in zahlreichen sogenannten Dipstick Tests zur
Malariadiagnostik benutzt. Patientenserum wird auf einen Teststreifen
aufgebracht, der durch Anzeigen einer Test- bzw. Kontrollmarkierung ein
positives oder negatives Ergebnis liefert. Nachweisbar sind so allerdings bisher
nur Plasmodium falciparum mit ausreichender Sensitivitat. Zwar existieren
Dipstick Tests, welche auch P. vivax, P. ovale und P. malariae erfassen,
allerdings sind deren Testergebnisse zur Zeit noch nicht genugend verlasslich
(41).

Sensitivitat und Spezifitat differieren je nach Test, scheinen jedoch der
Mikroskopie vergleichbar zu sein (37;74). Problematisch sind falsch negative
Ergebnisse bei zu niedrigen (12) bzw. zu hohen Parasitamien (90), eine
Kreuzreaktion mit Rheumafaktoren (38;42) und der Persistenz der positiven
Reaktion nach Heilung (39). Dipstick Tests stellen allerdings wegen ihrer recht
einfachen Handhabung und ihrer Anwendbarkeit in abgelegen Gebieten ohne
medizinischen Einrichtungen eine Alternative zur Mikroskopie bzw. zur

unkontrollierten praventiven Chemotherapie dar.

1.1.7.6 Polymerase Chain Reaction — PCR

PCR wird vor allem in Labors zum Nachweis bzw. zur Sicherung von
Malariainfektionen benutzt; PCR dient weiterhin zu Diversitatsbestimmungen,
Quantifizierung von Parasitamien, Identifizierung von Mehrfachinfektionen und
Untersuchung von Medikamentenresistenzen. Sehr hohe Sensitivitdten und
Spezifitaten fur alle vier Spezies machen die PCR zur zuverldssigsten
Nachweismethode (M153). Von Nachteil sind allerdings hohe Kosten fur
Instrumente und Material, hoher Anspruch an Personal und Ilange

Analysezeiten, was PCR zur Routinediagnostik ungeeignet macht.
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1.1.7.7 Automatische Blutanalysegerate — Durchflusszytometrie

Ein alle bisher besprochenen Tests betreffender Nachteil besteht darin, dass
ein Verdacht vorliegen muss, bevor eine weitere Diagnostik eingeleitet werden
kann. Automatische Blutanalysegerate koénnen als Screeningmethode
eingesetzt werden, sofern eine malariaspezifische Veranderung nachgewiesen
werden kann. Veranderung dieser Art sind z.B. der vermehrte Nachweis von
grolden, ungefarbten Zellen und Thrombozytopenien. Diese Veranderungen
haben sich allerdings als nicht ausreichend sensitiv und spezifisch
herausgestellt (11).

Andere, auf Laser-Durchflusszytometrie basierende Gerate wie das in dieser
Studie benutzte Gerat Cell-Dyn 3000° scheinen malariapigmenthaltige
Leukozyten als abnormale Zellpopulationen im Differentialblutbild nachweisen
zu kénnen (40). Ein mikroskopischer Nachweis ist allerdings zur Bestimmung
von Parasitame und Spezies weiterhin notig. Ein neueres Gerat, das Cell-Dyn
4000°, eignet sich auch zum Nachweis von intraerythrozytaren Parasiten (119).
Sensitivitat und Spezifitat dieser Methode ebenso wie der Nutzen von
Pigmentnachweis als prognostische Marker ist immer noch Gegenstand
weiterer Studien. Von Nachteil sind sicherlich die hohen Kosten fur Anschaffung
und Unterhalt der Gerate, was den Einsatz in Iandlichen Gebieten schwierig
macht.

Der Stand der Forschung auf dem Gebiet der Diagnostik mit Hilfe von

Durchflusszytometern wird in den folgenden Kapiteln eingehend besprochen.

1.1.8 Behandlung und Pravention

Zur Behandlung der Malaria in endemischen Gebieten stehen neben Chinin bei
kompliziertem Verkauf insbesondere Chloroquin und Sulfadoxin/Pyrimethamin
(SP) zur Verflgung. Ein groBes Problem ist die zunehmende
Resistenzentwicklung gegenuber den heute angewandten Medikamenten,
speziell in Asien und Afrika. Teurere, noch wirksame Medikamente wie

Mefloquin und die neuen Arthesimin-Verbindungen stehen in endemischen
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Landern oft nicht zur Verfugung. An neuen Medikamenten und
Kombinationsbehandlungen wird zur Zeit wieder intensiver geforscht als in den
vergangenen Jahrzehnten (61).

Neben der Chemotherapie steht vor allem die Pravention im Vordergrund der
Bemlihungen zur Bekampfung der Malaria. Bettnetze und Repellentien
vermindern effektiv die Inzidenz der Erkrankung, stehen aber aus finanziellen
Grunden gerade in landlichen Gegenden oft nicht ausreichend zur Verfugung.
Durch Insektizide (z.B. DDT) wurde schon Mitte vergangenen Jahrhunderts
eine Eradikation des Vektors versucht, aus gesundheitspolitischen Grinden
wurde dieses Unternehmen jedoch weitgehend gestoppt. An maglichen
Impfstoffen gegen Plasmodium falciparum wird intensiv geforscht, erstmals
erscheint die Marktzulassung eines ersten Praparates in greifbare Nahe zu

ricken.

1.2 Malariapigment

1.2.1 Geschichte des Malariapigments

Malariapigment oder Hamozoin war schon vor der Entdeckung des
Malariaerregers Plasmodium spp. bekannt. Meckel stieR 1847 auf
Konglomerate von braun-schwarzem Pigment im Blut einer ,Verruckten® mit
vergroBerter Milz (70). 1849 beobachtete Virchow dasselbe Pigment im
peripheren Blutleukozyten bei einem Patienten mit periodischem Fieber. Er
nannte diesen Zustand ,Melanamia“ in der falschlichen Annahme, das
entdeckte Pigment sei Melanin (115). Frerichs stellte 1858 die These auf, dass
Pigment auf die erhdhte Zerstérung von roten Blutkérperchen bei Malaria
zurtckzufihren sei (30). So war eine mikroskopische Diagnose von Malaria
schon 20 Jahre vor der Entdeckung des Erregers moglich.

Laveran merkte in seinen Schriften an, dass Pigmentgranula frei im Blut
schwimmend und innerhalb von Leukozyten auf ungefarbten Blutausstrichen
sichtbar waren. Ross beschrieb den kompletten Lebenszyklus von Malaria
anhand pigmenthaltiger Korper, die er im Darm von blutsaugenden Moskitos
entdeckt hatte.
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Abb. 3: Dicker Tropfen von Proband CD-0390 mit Malariainfektion (vereinzelt
Trophozoiten sichtbar). Oben Monozyt, unten neutrophiler Granulozyt mit
Hamozoineinschliissen. Unter dem Lichtmikroskop (A und C) erscheinen die
Pigmentkristalle gelblich-braun, im Polarisationsmikroskop (B und D) leuchten
sie wegen ihrer doppelbrechenden Eigenschaften hell auf (Dicker Tropfen,

VergroRerung 1600fach).
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1.2.2 Entstehung des Malariapigments

1.2.2.1 Hdmoglobinabbau

Der Anteil des Hamoglobins am zytosolischen Protein im Erythrozyten betragt
etwa 95%. Wahrend des intraerythrozytaren Zyklus ernahrt sich der Parasit
vom Zytoplasma, etwa 60 — 80 % des Hamoglobins werden abgebaut (79). Bei
der Hamoglobinproteolyse entstehen Aminosauren, die vom Parasiten zur
Proteinsynthese genutzt werden, und freies Ham. Letzteres kann nicht weiter
metabolisiert werden (20), sondern wird in Form eines inerten kristallformigen
Polymers gespeichert: dem Malariapigment oder Hamozoin (99).

Ort des Hamoglobinabbaus und Hamozoinbildung im Parasiten ist die
Nahrungsvakuole (78), eine saure Organelle mit pH-Werten zwischen 5,0 und
54 (62). Mittels Vesikeln wird Hamoglobin vom Zytostoma zur
Nahrungsvakuole transportiert, wo es hydrolysiert wird.

Der Hamoglobinabbau beginnt bereits in den frihen Ringstadien und setzt sich
fort bis zum Schizontenstadium. Die grofRte Aktivitat zeigt sich jedoch im
Trophozoitenstadium (6-12h) (128). Als Hamoglobinasen wurden saure
Proteasen vorgeschlagen. Nahere Untersuchungen ergaben den Nachweis von
zwei Cystein-Proteasen (Plasmapepsin | und Il) und einer Aspartat-Protease
(Falcipain) in der Nahrungsvakuole von Plasmodium falciparum, die an der
Aufspaltung von Hamoglobin in Peptide und Aminosauren beteiligt sind (27;34).
Im Erythrozyten liegt Ham fast ausschlieRlich im Eisen(ll)-Zustand vor. Bei
Abbau im Parasiten wird es zu Eisen(lll) oxidiert. Bei diesem Oxidationsvorgang
frei  werdende Elektronen produzieren reaktive  Sauerstoffgruppen:
Superoxidanionen (O;’), Hydroxylradikale (OH) und Wasserstoffperoxid (H20>)
(4). Diese reaktiven Molekile scheinen die Hauptursache fur oxidativen Stress
in Parasiten zu sein. Schaden an der Vakuolenmembran werden durch
Superoxiddismutase und Katalase abgewendet, die in der Nahrungsvakuole
gefunden wurden und wahrscheinlich vom Erythrozyten stammen (23;27). Auch
reduziertes Glutathion scheint eine protektive Wirkung zu haben (125).

Ginsburg et al. (1998) stellten die Hypothese auf, dass ein Teil des nicht
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polymerisierten Hams die Nahrungsvakuole verlasst und von Glutathion
abgebaut wird (32).

1.2.2.2 Ham-Polymerisation

Bei der Hamproteolyse anfallendes toxisches Ham wird durch Polymerisation
zu einem inerten, kristallinen, schwarz-braunen Pigment, dem Hamozoin,
entgiftet. Dadurch wird die Ansammlung von Ham verhindert (79). Gebildetes
Hamozoin ist mikroskopisch sichtbar in Trophozoiten, Schizonten und
Gametozyten. Beim Menschen wird Hamozoin aus lysierten Schizonten im
retikulo-endothelialen System angereichert, was zur Schwarzfarbung von Leber
und Milz bei chronischen oder wiederholten Infektionen fuhrt (21).

Der Entgiftungsprozess des sich in der Nahrungsvakuole anreichernden Hams
ist substantiell fur den Parasiten. Freies Ham stort den zellularen Metabolismus
durch Hemmung von Enzymen (34), Peroxidation von Membranen (108) und
Produktion von freien Radikalen in der sauren Umgebung der Nahrungsvakuole
(4). Da Plasmodium spp. uber keine Hamoxygenase verfligen, wird die giftige

Substanz Ham in ein chemisch inertes Kristall Gberfiinrt.

1.2.2.3 Aufbau von Himozoin

Hamozoin ist eine unlésliche, inerte, kristalline Substanz, zusammengesetzt
aus Ham-Molekllen des vom Parasiten verstoffwechselten Hamoglobin. Es ist
zusammengesetzt aus Ferriprotoporphorin-IX-Molekulen. Hamozoin st
chemisch, spektroskopisch und kristallographisch identisch mit R-Hamatin (8).
Pagola et al. (2000) beschrieben 3-Hamatin als Hamdimer mit koordinierten
Verbindungen vom zentralen Eisenatom eines Ferriprotoporphorin IX-Molekuls
zur  Proprionat-Carboxylat-Gruppe des nachsten, wobei die Dimere
untereinander durch Wasserstoffbrickenbindungen im Kristal verbunden sind
(81).
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1.2.2.3 Polymerisation

Hampolymere bilden sich nicht spontan aus freiem Ham oder Hamoglobin unter
physiologischen Bedingungen. Es wurde festgestellt, dass Trophozoitenlysate
von Plasmodium falciparum monomerisches Ham zeit- und pH-abhangig
polymerisieren kann, was auf die Anwesenheit einer Enzymaktivitat hinweist,
die von Slater et al. (1992) hypothetisch ,Hampolymerase® genannt wurde
(102). Auch scheinen gereinigte Hamozoinkristalle oder synthetisch
hergestelltes R-Hamatin eine weitere Polymerisation auslésen zu kénnen (18).
Lipide koénnen die Polymerisation ebenfalls einleiten (26). Weitere
Untersuchungen ergaben, dass Hampolymerisation unter physiologischen
Bedingung in Abwesenheit eines vom Parasiten gebildeten Stoffes chemisch
unwahrscheinlich ist oder zumindest extrem langsam ablauft, nicht vereinbar
mit der kurzen Entwicklungszeit des Parasiten im Erythrozyten (22).

In vitro konnte nachgewiesen werden, dass Pfhrp-2 bzw. Pfhrp-3-Proteine, die
der Parasit in grolen Mengen produziert — fahig sind, an Hdm zu binden und
eine Polymerisation zu starten (83). Einmal begonnen, ist flr die Erweiterung
der Hamozoinketten kein Protein mehr nétig. Ob und inwieweit dieses Protein
allein fur die Polymerisation verantwortlich ist, ist unklar. Es wurde auch von P.
falciparum-Stammen berichtet, die keine der beiden Proteine besitzen und
dennoch in der Lage sind Ham zu polymerisieren (106).

Eine neuere Studie schlagt vor, dass die Hamozoinformation sowohl von
Lipiden als auch von Pfhrp-2 abhangig ist. In vitro-Studien zeigten einen
synergistischen Effekt der beiden Substanzen, d.h. eine schneller ablaufende
Polymerisation (82).

In diesem Zusammenhang weisen Grobusch und Kremsner (2005) auf den bei
Malariapatienten oft gestorten Lipidstoffwechsel hin: charakteristisch sind
niedriges Gesamtcholesterin, sehr niedriges HDL, Apolipoprotein A1 unter der
Nachweisgrenze und erhohte Triglyzeridwerte. Die Ursache hierfur koénnte
darin liegen, dass mit dem Hamozoin grolle Mengen von fir die
Hampolymerisation noétigen Lipidderivaten von den Makrophagen phagozytiert

und damit dem Metabolismus entzogen werden (43).
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1.2.3 HGmozoin und Immunantwort

Hamozoin schadigt die Funktion von Leukozyten und ist toxisch fur Phagozyten,
die Hamozoin nach dem Platzen von parasitierten Erythrozyten phagozytiert
haben. Experimente an hamozoinhaltigen Monozyten zeigten eine
Beeintrachtigung der Phagozytosefahigkeiten (96), der Fahigkeit, einen
,Oxidativen Burst® zu generieren (93) und der Vernichtung von phagozytierten
Bakterien, Pilzen oder Tumorzellen (25). Die Aktivitat von Proteinkinase C wird
schwer beeintrachtigt (95).

Hamozoin beeinflusst die Regulierung von Zytokinen. Menschliche und murine
Monozyten, die Hamozoin phagozytiert hatten, zeigten eine erhohte
Ausschuttung von TNF-a (88), NO (57), IL-1B (86) und macrophage-inhibitory
protein 1a und 1B (100). Die Produktion von IL-6 war in dieser
Versuchsanordnung vermindert (88). Im Gegensatz dazu wurde bei
lipopolysaccharid-aktivierten Makrophagen die Produktion von NO und TNF-a
durch die Anwesenheit von B-Hamatin oder monomerischem Ham gehemmt
(109). Biswas et al. (2001) beschrieben eine erhéhte Synthese von TNF-a und
IL-18 bei Monozyten von gesunden Patienten unter Einfluss von Hamozoin.
Allerdings war bei Anwesenheit von IgM-Antikorpern gegen P. falciparum die
Produktion dieser Zytokine gehemmt (7). Versuche mit kultivierten intervilldsen
mononuklearen Zellen zeigten erniedrigte TNF-a und IL-10 Ausschuttung bei
erhdhtem Hamozoingehalt. Auch eine Suppression von Prostaglandin-E2 wurde
beobachtet (84). Keller et al. (2004) fanden eine Assoziation zwischen erhdhten
Werten von NO (durch Induktion von NO-Synthase 2) und erniedrigten
Hamoglobinwerten (57).

Verschiedene Studien beschrieben eine verminderte Immunantwort bei
Infektionen mit Plasmodium falciparum (111;117). Bei akuter Malaria wurden
veranderte zellulare Antworten auf Plasmodium-Antigene, verminderte T-
Zellproliferation und Veranderungen von Lymphozytenfunktionen beobachtet
(35;36). Blockierung der Expression von den flr die Antigenprasentation und T-
Zellantwort essentiellen Molekilen MHC 1l, CD54 und CD11c nach IFN-y-

Stimulation wurden beschrieben (92). Exposition mit Malariapigment in vitro
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fuhrte bei Monozyten und Neutrophilen zu einer Hochregulation von
Adhasionsmolekiilen wie CD11b und CD18 (87). Andere Studien zeigten eine
Unterdrickung der Makrophagenfunktion (51;53) und Defekte in der
Antigenprasentation durch Hdmozoin (116;117).

Schwarzer et al. (1992) beschrieben, dass Hamozoin phagozytierende
Monozyten erheblich in ihren Funktionen beeintrachtigt sind: intrazellulares
Hamozoin kann nicht abgebaut werden, der Monozyt kann keine weitere
Phagozytose betreiben, der "Oxidative Burst" wird supprimiert. Die
Beeintrachtigung der phagozytierenden Leukozyten ist mitverantwortlich fur die
mangelhafte und langsame Clearance der Parasiten im Blut (96).

Schwarzer et al. (2003) berichteten weiter Uber nichtenzymatische Bildung von
Hydroxylfettsauren durch hamkatalysierte Peroxidation, was zur Inhibition von
Monozyten und der Pathogenese von Malaria beizutragen scheint (94).
Derivate  von  hamozoininduzierter  Lipidoxidation, insbesondere  4-
Hydroxynonenal, ebenso wie der inhibitorische Einfluss von Zytokinen wurden

ebenso mitverantwortlich fur die Dyserythropoese bei Malaria gemacht (33).

1.2.4 Pigment und Diagnostik

Im Stadium der Schizogonie platzt der infizierte Erythrozyt auf und gibt
Merozoiten frei. Dabei Ubrigbleibende Zelltrimmer werden von neutrophilen
Granulozyten und Monozyten phagozytiert. Das phagozytierte Hadmozoin kann
nicht weiter abgebaut werden und persistiert lichtmikroskopisch deutlich
sichtbar als schwarzbraunes Pigment bzw. doppelbrechender Kristall in den
Leukozyten (76). Day et al. (1996) bestimmten die Clearancekinetik von
pigmenthaltigen Leukozyten in schwerer Malaria (PCM: 216h, PCN: 72h,
parasitierte Erythrozyten: 96h) (17). Wegen ihrer kurzen Clearance benutzten
sie pigmenthaltige Neutrophile als Marker fur eine akute Malaria.
Pigmenthaltige Monozyten dagegen verbleiben auf Grund ihrer langen
Halbwertszeit zu lange im peripheren Blut bzw. im Gewebe und lieRen so nur
eine Aussage Uber chronische oder rezidivierende Infektionen zu (17;76). Von

besonderem Interesse scheint die Hamozoinbestimmung bei Patienten ohne

25



bemerkenswerte Parasitamie wie z.B. nach inadaquater Therapie zu sein, bei

denen so die Diagnose Malaria gestellt werden kann (17;63;64).

1.2.5 Pigment und Prognose/Schwere der Erkrankung

Malariapigment wurde mit der Schwere der Malaria korreliert. In einem
hypoendemischen Gebiet in Vietham wurde beobachtet, dass pigmenthaltige
Leukozyten sehr viel bessere prognostische Marker flur das outcome einer
Malaria darstellten als die Hohe der Parasitamie (73% Sensitivitat, 77%
Spezifitat vs. 60% Sensitivitat, 57% Spezifitat im Vergleich von pigmenthaltigen
Neutrophilen 25% und Parasitamie >100.000/pl) (76). In der selben Studie
wurde festgestellt, dass der Pigmentgehalt von Leukozyten bei verstorbenen
Patienten signifikant hoher war als bei Uberlebenden Patienten mit schwerer
Malaria (7,7% vs. 3,2% pigmenthaltige Neutrophile; 8,6% vs. 4,8%
pigmenthaltige Monozyten).

Amodu et al. (1998) verglichen die prozentualen Anteile an pigmenthaltigen
Leukozyten in Gruppen mit zerebraler, unkomplizierter, asymptomatischer
Malaria und gesunden Probanden. Pigmenthaltige Neutrophile waren mit
absteigender Konzentration in den vier Gruppen nachweisbar (27,0%, 9,0%,
6,5%, 2,0% respektive) (2). Metzger et al. (1995) fanden in einer Studie mit 42
Kindern mit schwerer Malaria und 31 mit leichter Malaria in Gabun einen
deutlichen Unterschied beziglich der pigmentierten Monozyten (24% vs. 7%)
und Neutrophilen (2% vs. 0%) (72).

In einer weiteren Studie an 516 Kindern in Mali konnten Lyke et al. (2003)
ebenfalls darstellen, dass mehr pigmenthaltige Monozyten bzw. neutrophile
Granulozyten bei schwerer Erkrankung als bei leichter nachzuweisen sind
(PCMs = 219/mm® vs. 94/mm° P=0,003; PCNs = 349/mm® vs. 64/mm>,
p<0,0001). Innerhalb der Gruppe der komplizierten Malariafalle zeigten
Patienten, die spater verstarben, bei Aufnahme weitaus héhere Mengen an
pigmenthaltigen Neutrophilen als (iberlebende Patienten (635/mm?® vs.
320/mm?, p=0,02) (66).
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Der Grund fur die héhere Sensitivitat und Spezifitat liegt wahrscheinlich in der
besseren Erfassung der tatsachlichen Parasitenlast. Die Pathologie von
Plasmodium falciparum ist mit der Sequestrierung von parasitierten
Erythrozyten in der Endstrombahn von vitalen Organen verknupft (67). Das
Verhaltnis zwischen zirkulierenden und sequestrierten Parasiten und damit die
wahre Parasitenlast im Blutkreislauf ist wegen der Abhangigkeit von Stadium
und Synchronisation der Infektion sehr unterschiedlich (121). Da
phagozytierende Leukozyten im Blut zirkulieren und im Gegensatz zu den
sequestrierten parasitenhaltigen Erythrozyten auch die kapillare Endstrombahn
der Extremitaten erreichen — wo normalerweise Blut flr die Malariadiagnostik
gewonnen wird — , konnten sie die wahre Parasitenlast weitaus besser
reflektieren als die HOhe der Parasitamie; insbesondere neutrophile
Granulozyten, da sie wegen ihrer héheren Clearance eine akute Entwicklung
wiederspiegeln (2). Silamut und White schlugen 1993 eine Klassifizierung der
Malaria nach Entwicklungsstadien der Parasiten vor und kamen zum Ergebnis,
dass altere Throphozoiten und Schizonten im peripheren Blut Indikatoren fur

eine schlechte Prognose sind (101).

1.2.6 Pigment und Medikamente

Diverse Malariamedikamente wirken durch Interaktion mit
Hamentgiftungsprozessen. Quinolone wie Chloroquin, Quinin und Mefloquin
inhibieren die Hampolymerisation durch Bildung eines Ham-Quinolonkomplexes
und fuhren so zur Anreicherung von toxischem Ham. Artemisininderivate binden
an Ham und Hamozoin, eine Bildung von freien Radikalen aus Artemisinin wird
katalysiert, wodurch es zu Membranschaden und Proteinalkylierung und
schliel3lich der Zerstorung des Parasiten kommt (28). Die Storung des
Hamoglobinabbaus stellt somit eine interessante Moglichkeit zur Therapie der

Malaria dar.
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1.3 Cell-Dyn 30002 und Durchflusszytometrie

1.3.1 Geschichte und Methoden der automatischen Blutbildbestimmung

Blutbildbestimmung mit Leukozytenzahlung und Differentialblutbestimmung sind
fundamentaler Bestandteil der medizinischen Diagnostik und aus dem heutigen
Labor- und Kilinikalltag nicht mehr wegzudenken. Friher noch von Hand unter
dem Mikroskop ausgezahlt, wird das Differentialblutbild heutzutage
vollautomatisiert von Blutbildanalysegeraten bestimmt. Die Technik dieser
Apparate basiert prinzipiell auf zwei Methoden bzw. deren Kombination, die

kurz erlautert werden sollen.

1.3.1.1 Elektrische Impedanz-Methode

Im letzten Jahrhundert wurden erstmals Systeme zur automatischen Zahlung
von Leukozyten vorgestellt. Coulter beschrieb 1956 die ,bulk flow direct current
aperture impedance® Methode (14), die weltweit immer noch in
weiterentwickelter Form zur Anwendung kommt. Vor der Untersuchung der
Probe werden die Erythrozyten durch Lysierung zerstort, um die Messung der
weillen Blutzellen nicht zu beeinflussen. Die verbleibenden Leukozyten werden
in Elektrolytidsung durch eine schmale Offnung zwischen zwei Elektroden
geleitet. Dabei kommt es zu direktem Stromfluss zwischen den beiden
Elektroden und einer kurzfristigen Spannungsanderung, die registriert wird. Die
Anzahl der registrierten Impulse ist proportional zur Menge der Leukozyten, die
Hohe der Spannungsanderung ist proportional zum Volumen des Leukozyten.

Variationen in der Art der Erythrozytenlysierung, durch die auch die Oberflache
von Leukozyten und damit die Spannungsanderung bei der Impedanzmessung
verandert wird, fuhrten zur Entwicklung von ,bimodalen® (Unterscheidung
zwischen Lymphozyten und myeloiden Zellen) und spater ,trimodalen®
(zusatzlich ,mittelgrofe Zellen“: Monozyten, Eosinophile, Basophile, Blasten

und andere Vorstufen von wei3en Blutzellen) Modellen.
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1.3.1.2 Optische Methode

Die Ausnutzung der Lichtbrechung in der medizinischen Diagnostik war in Form
der Dunkelfeldmikroskopie schon langer bekannt (z.B. beim mikroskopischen
Nachweis von Spirochaten und Trypanosomen) (50). Bei dieser Technik
gelangt nur Licht, welches vom Objekt gebrochen wird, zum Objektiv. Direkt
einstrahlendes Licht wird durch einen Filter blockiert. Fluoreszenzmikroskopie
benutzt ein ahnliches Prinzip: Mittels optischer Filter wird das Licht einer
Quecksilberlampe auf die nicht sichtbaren kurzen Wellenlangen begrenzt, die
zur Anregung des Farbstoffes nétig sind. Nur vom fluoreszierendem Farbstoff
abstrahlendes langwelliges Licht erreicht das Objektiv.

Viele Versuche, diese beiden Techniken zur automatischen Zellzahlung
auszunutzen, scheiterten am Unvermogen, Zellen fir die Analyse einzeln
hintereinander durch eine Kapillare zu schleusen. War die Kapillare zu klein,
kam es zum Verklumpen der Zellen, war sie zu grof3, flossen mehrere Zellen
gleichzeitig hindurch und wurden falsch interpretiert.

Crossland-Taylor I6ste dieses Problem 1953, indem er die hydrodynamische
Fokussierung entwickelte (16). Dabei wird eine Zellsuspension langsam in
einen Strom schnell flieRender Flussigkeit injiziert. Der laminare Fluss der
Hullflussigkeit verhindert eine Vermischung. Durch Verengung der umgebenden
Kapillare werden Suspension und Hullflissigkeit beschleunigt und fokussiert,
bis schliel3lich die Zellen hintereinander in einer Reihe flieRen und so einzeln
gemessen werden konnen.

Beleuchtet man den Zellstrom seitlich mit einer Lichtquelle, so streut jede Zelle
abhangig von bestimmten Charakteristika Licht in verschiedenen Winkeln.
Mullancy at al. zeigten 1969, dass vorwarts gestreutes Licht zur Berechnung
der Zellgro3e benutzt werden kann (75). Salzman et al. (1975) kombinierten
vorwarts und rechtwinklig gestreutes Licht, um Leukozyten in Lymphozyten,
Monozyten und Granulozyten zu differenzieren (91). Terstappen et al. (1988)
schliel3lich benutzten depolarisiertes, rechtwinklig gestreutes Licht, um
Granulozyten in Neutrophile und Eosinophile aufzuteilen (110). Schon zuvor

hatte van Dilla (1969) Fluoreszenzmessung mit fokussierter Zellflussmessung
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kombiniert und damit zellulare DNA  quantitativ.  in  malignen
Leukozytenpopulationen nachgewiesen. Van Dilla benutzte auch erstmals einen
Laser als Lichtquelle (113).

Das gestreute Licht wird von Photodetektoren/Photoamplifikatoren in
verschiedenen Winkeln aufgefangen, digitalisiert und dient zur Berechnung von
Punktdiagrammen, aus denen durch geeignete Software die verschiedenen
Leukozytenpopulationen errechnet werden.

Durch Vergleich der einzelnen Populationen untereinander und mit
gespeicherten Normalwerten kdnnen automatisch Warnungen (sog. ,flagging“)
gegeben werden, die auf pathologische Veranderungen im Blut hinweisen. Der
Kliniker hat so die Moglichkeit, im Verdachtsfall weitere diagnostische

Malnahmen einzuleiten.

1.3.2 Durchflusszytometrie und Malaria — Vorarbeiten

Ein Vorteil der automatischen Blutbildanalyse besteht darin, dass grofRe
Mengen von Patientenproben in kurzer Zeit standardisiert analysiert werden
konnen. Durch Warnmeldung des Gerates auf mogliche pathologische
Veranderungen konnen asymptomatische Patienten erkannt werden und
weitere Diagnostik eingeleitet werden.

Die mikroskopische Malariadiagnose verlangt immer noch ein hohes Mal} an
Zeitaufwand und — besonders in nichtendemischen Gebieten — den Verdacht
des behandelnden Arztes, damit die Diagnostik Uberhaupt angefragt wird.
Aulerdem ist ihre Sensitivitat abhangig vom Untersucher. Es ist deshalb nicht
verwunderlich, dass frih nach Methoden gesucht wurde, um mittels
charakteristischer Veranderungen des Blutbildes und den Moglichkeiten einer
automatischen Blutanalyse die Diagnose der Malaria zu vereinfachen.
Verschiedene Autoren beschrieben die direkte Identifikation von Parasiten
durch Fluoreszenzmarkierung der Parasiten-DNA und Durchflusszytometrie und
betonten den Nutzen dieser Methode zur quantitativen Bestimmung von

intraerythrozytharen Parasiten (10;29;68;120).
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Bunyaratvej et al. versuchten 1992 einen hamatologischen Parameter bei der
durchflusszytometrischen  automatischen Differentialblutbestimmung  zur
Detektion von Malaria zu finden. Sie beobachteten erhohte Anteile an jungen,
grollen Lymphozyten (,large unstained lymphozytes (LUC)“); ein LUC-Anteil
uber 3% sprach dabei fur eine Malariainfektion (11).

Bereits ein Jahr zuvor wurde jedoch darauf hingewiesen, dass man sich nicht
ausschlieRlich auf automatisierte Zahlungen verlassen durfe, und das Risiko
grol3 sei, bei Verzicht auf konventionelle dicke Tropfen Malariapatienten zu
ubersehen. In einer Studie, die typische hamatologische Anomalien bei Malaria
wie LUCs und Thromozytopenie mit einem automatischen Zellzahler
analysierte, wurde fast ein Drittel der Malariapatienten nicht erkannt (31).

Fialon et al. (1991) betonten allerdings in einer Arbeit, dass in Fallen von
importierter Malaria ein von den Automaten gegebener Alarm (,flagging®) bei
malariatypischen hamatologischen Veranderungen (Anamie, Thrombozytopenie
und Lymphopenie) zumindest eine Anfertigung eines dicken Tropfens auslosen
und so zur richtigen Diagnose fuhren kann. So konnten je nach Maschine
zwischen 70% und 75% der Patienten diagnostiziert werden (24).

Da die hamatologischen Veranderungen bei einer Malariainfektion nicht
spezifisch und verlasslich genug scheinen, sind die beschriebenen Verfahren
allerdings nur von geringer Bedeutung hinsichtlich eines alternativen Verfahrens
zur mikroskopischen Diagnose.

Van Vianen et al. (1993) beschriecben eine Nachweismethode flr
Malariaparasiten durch durchflusszytometrische Verfahren. Sie benutzten DNA-
spezifische Fluoreszenzldsung =zur Anfarbung der Parasiten-DNA und
analysierten die Proben mit einem FACStar® Durchflusszytometer.
Mikroskopische Parasitenzahlung und Ergebnisse des Durchflusszytometers
korrelierten mit r>0,94; Parasitamien bis zu 0,005% wurden detektiert (114).
Fluoreszenzfarbung ist allerdings kein Routinetest und bietet sich somit nicht

als Screeningverfahren an.
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1.3.3 CeII—Dvn@ und Malaria — Vorarbeiten

Anwendungen von Instrumenten, die mit der sog. M.A.P.S.S.TM—TechnoIogie
(,multi-angle  polarized scatter separation®) arbeiten, zeigten ein
charakteristisches, sogenanntes Granularitats/Lobularitats-Scattergramm bei
Proben von Malariapatienten, unabhangig von der Plasmodium-Spezies, mit
der sie infiziert waren. Die Cell-Dyn 3000®-Instrumentenserie von Abbott
Diagnostics benutzt einen Helium-Neon Laser zur Detektion von Lichtablenkung
von vier verschiedenen Winkeln in einem fokussierten Fluss von Leukozyten
zur Berechnung eines Differentialblutbildes. Bis zu 10.000 Zellen werden
bezuglich ihrer Grofde (0°), dem Verhaltnis zwischen Kern und Zytoplasma
(10°), der Lobularitat (90°) und der Anwesenheit von depolarisierenden
zytoplasmatischen Granula (90° depolarisiert) ausgewertet. Dies fuhrt zur
Darstellung von eosinophilen Granulozyten in einem Granularitats/Lobularitats-
Diagramm, reprasentiert durch grine Punkte Uber einer Grenzlinie, unter der
sich Monozyten (violette Punkte), Lymphozyten (blaue Punkte) und neutrophile
Granulozyten (gelbe Punkte) darstellen. Bei Analyse von Malariaproben wurden
abnormale Granularitats/Lobularitats-Diagramme bemerkt: violette Punkte
(stellvertretend fur Monozyten) traten im Eosinophilenbereich auf, weiterhin
wurde eine abnormal verteilte und weit gestreute Eosinophilenpopulation
beobachtet (49). Kramer at al. sortierten 2001 mittels eines experimentellen
Zellsorter diejenigen Zellen aus, die fur die atypischen Punktwolken
verantwortlich  waren. Sie konnten nachweisen, dass tatsachlich
hamozoinhaltige Leukozyten diese Signale ausldsen (59).

Das Instrument Kklassifiziert also hamozoinhaltige Monozyten richtig als
Monozyten, aber auf Grund der optischen Charakteristika von Hamozoin
werden sie in  den Eosinophilenbereich eingeschlossen. Da
malariapigmenthaltige Neutrophile viele ihrer charakteristischen Eigenschaften
(GroRe, Kern/Zytoplasma-Verhaltnis, Lobularitat) mit den Eosinophilen teilen,
werden sie vom Instrument falschlicherweise als Eosinophile klassifiziert.

Kleinere Unterschiede ihrer Morphologie sind wahrscheinlich fur die im
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Vergleich zur normalen Eosinophilenpopulation abnormalen Verteilungen
verantwortlich.

Eine erste Studie zu diesem Thema wurde in Sudafrika durchgefuhrt (71). Dort
wurden 224 Proben von Patienten mit Verdacht auf Malaria mit einem Cell-Dyn
3500° analysiert. Die endgultige Malariadiagnose wurde mikroskopisch oder
immunologisch gestellt. Von 224 Patienten waren 95 an Malaria erkrankt, 129
waren negativ. Die Sensitivitat und Spezifitit des Cell-Dyn®-Gerites betrug
72% bzw. 96%. Bemerkenswerterweise war die Sensitivitat bei der schwarzen
Bevolkerung mit 90% hdher als bei der weillen. Mendelow et al. erwogen als
mogliche Erklarungen fir diese Beobachtung Polymorphismen der
Erythrozytenantigene, MHC-Determinanten oder TNF-Sequenzen.

In einer weiteren Studie in Portugal wurden 148 Patientenproben mit einem
Cell-Dyn 3500° Durchflusszytometer untersucht (46). Die Sensitivitat betrug
95%, die Spezifitdt 88%. Bei sieben von 12 falsch positiven Fallen konnte eine
vorangegangene Malaria nachgewiesen werden. Wahrend der Studienzeit
konnten sechs Patienten auf Grund der Analyse rechtzeitig diagnostiziert
werden, bei denen kein Malariaverdacht geaulRert worden war. Der grofite Teil
der Patienten waren Immigranten aus malariaendemischen Gebieten.
Hanscheid et al. (2000) besprachen Vor- und Nachteile dieser neuen Methodik
fur die Malariadiagnostik (49). Die Vorteile liegen in der Moglichkeit, mit einem
routinemalig eingesetzten und automatisierten Gerat Falle zu erkennen, bei
denen kein Verdacht auf eine Malariaerkrankung wegen fehlender oder
unspezifischer Symptomatik bestand. Mikroskopische Diagnostik kann dann
anschlie3end an einen durch ein Geratsignal veranlaldten Verdacht eingeleitet
werden.

Von Nachteil ist die hohe Rate an falsch-positiven Ergebnissen durch in der
Blutbahn persisitierende hamozoinhaltige Leukozyten, die insbesondere in
Gebieten mit hohen Reinfektionsraten und asymptomatischen Parasitamien
diagnostische Probleme bereiten. Die Sensitivitdt der Methode hangt
letztendlich von der Kinetik der hamozoinhaltigen Leukozyten ab. Hanscheid et
al. stellten die Hypothese auf, dass die Sensitivitat beeinflusst wird von der

Menge an Hamozoin im Blutkreislauf und Immunitatslage verschiedener
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Individuen oder Populationen (semi-immun, nichtimmun), womit die
abweichenden Ergebnisse zwischen Europdern und Schwarzafrikanern in den
vorangegangenen Studien zu erklaren waren (49). Die Autoren schlugen die
EinfUhrung einer ,malaria flag® vor, d.h. eine Warnung in der
Maschinensoftware, um das genannte Phanomen fir den praktischen Nutzen
als ein adjuvantes Mittel zur Malaria Diagnose auszunutzen.

Zur Untersuchung der grof3en Diskrepanzen von Sensitivitat und Spezifitat
zwischen semi-immunen und nichtimmunen Malariapatienten wurden in einer
weiteren Studie die relativen Frequenzen von hamozoinhaltigen Monozyten
gemessen (59). Hierzu wurde ein experimenteller durchflusszytometrischer
MoFlo™.-Zellsorter benutzt, der eine weitaus héhere Messgenauigkeit durch
Zahlung von bis zu 500.000 Leukozyten (ca. 5.000-10.000 bei
Routinedurchflusszytometern) erreicht ( ,rare-event-detection®). Untersucht
wurden Blutproben von Reisertickkehren mit Fieber und gesunden Probanden
als Vergleichsgruppe. Die mittleren relativen Haufigkeiten von pigmenthaltigen
Monozyten im Verhaltnis zu Monozyten bei gesunden (Hintergrundaktivitat),
nichtimmunen und semi-immunen Patienten betrugen 4,4 x 10, 1.5 x 10 und
8.8 x 10 respektive. Sensitivitat und Spezifitit konnten im Vergleich zu
vorhergehenden Studien deutlich verbessert werden: Sensitivitat gesamt: 92%
(nichtimmun: 86%, semi-immun: 100%); Spezifitat: 100%.

In einer kurzlich verdffentlichten Studie wurden der Immunstatus von
Malariapatienten mit der Genauigkeit eines Routinedurchflusszytometers (Cell-
Dyn 3000®) verglichen und Unterschiede in der Genauigkeit eines
Routineinstruments im Vergleich zu einem experimentellen MoFlo™.-Zellsorter
mit verbesserter Sensitivitdt analysiert (40). Bei einer Gruppe von
Reiseruckkehrern  mit unklarem Fieber wurde eine mikrospische
Malariadiagnostik (Dicker Tropfen) durchgefuhrt, der Immunstatus der Patienten
wurde durch indirekten Fluoreszenz-Antikorpertest bestimmt. Die Bestimmung
von hamozoinhaltigen Monozyten geschah mit einem Cell-Dyn 3000°-
Durchflusszytometer, gleichzeitig wurden die Blutproben eine Untergruppe von
Patienten mit dem oben beschriebenen experimentellen MoFlo™-Zellsorter

analysiert. Das Cell-Dyn 3000®-Gerat erreichte eine Sensitivitit von 48,6%
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(73,7% in semi-immunen und 28,6% in nichtimmunen Individuen) und eine
Spezifitat von 96,2%. Das Detektionslimit lag bei einer relativen Konzentration
von 2 x 10™* pigmenthaltigen Monozyten. Bei der Analyse durch den MoFlo™-
Zellsorter konnte das Limit auf 3,25 x 10 gesenkt werden.

Die Autoren schlossen aus diesen Ergebnissen, dass die Korrelation zwischen
Immunstatus und relativer Konzentration hamozoinhaltiger Monozyten das
Versagen des Routineinstrumentes bei nichtimmunen Patienten und seine
signifikant hohere Sensitivitat bei semi-immunen Patienten erklart. Durch
Modifikationen am Routineinstrument wie Hinweise bei auffalligen Proben und
Moglichkeit zu ausgedehnterer Leukozytenzahlung bei Verdacht einer
Malariainfektion konnte das Potential dieser Methode verbessert werden.
Untersuchungen mit modernen Durchflusszytometern weisen darauf hin, dass
in Zukunft auch der direkte Nachweis von parasitenhaltigen Erythrozyten
mdglich ist. Hanscheid et al. hatten 2000 in einer Studie mit einem Cell-Dyn
3500%-Gerat bereits darstellen kénnen, dass bei Malariapatienten mit osmotisch
resistenten Erythrozyten der Nachweis von pigmenthaltigen Parasiten innerhalb
intakter Erythrozyten, die normalerweise vor der Leukozytenanalyse zerstort
werden, moglich ist (47). Eine systematische Erfassung von intraerythrozytaren
Plasmodien ist allerdings erst moglich mit der nachsten Generation dieser
Instrumente (Cell-Dyn 4000®-Serie), bei denen die Fluoreszenzfarbungen zum
Nachweis von intrazelluldren Nukleinsduren mit der M.A.P.S.S.™-Technologie
kombiniert werden (119).

Im Zusammenhang mit dieser Methode wurde Uber eine sogenannte
Pseudoretikulozytose bei Malariapatienten berichtet (52;98).
Fluoreszenzmarkierte, parasitenhaltige Erythrozyten wurden vom Cell-Dyn
4000°®-Durchflusszytometers als Retikulozyten fehlinterpretiert, was indirekt zur
Berechnung der Parasitamie genutzt werden konnte. Dieses Phanomen wurde
bereits fruher in der Literatur erwahnt (118). Erste Untersuchungen belegen,
dass die Cell-Dyn 4000®-Serie sogar das Potential zur Differenzierung von
Infektionen mit P. falciparum oder P. vivax hat (97). Padial et al. (2005) wiesen

in ihrer Studie mit der Cell-Dyn 4000® auf eine bisher nicht beobachtete
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auffalige  Streuung von  Eosinophilen innerhalb  der atypischen
Monozytenpopulation hin, die sie als Gametozyten interpretierten (80).

Neuere Untersuchungen weisen darauf  hin, dass atypische
Leukozytenpopulationen in den Scattergrammen der Durchflusszytometer wohl
nicht vollig spezifisch fur eine Infektion mit Plasmodium spp. sein mdgen,
sondern moglicherweise auch bei Filarieninfektionen zu finden sind. Crespo et
al. (2004) beschrieben drei Patienten, die nicht an Malaria erkrankt waren,
allerdings mit dem Nematoden Mansonella perstans infiziert waren (15). Bei der
Analyse der Blutproben mit der Cell-Dyn 4000° fielen Streuungen auf, die den
fur Malaria typischen ahnlich, aber nicht identisch waren.

Da auch Schistosoma spp. Hamozoin als Ausscheidungsprodukt produzieren
(77), ist auch fur diese Parasiten eine Nachweismdoglichkeit durch
durchflusszytometrische Analyse denkbar. Bisher wurde dieses Phanomen
jedoch nicht genauer untersucht. Bei der in Gabun jedoch teilweise sehr hohen
Pravalenz mit bis zu 80% (44) ist nicht auszuschlie3en, dass die Ergebnisse
von durchflusszytometrischer Malariadiagnostik durch eine gleichzeitig

vorliegende Bilharziose beeinflusst und verfalscht werden.

1.4 Gegenstand der vorliegenden Studie

Malaria ist weltweit und im speziellen auf dem afrikanischen Kontinent eine der
bedeutendsten Infektionskrankheiten mit hoher Morbiditdt und Mortalitat.
Neben der effektiven Behandlung ist insbesondere die rasche Diagnose von
entscheidender Bedeutung fur die Genesung des Patienten.

Zahlreiche diagnostische Methoden existieren, jedoch werden die meisten erst
auf Verdacht des Untersuchers eingeleitet, so dass die Gefahr besteht, den
Patienten zu spat oder gar nicht effektiv zu behandeln. Der zentrale Vorteil der
durchflusszytometrischen Methode besteht darin, dass &ahnlich einem
Screeningverfahren bereits durch ein einfaches Differentialblutbild schnell und
unkompliziert deutliche Hinweise auf eine Malariainfektion gewonnen werden
konnen. In vorangehenden Studien konnte geklart werden, dass diese Methode

gerade in endemischen Gebieten eine hohe Sensitivitat und Spezifitat aufweist.
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In friheren Studien wurde der deutliche Zusammenhang zwischen Schwere
einer Malariaerkrankung und Hamozoinkonzentrationen in Leukozyten im
peripheren Blut beschrieben. Da die Gerate der CeII-Dyn®—Reihe Hamozoin
nachweisen konnen, stellen sie eine Moglichkeit dar, neben der
Malariadiagnostik auch die Schwere der Erkrankung automatisch festzustellen.
Gegenstand dieser Studie ist die Bestimmung der Sensitivitat und Spezifitat des
Cell-Dyn 3000®-Gerates in Lambaréné, Gabun. Weiterhin sollen Verfahren
entwickelt werden, mit denen die Evaluation der Schwere der
Malariaerkrankung und damit eine prognostische Aussage anhand der Analyse

der Differentialblutbilder des Gerates ermdglicht wird.
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2 Material und Methoden
2.1 Studienort

Die Studie wurde im Zeitraum September 2003 bis Marz 2004 im
Forschungslabor des Albert-Schweitzer-Krankenhaus in Lambaréné, Gabun
durchgefuhrt.

Gabun liegt im Westen Zentralafrikas (Aquatorialafrika). Es grenzt im Norden an
Aquatorial-Guinea und Kamerun, im Siidosten an den Kongo und im Westen an
den Atlantischen Ozean. Seine Oberflache umfasst 270 000 km?.

Uber 75% des Landes sind mit primdrem Regenwald bedeckt, der
uberwiegende Rest wird von Feuchtsavanne eingenommen. Die Bevolkerung

Gabuns betragt etwa 1,2 Millionen Einwohner.

Abb. 4: Karte von Gabun (Abb. aus CIA, The Worldfactbook)
Das Klima ist wegen seiner Ndhe zum Aquator in typischer Weise warm und

feucht und durch vier Jahreszeiten charakterisiert: zwei Regenzeiten (eine

kleine von Oktober bis Dezember und eine grol3e von Januar bis Mai)
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unterbrochen von einer langeren und einer kurzeren Trockenzeit. Die
monatliche Tagesdurchschnittstemperatur liegt bei 27°C. Die durchschnittliche
relative Luftfeuchtigkeit schwankt in der Regenzeit zwischen 80 und 90%. Die
Niederschlagsmengen verteilen sich auf die zwei Regenzeiten und betragen
zwischen 1600 und 3000 mm pro Jahr (124).

Die Stadt Lambaréné, auf einer Insel in der Mitte des Flusses Ogouée und an
seinen beiden Ufern gelegen, ist Hauptort und Verwaltungs-, Wirtschafts- und
medizinisches Zentrum der Provinz Moyen-Ogouée (43.000 Einwohner).
Lambaréné ist etwa 180 km von der Hauptstadt Libreville entfernt und zahit

ungefahr 24.000 Einwohner.

Abb. 5: Forschungslabor des Albert-Schweitzer-Krankenhauses in Lambaréné,
Gabun

Das Albert-Schweitzer-Krankenhaus befindet sich einige Kilometer auf3erhalb

von Lambaréné am rechten Ufer des Ogouée-Flusses. Das Krankenhaus

umfasst ca. 300 Betten mit den Abteilungen Chirurgie, Gynakologie, Innere
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Medizin, Padiatrie und eine Zahnklinik. Auf dem Gelande befinden sich
ebenfalls das Forschungslabor und die Unterkiinfte der Mitarbeiter des
Krankenhauses.

Die Ubertragung der Malaria erfolgt in Lambaréné und seiner Umgebung
ganzjahrig (hyperendemisches Gebiet). 90% der Infektionen werden durch
Plasmodium falciparum verursacht, der Rest durch Plasmodium malariae und
Plasmodium ovale. Mischinfektionen mit Plasmodium falciparum und
Plasmodium malariae bzw. Plasmodium ovale kommen ebenfalls vor. Die
Hauptvektoren sind Anopheles gambiae s.s., Anopheles arabiensis und
Anopheles funestus. Die Transmission unterliegt regionalen und saisonalen
Schwankungen, mit den hochsten Raten gegen Ende der kurzen Regenzeit und
wahrend der Trockenzeit. Eine geringere Transmission ist wahrend der langen
Regenzeit zwischen Januar und Mai zu beobachten (124). Die entomologische
Inokulationsrate (EIR) betragt in diesem Gebiet etwa 50 infektidse Stiche pro
Jahr (107).

2.2 Patienten und Probanden

Im Zeitraum von 9. Juli 2003 bis 28. Februar 2004 wurden insgesamt 1217
Patienten fur die Studie rekrutiert. Rekrutierte Probanden wurden bei Erfullung
folgender Einschlusskriterien in die Studie eingeschlossen:
Teilnahme des Probanden an einer anderen laufenden Studie im Labor
Vorliegen eines Dicken Tropfens vor Malariabehandlung und
Vorliegen einer Blutbildanalyse durch das Cell-Dyn 3000®-Gerét
Patienten wurden ausgeschlossen, wenn die oben genannten Kriterien nicht
erfullt waren; weiterhin, wenn:
die Analyse des Cell-Dyn 3000®-Gerdts aus berechtigten Griinden
anzuzweifeln war, insbesondere bei Verstreichen eines zu langen
Zeitraums (>6 Stunden) zwischen Blutentnahme und Analyse,
verschmutzten oder ungentigenden Chemikalien oder jeder anderen Art

von geratbedingten Fehlermeldungen
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der Dicke Tropfen mikroskopisch nicht mehr zweifelsfrei gelesen werden
konnte, insbesondere bei qualitativ minderwertigen Farbungen oder

verschmutzten und verkratzten Objekttragern.

1.046 der rekrutierten Probanden wurden in die Studie eingeschlossen, 171
ausgeschlossen. Aus dem Patientenkollektiv wurden mehrere Untergruppen

gebildet:

Nach Diagnose wurden die Probanden in eine der vier Gruppen aufgeteilt:
keine Malaria, d.h. gesund oder andere akute oder chronische
Erkrankungen als Malaria (z.B. Pneumonie, Harnwegsinfekt)
asymptomatische Parasitamie
unkomplizierte Malaria
komplizierte Malaria
Der Proband galt als malariakrank, wenn Parasiten im Dicken Tropfen
nachweisbar waren und gleichzeitig Fieber (Temperatur > 37.5°C rektal bei
Kindern/sublingual bei Erwachsenen) bestand. Als malariakrank galten auch
diejenigen Patienten, bei denen in den vorausgegangenen 21 Tagen Malaria
diagnostiziert worden war und die bereits mit Malariamedikamenten
anbehandelt worden waren, aber immer noch eine Parasitamie zeigten.
Eine asymptomatische Parasitamie lag dann vor, wenn zwar Parasiten im
Dicken Tropfen gefunden wurden, allerdings weder Fieber noch klinische
Symptome nachweisbar waren.
In Anlehnung an die WHO-Definition (2000) wurde bei Patienten mit Malaria die
Diagnose komplizierte Malaria gestellt, wenn mindestens eines der folgenden
Kriterien erflllt war:
zerebrale Malaria: nicht erweckbares Koma (min. wahrend einer Stunde)
oder eingetribtes BewuRtsein, Blantyre Coma Scale (BCS) <3
schwere Andmie: normozytare Anamie mit einem Hamatokrit < 15% oder
mit Hdmoglobin < 5g/dl in Anwesenheit von >10.000 Parasiten/ul (*)
ARDS (adult respiratory distress syndrom) oder IRDS (infant respiratory

distress syndrom)

42



Hypoglykamie: Glukosekonzentration im Vollblut <2.2 mmol (40 mg/dl)
Wiederholte generalisierte Konvulsionen: zwei oder mehr Konvulsionen
in den vorangegangenen 24 Stunden (**)
Prostration: Unfahigkeit des Kindes zu sitzen oder zu trinken (je nach
Alter), obwohl vor Erkrankung noch fahig
Hyperparasitamie: Parasitamie >4%, bzw. > 250.000/pl
(*) : Im Falle einer Bluttransfusion wurde entweder der urspriangliche Wert vor
Transfusion gewertet oder bei Fehlen durch die Menge des transfundierten
Blutes auf den urspringlichen Wert zurlckgeschlossen. Bei mehrfachen
Analysen (Forschungslabor/Kliniklabor) wurde der erste Wert ilbernommen.
(**): Wegen meist unklaren anamnestischen Angaben der Probanden wurde
dieses Kriterium weiter gefasst als in der WHO-Definition (mehr als zwei

Konvulsionen in 24 Stunden).

Die Patienten wurden aufllerdem nach ihrem Alter in zwei Untergruppen
eingeteilt:
Kinder bis zum vollendeten 14. Lebensjahr

Erwachsene ab dem 15. Lebensjahr

2.3 Hard- und Software

Patientendaten wurden mittels Datenblatt aufgenommen und in eine Filemaker
Pro 6.0-Datenbank (Filemaker Inc., Santa Clara, Kalifornien, USA) Ubertragen.
Analysen des Cell-Dyn®-Gerates wurden mittels Screen Thief (Nildram
Software, Stoke Mandeville, Buckinghamshire, GB) als Screenshot auf
Computer uberfihrt und mit IrfanView (Irfan Skiljan, Wien, A) graphisch
analysiert. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit SPSS 12.0
(SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA).
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2.4 Gerate und Chemikalien

Zur Erstellung des Differentialblutbildes wurde den Probanden vendses Blut
abgenommen, welches bis zur Analyse in EDTA behandelten Rohrchen
konserviert wurde (Kinder 2 ml, Erwachsene 7 ml). Die Zeitspanne zwischen
Blutentnahme und Analyse betrug in allen Fallen weniger als sechs Stunden.
Das Blut wurde mit einem Instrument der Cell-Dyn 3000®-Reihe (Abbott

Diagnostics, Santa Clara, Kalifornien, USA) analysiert.

2.5 Malaria-Diagnostik

Die quantitative Bestimmung der Parasiten und der prozentualen Anteile an
hamozoinhaltigen Monozyten und neutrophilen Granulozyten erfolgten im
Dicken Tropfen. Nach Reinigung der Punktionsstelle mit 70% Ethanol wurden
10 pl kapillares Blut mit einer Pipette abgenommen. Dies erfolgte beim Kind bis
zum Alter von 12 Monaten an der Ferse, ansonsten an der Fingerbeere. Das so
gewonnene Blut wurde auf einem Objekttrager in einem 10 x 18 mm grol3en
Feld gleichmaRig aufgetragen, danach wurde der Objekttrager fur einige
Minuten in einen Trockenschrank gelegt. Der dicke Tropfen wurde daraufhin 20
Minuten mit Giemsalosung angefarbt. Die Farbelosung wurde alle sechs
Stunden aus einer konzentrierten Losung und Titrisolphosphatpuffer (pH 7,2) im
Verhaltnis 1:5 hergestellt und gefiltert. Anschlielend wurde der Objekttrager
unter flieRendem Wasser vorsichtig gespult und wiederum fir einige Minuten
getrocknet. Fur die Bestimmung der Parasitamie wurden unter dem Mikroskop
bei 1000facher VergroRerung mindestens 100 Sichtfelder ausgezahit. Die
durchschnittiche Menge von Parasiten pro Sichtfeld wurde mit einem
konstanten Faktor (x 600) multipliziert, der sich aus der GrolRe des
ausgestrichenen Bluttropfens und der Menge des aufgetragenen Blutes
berechnet, woraus sich die Parasitamie pro Mikroliter ergibt. Die
Detektionsschwelle dieser Methode liegt bei etwa 5-20 Parasiten pro Mikroliter
Blut (45).
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Zur Bestimmung der prozentualen Anteile an hamozoinhaltigen Monozyten
bzw. neutrophilen Granulozyten wurden im dicken Tropfen 100 Monozyten bzw.
200 neutrophile Granulozyten aufgesucht und die Zahl der Leukozyten mit
Hamozoinkristallen registriert, woraus sich die jeweiligen prozentualen Anteile
errechnen lassen.

Hamozoinhaltige Monozyten bzw. neutrophile Granulozyten werden im
folgenden als PCM (,pigment containing monoctytes®) bzw. PCN (,pigment

containing neutrophiles®) bezeichnet.

2.6 Funktion des CeII—Dvn-3000@
2.6.1 Grundlagen

Im Cell-Dyn 3000° wird ein durchflusszytometrisches Verfahren zur
Leukozyten-Differenzierung angewendet. Dabei handelt es sich um eine
Methode, bei der einzelne Zellen in einem FlUssigkeitsstrom nacheinander
mehrere Sensoren passieren. Neben der Leukozytendifferenzierung wird auch
eine Bestimmung der Erythrozyten- und Thrombozytenzahlen durchgefuhrt —
diese erfolgt allerdings nicht optisch, sondern auf der Basis der elektrischen
Widerstandsmessung.

Fir die Leukozytendifferenzierung wird die Blutprobe von einem Probennehmer
angesaugt und in einen Strom schnell flieBender, zellfreier Hullflissigkeit
(Sheath-Reagenz) innerhalb einer Durchflusskivette abgegeben. Dabei werden
die Erythrozyten wegen der hypoosmotischen Eigenschaften des Sheath-
Reagenz lysiert. Die Fliessgeschwindigkeiten der beiden Flussigkeiten
unterscheiden sich, so dass eine Laminarstromung entsteht. Durch die
spezifische Konstruktion der Kuivette und der Fliessgeschwindigkeit der
Hullflussigkeit wird erreicht, dass die Zellen hintereinander in einer Reihe

stromen (hydrodynamische Fokussierung).
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Abb. 6: Analysegerét der Cell-Dyn®-Reihe (Cell-Dyn 3500®, Abbott Diagnostics)

Der FlUssigkeitsstrom wird in den Laser-Messbereich eingebracht. Dort werden
die einzeln passierenden Zellen von einem vertikal polarisierten 5-mW-Helium-
Neon-Laser mit einer Wellenlange von 632,8 nm angestrahlt. Der Laserstrahl
bzw. ein geringer Teil dessen Lichtes wird in verschiedene Raumwinkel
gestreut. Gemessen werden bei einem Laser-Durchflusszytometer zwei
Streuwinkel: Vorwartsstreuung (0° und 10°) und rechtwinklige Streuung (90°).
Die Charakteristika der Streuverhalten dienen dem Gerat als Informationen
uber ZellgroRe (0°), Kern-Zytoplasma-Verhaltnis (10°), Granularitat (90°
depolarisiert) und Oberflachenmorphologie (90°) des Zellkernes.

Das vorwarts gerichtete Laserstreulicht wird durch einen halbdurchlassigen
Spiegel in 0°- und 10°-Streulicht differenziert und von Detektoren registriert.
Das im rechten Winkel abgestrahlte Streulicht wird durch einen Strahlenteiler in
zwei Teile aufgeteilt: Ein Teil wird direkt auf einen Photo-Multiplier (90°-
Streulicht) gelenkt, der andere ftrifft auf einen horizontalen Polarisationsfilter.
Dieser lasst nur Licht mit gedrehter Polarisationsebene zu einem Photo-
Multiplier gelangen (90° depolarisiertes Streulicht).
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Verschiedene
Fokussierter Streulichtwinkel

Laserstrahl £ . B/

90°-Streuung

0°-Streuung

90°-Streuung
(depolarisiert)

10°-Streuung

Abb. 7: Funktion der Lichtstreuung; dunne Pfeile: Sheath, dicke Pfeile: Probe
(Abbildung aus Bedienungssanleitung Cell-Dyn 3000®, Abbott Diagnostics)

Vertikal polarisierter
90°-Streuung (de- Polarisationsfilter Helium-Neon-Laser
90°-Streuung polarisiert, PMT) (horizontal) (632,8 nm)

(PMT)
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Oberﬂa$ : : |~ Strahlen-
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gcehrltiltkzaler ToliiRater: WBC- Dunkelfeld-  Halbdurchlassiger
e linse fiir Durchfluf- ~ scheibe Spiegel

e Laserstrahl kiivette

Abb. 8: optische Bank (Abbildung aus Bedienungsanleitung Cell-Dyn 3000°,
Abbott Diagnostics)
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Die von den vier Detektoren aufgefangenen Lichtsignale werden in elektrische
Signale umgewandelt. Diese dienen dem Gerat als Grundlage fur die
Berechnung von sog. Scatterdiagrammen, auf denen jeweils zwei der vier
Streulichtrichtungen gegeneinander aufgetragen werden. Eine Software
ermittelt daraus mit Hilfe spezieller Algorithmen die Leukozytendifferenzierung
und die absolute Leukozytenzahl. Dieses Verfahren wird als M.A.P.P.S.™

(,multi-angle polarized scatter separation®) bezeichnet.

2.6.2 Leukozytendifferenzierung durch Scattergramme

Die Informationen der Lichtstreuung werden in Form einer Punktwolke in
Scattergrammen dargestellt. Dabei werden jeweils zwei Streuwinkel als x- und
y-Achse gegeneinander aufgetragen. Zur genaueren Differenzierung kommen

drei Scattergramme zur Anwendung:

2.6.2.1 Mononukleare-Polymorphkernige (90°/10°-Scattergramm)

WY rthe wyemal

10" -Komplexitat

Abb. 9: Mononuklear (dunkelblau) — Polymorphkernige (braun) (Abbildung
modifiziert aus Bedienungsanleitung Cell-Dyn 3000®, Abbott Diagnostics)
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Die aufgefangenen Impulse des 90°-Streulichts werden auf der y-Achse, die
des 10°-Streulichts auf der x-Achse abgebildet. Dabei lassen sich zwei
Zellklassen unterscheiden: mononukleare Zellen erscheinen in der linken
unteren Ecke in der Nahe des Origo, polymorphkernige in der rechts oben
gelegenen Wolke.

Die Unterscheidungsschwelle ist - wie auch bei den anderen Scattergrammen -

dynamisch und wird von der verarbeitenden Software errechnet.

2.6.2.2 Neutrophile-Eosinophile (90°/90°dep-Scattergramm)

Ar-Granularitit (depolarisiert)

*I]L'{'thhngnnal

Abb. 10: Scattergramm Neutrophile (gelb) — Eosinophile (griin); Mononukleare
Zellen dunkelblau dargestellt (Abbildung modifiziert aus Bedienungsanleitung
Cell-Dyn 3000®, Abbott Diagnostics)

Die Informationen des 90°dep-Streulichts erscheinen auf der y-Achse, die des
90°-Streulichts auf der x-Achse. Deutlich zu erkennen sind zwei verschiedene
Populationen: Die obere Wolke beschreibt die Eosinophilen, die untere die
Neutrophilen. Diese Unterscheidung beruht auf der charakteristischen Struktur
der Eosinophilen-Granula, die zu einer starkeren Depolarisation des

Streulichtes fUhren als bei anderen Zellen.
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Die mononuklearen Zellen wurden bereits identifiziert und stéren deshalb nicht
bei der Unterscheidung zwischen neutrophilen und eosinophilen Zellen. Auf

diesem Diagramm sind sie in der linken unteren Ecke zu erkennen.

2.6.2.3 Abgrenzung mononuklearen Zellen (0°/10°-Scattergramm)

Die Daten des 0°-Streulichtes werden auf der y-Achse aufgetragen, die Daten
des 10°-Streulichts auf der x-Achse. Hier lassen sich drei Zellgruppen
unterscheiden: Rechts oben stellen sich die Monozyten dar, die links unten
gelegene grolle Wolke beschreibt die Lymphozyten. Basophile erscheinen als
eigene Gruppe zwischen den beiden anderen Populationen. Die basophilen
Granulozyten werden vom Gerat unter den mononuklearen Zellen klassifiziert,
da deren Granula vom Sheath-Reagenz gelést werden und sich damit die

Eigenschaften der Zellen verandern.

(F-Crifle

1F-Komplexitit

Abb. 11: mononukledre Zellen; hellblaue: Lymphozyten, violett: Monozyten,
grau: Basophile (Abbildung modifiziert aus Bedienungssanleitung Cell-Dyn

3000, Abbott Diagnostics)
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2.6.3 Optische Darstellung der Ergebnisse

Nach der Berechnung der genannten Parameter werden die Ergebnisse
graphisch auf dem Monitor angezeigt. Neben Patientenidentifikationen und
numerischen Werten des Blutbildes sind die Scattergramme einsehbar. Die
einzelnen Zellpopulationen sind zur optischen Identifizierung farbkodiert. Dabei
entsprechen gelbe Punkte den neutrophilen, griine den eosinophilen und weil3e
den basophilen Granulozyten. Monozyten werden als violette Punktwolke
dargestellt, Lymphozyten erscheinen blau. Aullerdem gibt das Gerat
Warnungen (,flags®) bei pathologischen Ergebnissen (1). Abbildung 12 zeigt ein
typisches Ergebnis .

Spec 1D 98L2 DISPLAY SPECIMEM 01 Sep 2083 28:52

Patient Ready Operator ID TBC

Sex(M/F):- Sequence # 280g
0 ler

ZH BAKD
ZL
ZM
ZE
ZB

M/ul COMPLEXITY ORTHOGONAL

g/dL
i REC MORPH
fL

g
g/dL
7

K/ul
fL

FUTOUS HEXT EDIT  CUSTOMIZE TRANSMIT  PRINT PRINT  RETURN
SPECIMEN  SPECIMEN SPECIMEN  REPORT  SPECIMEN  TICKET REPORT

Abb. 12: Screenshot einer typischen Blutanalyse. In den oberen Ecken
Patientendaten bzw. gerateinterne Informationen, linke Bildhalfte numerische

Darstellung des Blutbildes, rechte Bildhalfte Scattergramme.
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2.6.4 Methoden zur Auswertung der Cell-Dyn 3000@-Analvsen

Zur weiteren Analyse der durch das Cell-Dyn 3000°-Gerat gewonnen Daten
wurde dessen Lobularitats-Granularitats-Diagramm (90°/90°dep-Scattergramm)
herangezogen.

Wird Blut von Malariapatienten analysiert, so kann eine abnormale Verteilung
der Punktwolken beobachtet werden. Auf der linken Seite erscheint eine
auffallig hochstreuende Ansammlung von violetten Punkten, die Uber die
Unterscheidungsschwelle — einer vertikalen, von der Software der Cell-Dyn®
errechneten Linie - reicht (normalerweise finden sich die Monozyten in der

linken unteren Ecke nahe des Origos).

ORTHOGONAL ORTHOGONAL

Abb. 13: Beispiele des Lobularitats-Granularitats-Diagramms (90°pol/90°depol).
Links, gesunder Proband: Normale Verteilung der Leukozyten, Monozyten
(violett) in der linken unteren Ecke, eosinophile Granulozyten (grin) als gut
umschriebene Punktwolke dargestellt; rechts, Malariainfektion: Streuung der
Monozyten oberhalb der Unterscheidungsschwelle (vertikale Linie), atypisch
verteilte Eosinophile (Abbildungen zur besseren Darstellung schwarz-weif3

invertiert)

Die Eosinophilenwolke ist weit gestreut und reicht Uber das gesamte

Scattergramm. FUir beide Erscheinungen wird die Anwesenheit von
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doppelbrechendem, depolarisierendem Hamozoin in den Zellen verantwortlich
gemacht: hamozoinhaltige Monozyten werden dabei von der Wolke der
violetten Punkte jenseits der Unterscheidungsschwelle reprasentiert, die
weitgestreuten grinen Punkte stellen wahrscheinlich hamozoinhaltige
Neutrophile dar, die vom Gerat falsch klassifiziert wurden, da sie wegen ihrer
Eigenschaft der doppelten Lichtbrechung den eosinophilen Granulozyten

hinzugezahlt wurden (49).

2.6.4.1 Analyse der Monozyten

Bei Auftreten von violetten Punkten (Monozyten) oberhalb der von der
Geratesoftware gesetzten Grenze wurde deren Anzahl ausgezahlt. Dabei
wurden nur solche Punktsignale gewertet, welche mindestens einen Abstand
von einem Pixel (Bildpunkt) von der Unterscheidungsschwelle hatten. Direkt

angrenzende Signale wurden nicht gezahilt.

- -t

ORTHOGONAL ORTHOGONAL

Abb. 14: Gleiche Patienten wie in Abb. 13 : der rot umrandete Bereich gibt den
typischen Streuungsbereich der Monozyten bei Malaria wieder. Violette
Punktsignale werden oberhalb der Schwelle (vertikale Linie) gezahlt. Links
gesunder Proband, rechts Malariainfektion (Abbildungen zur besseren

Darstellung schwarz-weil3 invertiert)
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Diese auffallig atypisch verteilen violetten Signale werden im folgenden als
atypisch verteilte violette Punktsignale (AVP) bezeichnet.

Zur weiteren Analyse der Verteilung der AVPs wurde der Skatterindex gebildet.
Das Schaubild wurde in zehn horizontale Bereiche gleicher Grofde aufgeteilt
und die darin enthaltenen AVPs gezahlt. Zur Berechnung des Scatterindizes
wurden alle Punkte zusammengezahlt, die einzelnen Bereiche zuvor jedoch
unterschiedlich stark gewichtet wurde (10% - 100%). Je hoher die AVPs auf
dem Schaubild und je mehr AVPs insgesamt auftraten, desto hoher fiel der
Scatterindex aus.

Berechnung des Scatterindizes im Beispiel (vgl. Abb. 15): 0,1 x 8 + 0,2 x 10 +
03x6+04x7+05x3+0,7x0+0,8x1+09x2+1,0x2=13,5

...................................................

ORTHOGONAL

Abb. 15: gleicher Patient wie in Abb. 13 rechts: Dargestellt sind die
Zahlbereiche mit jeweiliger Gewichtung der AVPs

2.6.4.2 Analyse der neutrophilen Granulozyten

Fir die Auswertung der grinen Punkte wurde ein Analysebereich, das sog.
67%-Analysefeld, konstruiert, in dem auftretende Signale erfasst werden:
Dieser wird gebildet durch eine Gerade durch den Origo und den
Koordinatenpunkt 0.66/1.0, geschnitten von einer Parallele der Abszisse durch

0/0.25 (vgl. auch Abb. 16). Grine Punktsignale (eosinophile Granulozyten bzw.
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falsch zugeordnete neutrophile Granulozyten), die in diesem Analysefeld lagen,
wurden ausgezahit.
Diese auffallig atypisch verteilten grinen Signale werden im folgenden als

atypisch verteilte grine Punktsignale (AGP) bezeichnet.

Abb. 16: Gleiche Patienten wie in Abb.: 13 : Die durchgezogenen roten Linien
umranden den Bereich, in dem griine Punktsignale ausgezéahlt wurden. Links

gesunder Proband, rechts Malaria.

2.7 Durchfilhrung der Studie

Die Probanden dieser Studie wurden aus laufenden Studien im
Forschungslabor des Albert-Schweitzer-Krankenhaus rekrutiert. Nach der
Prifung der Einschluss- und Ausschlusskriterien wurde ein Proband in die
Untersuchung eingeschlossen.

Jedem Probanden wurde eine Studiennummer zugeteilt und das Datum der
Aufnahme vermerkt. Initialien, Geschlecht und Alter wurden aufgenommen. Um
den Probanden in seiner urspringlichen Studie eindeutig zu identifizieren,
wurde auf die betreffende Studie und Studiennummer verwiesen.

An klinischen und anamnestischen Daten wurden neben Aufnahmediagnose

und Anamnese die Dauer der Symptome, Temperatur, Verlauf der Infektion und
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Behandlung vermerkt. Diese Daten wurden entweder direkt vom Patienten
erfragt oder aus den Studienunterlagen der betreffenden Studie erhoben.

Im dicken Tropfen der Probanden wurde dann die Parasitamie von Plasmodium
spp. und der prozentuale Anteil von hamozoinhaltigen Monozyten (PCM) und
neutrophilen Granulozyten (PCN) bestimmt. Waren mehrere Dicke Tropfen
angefertigt worden, wurde der jeweils erste fiur die Studie als relevant
angesehen und ausgewertet.

Die Analyse des Cell-Dyn® filhrte zur Bestimmung von Differentialblutbild,
Erythrozytenzahl, Hamoglobin, Hamatokrit und Thrombozytenzahl. Die
einzelnen Analysen der Maschine wurden via Screenshot von der Arbeitsstation
der Analyseeinheit auf einen Computer ubertragen und mit geeigneten
Graphikprogrammen ausgewertet. Dabei wurden unter anderem die Anzahl der
atypisch verteilten violetten (AVP) und grinen Punktsignale (AGP) ermittelt. Die
Daten des Cell-Dyn®-Gerites und der Dicke Tropfen wurden vom selben
Untersucher analysiert, jedoch wurden die zu untersuchenden Objekttrager
verblindet, die Identitat der Probanden war nicht bekannt.

Samtliche erhobene Daten wurden erst auf Datenblatter notiert, dann in eine
elektronische Datenbank Ubertragen. Diese wurde schliellich statistisch

ausgewertet.

2.8 Methoden der statistischen Auswertung

Der Kolmogorov-Smirnov-Test wurde zur Prufung auf Normalverteilung der
Daten genutzt. Zur Analyse der Daten wurden der U-Test von Mann, Whitney
und Wilcoxon fur unverbundene, nicht normalverteilte Stichproben angewandt.
Korrelationen zwischen mikroskopischen und durchflusszytometrischen
Ergebnissen wurden mit Spearman’s Rho Uberpruft.

Die Sensitivitats- und Spezifitatsbestimmung des Blutanalysegerates zur
Diagnose einer Malariainfektion erfolgte durch Vierfeldertafeln.
Receiver-Operating-Characteristic-Kurven wurden berechnet, um die Testglte

der atypischen Punktsignale zum Nachweis von komplizierter Malaria zu prufen.
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3 Ergebnisse
3.1 Demographische Daten

3.1.1 Altersgruppen

Von insgesamt 1.046 Probanden waren 368 Kinder bis zum vollendeten 14.
Lebensjahr (197 weiblich, 171 mannlich). 678 Probanden waren alter als 14

Jahre alt, ausschliellich Frauen in verschiedenen Stadien der

Schwangerschaft.
Geschlecht
Altersgruppe
weiblich  mannlich Total
Kinder (bis 14. LJ) 197 171 368
Erwachsene (ab 15. LJ.) 678 0 678
Total 875 171 1.046

Tab. 1: Aufteilung der Probanden in Altersgruppen nach Geschlecht

3.1.2 Diagnosegruppen

807 der Probanden (718 weiblich, 89 mannlich) hatten keine Malaria, d.h.
waren gesund oder an einer anderen akuten oder chronischen Erkrankungen
als Malaria (z.B. Pneumonie, Harnwegsinfekt) erkrankt. Bei 55 weiblichen
Probanden konnte eine asymptomatische Parasitamie nachgewiesen werden.
133 Probanden (76 weiblich, 57 mannlich) zeigten eine unkomplizierte, 51

Probanden (26 weiblich, 25 mannlich) eine komplizierte Malaria.
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_ Geschlecht
Diagnosegruppen
weiblich mannlich| Total
keine Malaria 718 89 807
asympt. Parasitamie 55 0 55
unkompl. Malaria 76 57 133
kompl. Malaria 26 25 51
Total 875 171 1.046

Tab. 2: Aufteilung der Probanden in Diagnosegruppen und Geschlecht

3.1.3 Gesamtiibersicht des Patientenkollektives

Tabelle 3 zeigt eine Ubersicht iber die Gesamtheit des Patientenkollektives,

geordnet nach Geschlecht, Alter und Diagnose.

Diagnosengruppen
Altersgruppen | Geschlecht | keine | asympt. |unkompl.| kompl. Total
ota
Malaria | Parasit. | Malaria | Malaria
weiblich 127 44 26 197
Kinder
) mannlich 89 57 25 171
(bis 14. LJ)
Total 216 101 51 368
weiblich 591 55 32 678
Erwachsene
mannlich
(ab 15. LJ)
Total 591 55 32 678
weiblich 718 55 76 26 875
Total mannlich 89 57 25 171
Total 807 55 133 51 1.046

Tab. 3: Zusammensetzung der Studienpopulation; Darstellung von Fallzahlen in

den verschiedenen Altersgruppen, Diagnosegruppen und Geschlecht
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3.1.4 Zusammensetzung der nicht malariakranken Probanden

Von 1.046 rekrutierten Probanden zeigten 807 keine Zeichen einer
Malariainfektion ~ (asymptomatische  Parasitamie, = unkomplizierte = oder
komplizierte Malaria). 640 dieser Probanden waren klinisch gesund, 154 waren
akut an einer anderen Krankheit als Malaria erkrankt, bei 13 Probanden wies
die Anamnese und Krankenakte auf eine stattgefundene und behandelte

Malaria hin (Z.n. Malaria).

Nicht malariakranke Patienten N
gesund 128
Kinder
. krank 87
(bis 14. LJ)
Z.n. Malaria 1
gesund 512
Erwachsene
krank 67
(ab 15. LJ)
Z.n. Malaria 12
gesund 640
Total krank 154
Z.n. Malaria 13

Tab. 4: Zusammensetzung der nicht malariakranken Probanden

Bei den akut kranken Patienten wurden die in Tabelle 5 dargestellten
Diagnosen gestellt. Probanden mit unspezifischen (z.B. Kopfschmerzen) oder
chronischen (z.B. Rluckenschmerzen) Symptomen ohne Hinweise auf eine

akute Erkrankung wurden zu den gesunden Probanden gezahlt.
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Haufigste akute Erkrankungen N
Infektionen des Respirationstraktes 56
Hautinfektionen 35
Unklares Fieber 27
Gastroenteritis 11
Infektionen der Harnwege 10
HNO-Infektionen 7
Schwangerschaftskomplikationen 5
Andere bakterielle Infektionen 3
Total 154

Tab. 5: Darstellung der Diagnosen bei kranken Probanden, in Gruppen

zusammengefasst

3.1.5 Kriterienverteilung fir komplizierte Malaria

komplizierte Malaria N
schwere Anamie 19
Hyperparasitamie 19
Konvulsionen 15
Eintribung 12
Prostration 10
Koma 5
Hypoglykamie 3
ARDS/IRDS 3

Tab. 6: Darstellung der Diagnosen, die zur Klassifizierung der Malaria als

kompliziert fihrten (Mehrfachnennung maglich)
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In 184 Fallen wurde eine akute Malariainfektion diagnostiziert. Davon lag in 51
Fallen eine unkomplizierte Malaria vor. Tabelle 6 stellt die Befunde dar, welche
zu dieser Diagnose fuhrten, wobei in manchen Fallen mehr als eine Diagnose

gestellt wurde.

3.2 Ergebnisse von Mikroskopie und Cell-Dyn 30002
3.2.1 Hamozoinhaltige Leukozyten in Prozent (PCMs/PCNSs)

In beiden Altersgruppen sind die durchschnittliche Anzahl hamozoinhaltiger
Leukozyten signifikant verschieden zwischen den Gruppen der malariakranken

im Vergleich zu den gesunden Probanden (p<0,001).

Diagnosegruppen
Altersgruppen keine asympt. unkompl. kompl.
Malaria Parasit. Malaria Malaria
N 89 101 51
Kinder RW [in %] [ 0,0-4,0 0,0-50,0 | 1,0-53,0
(Geburt - 14. ME [in %] 0,0 7,0 15,0
L)) MW [in %] 0,1 9,5 17,8
Kl [in %] 0,0-0,2 75-11,4 |143-213
SA [in %)] 0,4 9,7 12,5
N 340 55 32
RWI[in%] | 0,0-6,0 | 0,0-8,0 | 0,0-27,0
Erwachsene|ME [in %)] 0,0 1,0 2,5
(ab 15. LJ) |MW [in %] 0,2 1,9 4,8
Kl [in %] 0,1-0,3 1,3-26 | 26-7,1
SA [in %)] 0,7 2,4 6,1

Tab. 7. Tabellarische Darstellung der Verteilung der ha&mozoinhaltigen
Monozyten in Prozent (N=Anzahl Probanden; RW=Reichweite; ME=Median;
MW=Mittelwert; KI=Konfidenzintervall; SA=Standardabweichung)
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Die hochsten durchschnittichen Hamozoinkonzentrationen sind in den beiden
Malariagruppen zu finden, mit signifikant hoheren Werten bei den komplizierten
Malariafallen (PCMs: 17,8% vs. 9,5% bei Kindern [p<0,001], bei Erwachsenen
4,8%; PCNs: 2,3% vs. 0,5% bei Kindern [p<0,001], bei Erwachsenen 0,8%:).
Geringere Werte zeigt die Gruppe der asymptomatischen Parasitamie (PCMs:
1,9%; PCNs: 0,1%), allerdings immer noch signifikant hdher als bei gesunden
Probanden (p<0,001). Nicht malariakranke Probanden zeigen nur in wenigen
Fallen einen meist geringen Prozentsatz an hamozoinhaltigen Monozyten
(PCMs: 0,1% bei Kindern respektive 0,2% bei Erwachsenen; PCNs: jeweils
0,0%).

Diagnosegruppen
Altersgruppen keine asympt. | unkompl. kompl.
Malaria Parasit. Malaria Malaria
N 89 101 51
Kinder RW [in%] | 0,0-0,0 0,0-2,5 | 0,0-18,0
(Geburt - 14. ME [in %] 0,0 0,5 1,5
L)) MW [in %] 0,0 0,5 2,3
Kl [in %] 0,0-0,0 0,4-0,7 1,5 - 3,1
SA [in %)] 0,0 0,6 2,9
N 340 55 32
RWI[in%] | 0,0-20 [ 0,0-1,0 | 0,0-9,5
Erwachsene|ME [in %)] 0,0 0,0 0,3
(ab 15. LJ) |MW [in %] 0,0 0,1 0,8
Kl [in %] 0,0-0,1 0,1-02 | 0,1-15
SA [in %)] 0,2 0,3 1,9

Tab. 8: Tabellarische Darstellung der Verteilung der hamozoinhaltigen
neutrophilen Granulozyten in Prozent (N=Anzahl Probanden; RW=Reichweite;
ME=Median; MW=Mittelwert; KI=Konfidenzintervall; SA=Standardabweichung)
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3.2.2 Atypische Punktsignale (AVPs/AGPs) und Scatterindex

Ahnlich wie bei den hamozoinhaltigen Leukozyten ist in beiden Altersgruppen
auch die durchschnittliche Anzahl atypischer Punktsignale und die Hohe des
Scatterindizes signifikant verschieden in den Gruppen der malariakranken im

Vergleich zu den gesunden Probanden (p<0,001).

Diagnosegruppen
Altersgruppen keine asympt. | unkompl. kompl.
Malaria Parasit. Malaria Malaria
N 216 101 51
RW 0-12 0-108 0-171
Kinder
ME 0 12 20
(Geburt -
MW 0 21 33
14. LJ)
Kl 0-0 17 - 26 22 -44
SA 1 24 38
N 591 55 32
RwW 0-10 0-28 0-67
ME 0 2 4
Erwachsene
MW 0 4 10
(ab 15. LJ)
Kl 0-0 2-6 5-16
SA 1 6 16

Tab. 9: Tabellarische Darstellung der Verteilung der atypischen violetten
Punktsignale  (N=Anzahl  Probanden; = RW=Reichweite;  ME=Median;
MW=Mittelwert; KI=Konfidenzintervall; SA=Standardabweichung)

Die hochsten durchschnittichen Mengen an atypischen Punktsignalen sind
auch in diesem Fall in den beiden Malariagruppen zu finden, mit signifikant
hdheren Werten bei den komplizierten Malariafallen (AVPs: 33 vs. 21 AVPs bei
Kindern [p=0,026], 10 AVPs bei Erwachsenen; AGPs: 15 vs. sechs AGPs bei
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Kindern [p<0,001], vier AGPs bei Erwachsenen; Scatterindex: 11,1 vs. 6,0 bei
Kindern [p=0,025], 3,4 bei Erwachsenen). Geringere Werte zeigt wiederum die
Gruppe der asymptomatischen Parasitamie (vier AVPs, ein AGP respektive ein
Scatterindex von 1,0), allerdings immer noch signifikant hoher als bei gesunden
Probanden (p<0,001). Bei nicht malariakranken Probanden werden nur in
wenigen Fallen und geringer Menge atypische Punktsignale nachgewiesen (null

AVPs und AGPs bei Kindern und Erwachsenen, Scatterindizes von jeweils 0,0).

Diagnosegruppen
Altersgruppen keine asympt. | unkompl. | kompl.
Malaria Parasit. Malaria Malaria
N 216 101 51
RW 0-2 0-37 0-68
Kinder
ME 0 3 10
(Geburt -
MW 0 6 15
14. LJ)
Kl 0-0 5-8 11-19
SA 0 8 14
N 591 55 32
RW 0-2 0-15 0-29
ME 0 0 1
Erwachsene
MW 0 1 4
(ab 15. LJ)
Kl 0-0 0-1 2-6
SA 0 2 6

Tab. 10: Tabellarische Darstellung der Verteilung der atypischen griinen
Punktsignale = (N=Anzahl  Probanden; @ RW=Reichweite;  ME=Median;
MW=Mittelwert; KI=Konfidenzintervall; SA=Standardabweichung)
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Scatterindex
Altersgruppen keine asympt. unkompl. kompl.
Malaria Parasit. Malaria Malaria
N 216 101 51
RwW 0,0-1,9 0,0-352 | 0,0-82,2
Kinder
ME 0,0 3,1 5,1
(Geburt -
MW 0,0 6,0 11,1
14. LJ)
Kl 0,0-0,0 46-75 | 6,5-15,7
SA 0,1 7.4 16,4
N 591 55 32
RwW 0,0-24 0,0-8,7 | 0,0-331
ME 0,0 0,4 0,7
Erwachsene
MW 0,0 1,0 3,4
(ab 15. LJ)
Kl 0,0-0,1 0,5-14 1,1-57
SA 0,2 1,7 6,4

Tab.11: Tabellarische Darstellung der Verteilung der Scatterindizes (N=Anzahl
der Probanden; RW=Reichweite; ME=Median; MW=Mittelwert;
KI=Konfidenzintervall; SA=Standardabweichung)

3.3 Korrelationen

Korreliert wurden atypische violette bzw. griune Punktsignale und
hamozoinhaltige Monozyten bzw. neutrophile Granulozyten pro Mikroliter. Dazu
wurden die mikroskopisch bestimmten prozentualen Anteile an pigmenthaltigen
Leukozyten auf einen absoluten Wert hochgerechnet (Anzahl der

hamozoinhaltigen Leukozyten pro Mikroliter).

3.3.1 Korrelation zwischen PCMs und AVPs

Die Korrelation zwischen PCMs und AVPs ergibt ein Spearman’s Rho von
0,813 (p<0,001).
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Abb. 17: Darstellung der Korrelation zwischen absoluter Anzahl
hamozoinhaltiger Monozyten (pro Mikroliter) und atypischer violetter
Punktsignale. Spearman’s Rho r=0,813 (p<0,001).

3.3.2 Korrelation zwischen PCNs und AGPs

Die Korrelation zwischen PCNs und AGPs ergibt ein Spearman’s Rho von
0,635 (p<0,001).
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Abb. 18: Darstellung der Korrelation zwischen absoluter Anzahl

hamozoinhaltiger neutrophilen Granulozyten (pro Mikroliter) und atypischer
gruner Punktsignale. Spearman’s Rho r=0,635 (p<0,001).

3.4 Vergleich zwischen Mikroskopie und Durchflusszytometrie

Fir den Vergleich zwischen mikroskopisch und durchflusszytometrisch
ermittelten Hamozoinbestimmung (PCMs/PCNs und AVPs/AGPs) wurden 688
von den 1.046 Patientenproben ausgewahlt. Bei lhnen waren neben den
durchflusszytometrischen Analysen auch die Bestimmung der prozentualen
Anteilen an pigmenthaltigen Leukozyten erfolgt. Die Ubrigen 358 Probanden

wurden in diese Untersuchung nicht eingeschlossen.
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3.4.1 Vergleich zwischen PCMs und AVPs

Von 668 Probanden hatten 205 sowohl

hamozoinhaltige Monozyten, als auch atypische violette Punktsignale. 359

mikroskopisch nachweisbare

wiesen weder PCMs noch AVPs auf. Bei 72 mikroskopisch negativen

Probanden wurden AVPs nachgewiesen, 32 Probanden ohne AVPs hatten

PCMs im Blut.

Diagnose : AVPs : Total
nein ja
PCMs nein 344 53 397
keine Malaria ja 20 12 32
Total 364 65 429
PCMs nein 12 10 22
asympt. Parasit. ja 2 31 33
Total 14 41 55
PCMs nein 3 9 12
unkompl. Malaria ja 9 112 121
Total 12 121 133
PCMs nein 0 0 0
kompl. Malaria ja 1 50 51
Total 1 50 51

Tab. 12: PCMs innerhalb der einzelnen Diagnosen gegen AVPs aufgetragen.
Blau markiert sind Ubereinstimmende Ergebnisse der Mikroskopie bzw.
Durchflusszytometrie, rot die Anzahl der richtig identifizierten Probanden (bei

asymptomatischer Parasitamie wurde auf diese Markierung verzichtet).

Diese Ergebnisse lassen sich noch weiter auf die Diagnosen aufteilen:
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Keine Malaria: 344 Probanden hatten weder durchflusszytometrisch noch
mikroskopisch nachweisbare pigmenthaltige Monozyten, in 12 Fallen wurden
mit beiden Methoden hamozoinhaltige Monozyten nachgewiesen.

Daruber hinaus traten auf:

- PCM negativ/AVP positiv: 53 Probanden, die zwischen einem und sechs
AVPs aufwiesen. Funf dieser Probanden waren wegen Malaria
behandelt worden. Bei elf der dbrigen Probanden lagen die Punktsignale
gerade noch uUber der Schwelle.

- PCM positiv/AVP negativ: 20 Probanden, die zwischen einem und zwei
PCMs aufwiesen. Bei vier dieser Probanden waren violette Punktsignale

(ein bis zwei Signale) direkt auf der Schwelle zu finden.

Asymptomatische Parasitamie: In 12 Fallen wurden sowohl vom Gerat als auch
mikroskopisch keine pigmenthaltige Monozyten gefunden, bei 31 Probanden
waren sie mit beiden Methoden nachweisbar.
Daruber hinaus traten auf:
-  PCM negativ/AVP positiv: Zehn Probanden, die zwischen einem und
sieben AVPs aufwiesen.
- PCM positiv/AVP negativ: Zwei Probanden, die zwischen einem und
zwei PCMs aufwiesen. Bei einem dieser Probanden war ein violettes

Punktsignal direkt auf der Schwelle zu finden.

Unkomplizierte Malaria: 112 Probanden hatten nachweisbare hamozoinhaltige
Monozyten und atypische violette Punktsignale. In drei Fallen konnten weder
durchflusszytometrisch noch mikroskopisch pigmenthaltige =~ Monozyten
gefunden werden. Darlber hinaus traten auf:

- PCM negativ/AVP positiv.: Neun Probanden, die zwischen einem und 12
AVPs aufwiesen. Bei einem der Probanden lagen die Punktsignale
gerade noch Uber der Schwelle.

- PCM positiv/AVP negativ.: Neun Probanden, die zwischen einem und
zwei PCMs aufwiesen. Bei sieben dieser Probanden waren violette

Punktsignale (ein bis drei Signale) direkt auf der Schwelle zu finden.

69



Komplizierte Malaria: In 50 Fallen wurden mit beiden Methoden pigmenthaltige
Monozyten nachgewiesen.
Daruber hinaus traten auf:

- PCM negativ/AVP positiv: Kein Proband.

- AVP negativ/PCM positiv: Ein Proband, der fiunf PCMs aufwies.

Tabelle 13 zeigt die relativen Anteile der positiven Hamozoinnachweise bei

Probanden ohne, mit unkomplizierter und komplizierter Malaria.

) Positiver Hdmozoinnachweis (in %)
Diagnosen
Mikroskopie Durchflusszytometrie
keine Malaria 7,5 15,2
unkompl. Malaria 91,0 91,0
kompl. Malaria 100,0 98,0

Tab. 13: relative Frequenzen der positiven Hamozoinnachweise durch
Mikroskopie (PCMs) bzw. Durchflusszytometrie (AVPS)

Es fallt auf, dass bei malariakranke Patienten (komplizierte und unkomplizierte
Malaria) durch die Mikroskopie und Durchflusszytometrie in ahnlich hohen
Anteilen pigmenthaltige Monozyten nachgewiesen werden konnen (relative
Frequenzen positiven Hamozoinnachweises bei unkomplizierter Malaria 91%
sowohl bei mikroskopischer als auch durchflusszytometrischer Auswertung, bei
komplizierter Malaria 100%, respektive 98%). Bei den neun unkomplizierten
Malariafallen, die keine AVPs zeigten, waren bei sieben Probanden violette
Punktsignale nachgewiesen worden, die allerdings auf der Schwelle lagen und
so nicht als atypisch gewertet wurden.

Bei atypischen Parasitamien erbrachte die Analyse mit der Cell-Dyn 3000°
haufiger einen positiven Hdmozoinnachweis als die Mikroskopie. In 41 von 55

Fallen von asymptomatischer Parasitamie wurden AVPs detektiert,
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mikroskopisch nachweisbare Hamozoineinschlisse wurden nur in 33 Fallen
gefunden.

Der grofte Unterschied ist bei den nicht malariakranken Probanden zu
vermerken: die Cell-Dyn 3000® detektierte hdmozoinhaltige Monozyten bei 33
Patienten mehr als die Mikroskopie (relative Frequenzen: 7,5%

mikrokoskopisch und 15,2% flusszytometrisch positiver Hdmozoinnachweis).

3.4.2 Vergleich zwischen PCNs und AGPs

Von 668 Probanden hatten 111 sowohl mikroskopisch nachweisbare
hamozoinhaltige Neutrophile als auch atypische grune Punktsignale. 453
wiesen weder PCNs noch AGPs auf. Bei 65 mikroskopisch negativen
Probanden wurden AGPs nachgewiesen, 39 Probanden ohne AGPs hatten
PCNs im Blut.

Diese Ergebnisse lassen sich noch weiter auf die Diagnosen aufteilen:

Keine Malaria: 396 Probanden hatten weder durchflusszytometrisch noch
mikroskopisch nachweisbare pigmenthaltige Monozyten, in einem Fall wurden
mit beiden Methoden hamozoinhaltige Monozyten nachgewiesen.

Daruber hinaus traten auf:

- PCN negativ/AGP positiv: 16 Probanden, die zwischen einem und zwei
AGPs aufwiesen. Zwei dieser Probanden waren wegen Malaria
behandelt worden. Bei sieben der Uubrigen Probanden lag eine
Eosinophilie vor. In acht Fallen waren die AGPs aulRerdem in
unmittelbarer Nahe der Schwelle.

- PCN positiv/AGP negativ: 16 Probanden, die zwischen 0,5 und zwei
PCNs aufwiesen. Bei vier der ubrigen Probanden waren ein bis zwei

grune Punktsignale nahe des Analysebereichs zu finden.
Asymptomatische Parasitamie: In 37 Fallen wurden sowohl vom Gerat als auch

mikroskopisch keine pigmenthaltige Monozyten gefunden, bei sieben

Probanden waren sie mit beiden Methoden nachweisbar.
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Darlber hinaus traten auf:
- PCN negativ/AGP positiv: vier Probanden, die je ein AGP aufwiesen. In
einem Fall waren die AGPs in unmittelbarer Nahe der Schwelle.
- PCN positiv/AGP negativ: sieben Probanden, die zwischen 0,5 und
einem PCN aufwiesen. Bei zwei Probanden waren grine Punktsignale

(ein bzw. funf Signale) nahe des Analysebereichs zu finden.

Unkomplizierte Malaria: 58 Probanden hatten nachweisbare hamozoinhaltige
Monozyten und atypische violette Punktsignale. In 19 Fallen konnten weder
durchflusszytometrisch noch mikroskopisch pigmenthaltige =~ Monozyten
gefunden werden. DarUber hinaus traten auf:

- PCN negativ/AGP positiv: 41 Probanden, die zwischen einem und 16
AGPs aufwiesen. In zwei Fallen waren die AGPs auferdem in
unmittelbarer Nahe der Schwelle.

- PCN positiv/JAGP negativ: 15 Probanden, die zwischen 0,5 und einem
PCN aufwiesen. Bei funf dieser Probanden waren zwischen einem und

vier grine Punktsignale nahe des Analysebereichs zu finden.

Komplizierte Malaria: In 45 Fallen wurden mit beiden Methoden pigmenthaltige
Monozyten nachgewiesen. Ein Proband hatte weder durchflusszytometrisch
noch mikroskopisch nachweisbare pigmenthaltige Monozyten.
Darlber hinaus traten auf:
- PCN negativ/AGP positiv: Vier Probanden, die zwischen einem und 16
AGPs aufwiesen.
- PCN positiv/AGP negativ: Ein Proband, der 0,5 PCNs aufwies.
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Diagnose : AGPs : Total
nein ja

PCNs nein 396 16 412

keine Malaria ja 16 1 17
Total 412 17 429

PCNs nein 37 4 41

asympt. Parasit. ja 7 7 14
Total 44 11 55

PCNs nein 19 41 60

unkompl. Malaria ja 15 58 73
Total 34 99 133

PCNs nein 1 4 5

kompl. Malaria ja 1 45 46
Total 2 49 51

Tab. 14: PCNs innerhalb der einzelnen Diagnosen gegen AGPs aufgetragen.

Blau markiert sind Ubereinstimmende Ergebnisse der

Mikroskopie bzw.

Durchflusszytometrie, rot die Anzahl der richtig identifizierten Probanden (bei

asymptomatischer Parasitamie wurde auf diese Markierung verzichtet).

] Positiver Hdmozoinnachweis (in %)
Diagnosen
Mikroskopie Durchflusszytometrie
keine Malaria 4,0 4,0
unkompl. Malaria 54,9 74,4
kompl. Malaria 90,2 96,1

Tab. 15: relative Frequenzen der

Mikroskopie (PCNs) bzw. Durchflusszytometrie (AGPS)
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Tabelle 15 zeigt die relativen Anteile der positiven Hamozoinnachweise bei
Probanden ohne, mit unkomplizierter und komplizierter Malaria.

Der Nachweis von pigmenthaltigen Neutrophilen bei Patienten mit
unkomplizierter Malaria gelingt deutlich besser durch durchflusszytometrische
als durch mikroskopische Untersuchung (relative Frequenzen positiven
Hamozoinnachweises bei unkomplizierter Malaria: 74,4% respektive 54,9%).
Bei komplizierter Malaria sind die Unterschiede nur sehr gering (96,1%,
respektive 90,2%).

Im Unterschied zu hamozoinhaltigen Monozyten konnten hamozoinhaltige
Neutrophile bei asymptomatischer Parasitamie nur in wenigen Fallen
nachgewiesen werden (AGPs: vier von 55 Fallen, PCNs: sieben von 55 Fallen).
Nicht malariakranke Probanden =zeigten in 396 von 429 Fallen weder
mikroskopische noch durchflusszytometrische Anzeichen von Neutrophilen mit
Hamozoineinschlissen. In je 16 Fallen konnten jedoch entweder AGPs oder

PCNs nachgewiesen werden.

3.5 Sensitivitat und Sperzifitat der Cell-Dyn 30002 fiir akute Malaria

Im folgenden soll gepruft werden, ob der positive Nachweis von atypischen
Punktsignalen als diagnostischer Test fur eine Malariainfektion herangezogen
werden kann.

Die Sensitivitat und Spezifitat der Cell-Dyn 3000° wurde getrennt fiir 368 Kinder
(Geburt bis zur Vollendung des 14. Lebensjahres) und 678 Erwachsene (ab 15.
Lebensjahr) berechnet. Unkomplizierte Malaria und komplizierte Malaria wurden
zu ,akuter Malaria“ zusammengefasst, in den Tabellen aber nochmals getrennt
aufgezeigt. Die Gruppe ,keine akute Malaria“ beinhaltet Probanden, die nicht an
Malaria erkrankt waren oder eine asymptomatische Parasitamie zeigten.

Letztere wurde in den Tabellen ebenfalls getrennt dargestellt.
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3.5.1 Sensitivitat und Spezifitat bei Kindern
3.5.1.1 AVPs vs. akute Malaria

Sensitivitat und Spezifitat in der Gruppe der Probanden bis einschlieldlich 14.
Lebensjahr betragen jeweils 95,4%, positiver und negativer Vorhersagewert
sind 94,6% und 96,7 %.

Von 216 nicht malariakranken Probanden zeigten nur zehn atypische violette
Punktsignale. Die Gruppe dieser zehn falsch positiven Ergebnisse teilt sich wie
folgt auf:

- Ein Proband hatte sechs Wochen zuvor eine akute Malaria und wurde
behandelt. Im Blut wurden keine Parasiten mehr nachgewiesen,
allerdings noch geringe Mengen von hamozoinhaltigen Monozyten. 12
AVPs konnten im Scattergramm nachgewiesen werden.

- Ein weiterer Proband zeigte funf AVPs; aulier Fieber konnten bei ihm
keine Zeichen einer abgelaufenen oder akuten Malaria festgestellt
werden, ebenso wenig Parasiten oder hamozoinhaltige Monozyten.

- Die ubrigen acht Probanden waren gesund. Sie prasentierten nur
geringe Mengen von AVPs (ein bis zwei AVPs), die aulerdem in der

Nahe der Unterscheidungsschwelle lagen.

Bei sieben von 152 Probanden mit akuter Malaria konnten keine atypischen
violetten Punktsignale nachgewiesen werden, von denen nur einer eine
komplizierte Malaria aufwies. Auffallend ist, dass die falsch negativen
Probanden haufiger bei unkomplizierter Malaria (sechs von 101) als bei
komplizierter Malaria (einer von 51) auftreten.
Die Gruppe dieser sieben falsch negativen Ergebnisse teilt sich wie folgt auf:
- ein Proband mit komplizierter Malaria, bei dem keinerlei AVPs
nachgewiesen werden konnten, obwohl hamozoinhaltige Monozyten im

Blut zu finden waren (funf Prozent);
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- vier Patienten mit unkomplizierter Malaria mit Nachweis von ein bis drei
violetten Punktsignalen auf der Schwelle und ein bis zwei Prozent
hamozoinhaltigen Monozyten im peripheren Blut;

- zwei Patienten mit unkomplizierter Malaria, bei denen weder AVPs noch

hamozoinhaltige Monozyten nachgewiesen werden konnten.

. AVPs
Diagnose Total
nein ja

keine akute Malaria 206 10 216
akute Malaria 7 145 152
- unkompl. Malaria 6 95 101

- kompl. Malaria 1 50 51
Total 213 155 368

Tab. 16: AVPs gegen akute Malaria fur Kinder

3.5.1.2 AGPs vs. akute Malaria

Sensitivitat und Spezifitat in der Gruppe der Probanden bis einschlieldlich 14.
Lebensjahr betragen 82,9% bzw. 96,3%; positiver und negativer
Vorhersagewert sind 94,3% und 88,9%.

Von 216 nicht malariakranken Probanden zeigten nur acht atypische grine
Punktsignale. Die Gruppe dieser acht falsch positiven Ergebnisse teilt sich wie
folgt auf:
- Ein Proband hatte sechs Wochen zuvor eine akute Malaria und war
behandelt worden. Im Blut wurden keine Parasiten mehr nachgewiesen,
auch keine hamozoinhaltigen Neutrophilen. Ein AGP konnte im
Scattergramm nachgewiesen werden.
- Drei Patienten waren erkrankt (unklares Fieber, URTI), es konnten aber
keine klinischen oder mikroskopischen Zeichen einer Malariainfektion

gefunden werden. Jeweils ein AGP wurde gefunden.
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- Vier weitere Patienten waren gesund. Sie prasentierten ebenfalls geringe
Mengen von AGPs (ein bis zwei AGPs), allerdings keine

hamozoinhaltigen Neutrophilen.

Bei 26 von 152 Probanden mit akuter Malaria konnten keine griinen
Punktsignale nachgewiesen werden. Auffallend ist, dass auch hier die falsch
negativen Probanden haufiger bei unkomplizierter Malaria (24 von 101) als bei
komplizierter Malaria (zwei von 51) auftreten.

Die Gruppe dieser sieben falsch negativen Ergebnisse teilt sich wie folgt auf:

- elf Patienten mit Malaria (zehn unkomplizierte, ein komplizierter Fall), bei
denen mikroskopisch geringe Mengen von Hamozoin in Neutrophilen
nachgewiesen werden konnte (0,5 bis ein Prozent);

- 13 Patienten mit Malaria (12 unkomplizierte, ein komplizierter Fall), bei

denen mikroskopisch keine hamozoinhaltigen Neutrophilen gefunden

wurden.
Diagnose : AGPs : Total
nein ja
keine akute Malaria 208 8 216
akute Malaria 26 126 152
- unkompl. Malaria 24 77 101
- kompl. Malaria 2 49 51
Total 234 134 368

Tab. 17: AGPs gegen akute Malaria fur Kinder

3.5.2 Sensitivitat und Spezifitdt bei Erwachsenen
3.5.2.1 AVPs vs. akute Malaria

Sensitivitat und Spezifitat in der Gruppe der erwachsenen Probanden betragen

81,3% bzw. 83,6%; positiver und negativer Vorhersagewert sind 19,7% und
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98,9%. Die Anzahl der falsch positiven und negativen ist mehr als dreimal so
hoch wie bei den Kindern.

Im Unterschied zu den jungeren existiert bei den alteren Probanden eine grolRe
Gruppe von Patienten mit asymptomatischer Parasitamie, die nicht zur akuten
Malaria gezahlt wurden. Malariapatienten prasentieren ausschlieRlich

unkomplizierte Malaria.

Von 646 nicht malariakranken Probanden zeigten 106 atypische violette
Punktsignale. Die Gruppe dieser 106 falsch positiven Ergebnisse teilt sich wie
folgt auf:

- 12 Probanden waren in den vergangenen sechs Wochen an Malaria
erkrankt und behandelt worden. Bei ihnen konnten zwischen einem und
zehn AVPs nachgewiesen werden. Sieben dieser Probanden hatten
nachweisbare Mengen von hamozoinhaltigen Monozyten im Blut (ein bis
funf Prozent).

- 41 Probanden prasentierten eine asymptomatische Parasitamie bei
Untersuchung. Die Anzahl der AVPs schwankten zwischen einem und 28
Signalen. 31 dieser Probanden hatten nachweisbare Mengen von
hamozoinhaltigen Monozyten im Blut (ein bis acht Prozent).

- In funf Fallen war innerhalb vier Wochen vor (drei Falle) bzw. danach
(zwei Falle) eine asymptomatische Parasitamie aufgetreten. Zwischen
einem und zwei AVPs traten auf, nur ein Patient hatte hamozoinhaltige
Monozyten im Blut (zwei Prozent).

- In 14 Fallen traten unspezifische Zeichen auf, die auf eine
Malariainfektion hinweisen koénnten (Thrombozytamie [<140.000/ul],
ausgepragte Anamie [Hb <8 mg/dl], Fieberepisoden mit Erbrechen,
Kopfschmerzen). Bei diesen Probanden konnten zwischen einem und
vier AVPs nachgewiesen werden; nur bei einem wurden hamozoinhaltige
Monozyten entdeckt (zwei Prozent).

- 34 Probanden waren gesund, sie hatten zwischen einem und vier AVPs.

Nur bei drei konnten hamozoinhaltige Monozyten im Blut gefunden
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werden (ein bis zwei Prozent). Bei neun dieser Probanden befanden sich

die AVPs in unmittelbarer Nahe zur Unterscheidungsschwelle.

Bei sechs von 32 Probanden mit akuter Malaria konnten keine atypischen
violetten Punktsignale nachgewiesen werden. Die Gruppe dieser sechs falsch
negativen Ergebnisse teilt sich wie folgt auf:
- zwei Probanden mit unkomplizierter Malaria, bei denen keinerlei AVPs
nachgewiesen werden konnten, obwohl hamozoinhaltige Monozyten im
Blut zu finden waren (ein bzw. zwei Prozent);
- drei Patienten mit unkomplizierter Malaria mit Nachweis von mit je einem
violetten Punktsignal auf der Schwelle und hamozoinhaltigen Monozyten
im peripheren Blut (ein bis zwei Prozent);
- ein Patient mit unkomplizierter Malaria, bei dem weder AVPs noch

hamozoinhaltige Monozyten nachgewiesen werden konnten.

. AVPs
Diagnose Total
nein ja

keine akute Malaria 540 106 646
-asympt. Parasit. 14 41 55
akute Malaria 6 26 32
-unkompl. Malaria 6 26 32
Total 546 132 678

Tab. 18: AVPs gegen akute Malaria fir Erwachsene

3.5.2.2 AGPs vs. akute Malaria

Sensitivitat und Spezifitat in der Gruppe der erwachsenen Probanden betragen
68,8% bzw. 95,2%; positiver und negativer Vorhersagewert sind 41,5% und
98,4%.
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Von 646 nicht malariakranken Probanden zeigten 31 atypische grune

Punktsignale. Die Gruppe dieser 31 falsch positiven Ergebnisse teilt sich wie

folgt auf:

Ein Proband hatte einige Tage zuvor eine akute Malaria und war
behandelt worden. Im Blut wurden keine Parasiten mehr nachgewiesen,
auch keine hamozoinhaltigen Neutrophilen. Zwei AGP konnten im
Scattergramm nachgewiesen werden.

Elf Probanden prasentierten eine asymptomatische Parasitamie mit
zwischen einem und 17 AGPs. Bei sieben konnten hamozoinhaltige
Neutrophile nachgewiesen werden (0,5 bis ein Prozent).

In acht Fallen traten unspezifische Zeichen auf, die auf eine
Malariainfektion hinweisen koénnten (Thrombozytamie [<140.000/ul],
ausgepragte Anamie [Hb <8mg/dl]). Bei diesen Probanden konnten
zwischen einem und zwei AGPs nachgewiesen werden; allerdings
wurden bei keinem dieser Probanden hamozoinhaltige Neutrophile
entdeckt.

Elf weitere Patienten waren gesund. Sie prasentierten ebenfalls geringe
Mengen von AGPs (ein bis zwei AGPs), allerdings keine

hamozoinhaltigen Neutrophilen.

Von 32 malariakranken Probanden zeigten zehn keine atypischen grinen

Punktsignale. Die Gruppe dieser elf falsch negativen Ergebnisse teilt sich wie

folgt auf:

funf Patienten mit unkomplizierter Malaria, bei denen mikroskopisch
geringe Mengen von Hamozoin in Neutrophilen nachgewiesen werden
konnte (0,5 Prozent);

funf Patienten mit unkomplizierter Malaria, bei denen mikroskopisch

keine hamozoinhaltigen Neutrophilen gefunden wurden.
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. AGPs
Diagnose Total
nein ja

keine akute Malaria 615 31 646
-asympt. Parasit. 44 11 55
akute Malaria 10 22 32
-unkompl. Malaria 10 22 32
Total 625 53 678

Tab. 19: AGPs gegen akute Malaria fur Erwachsene

3.6 Untersuchungen zur Prognoseerhebung durch die Cell-Dyn 30002

In der Altersgruppe der Kinder (Geburt bis vollendetes 14. Lebensjahr) wurden
die Unterschiede zwischen unkomplizierter und komplizierter Malaria naher
beleuchtet. Insbesondere wurde untersucht, ob anhand der Ergebnisse der
durchflusszytometrischen Ergebnisse eine automatische Klassifikation der
Malaria in kompliziert und unkompliziert moglich ist.

Verglichen wurde die Anzahl der AVPs, der AGPs und der Hohe des
Scatterindizes im 90°/90°depol-Scatterplot der Cell-Dyn 3000® bei

unkomplizierter und komplizierter Malaria.

3.6.1 AVPs bei unkomplizierter und komplizierter Malaria

Das arithmetische Mittel betragt in der Gruppe der unkomplizierten bzw.
komplizierten Malariafalle 21 respektive 33 (Konfidenzintervalle: 17 — 26
respektive 22 — 44). Der Unterschied ist signifikant mit p=0,026 (*).
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unkompl. Malaria| Signifikanz | kompl. Malaria
Anzahl N 101 51
Reichweite 0-108 0-171
Median 12 20
p=0,026
arithm. Mittelwert 21 33
[Konfidenzintervall] 17 - 26 22 -44
Standardabweichung 24 38

Tab. 20: Tabellarische Darstellung der Verteilung von AVPs bei Kindern mit

unkomplizierter und komplizierter Malaria (Unterschied signifikant mit p=0,026)
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Abb. 19: Boxplot (li.)und Error-Bar-Diagramm (re.). Diagnosen auf der Abszisse,
Anzahl der AVPs auf der Ordinate aufgetragen. Boxplot: 5%-, 25%-, 50%-,
75%- und 95%-Perzentilen; Error-Bar-Diagramm: Arithmetische Mittelwerte und
95%-Konfidenzintervalle (p=0,026 [*]).

3.6.2 AGPs bei unkomplizierter und komplizierter Malaria

Das arithmetische Mittel betragt in der Gruppe der unkomplizierten bzw.
komplizierten Malariafalle 6 respektive 15 (Konfidenzintervalle: 5 — 8 respektive
11 — 19). Der Unterschied ist signifikant mit p<0,001 (*).
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unkompl. Malaria| Signifikanz | kompl. Malaria
Anzahl N 101 51
Reichweite 0-37 0-68
Median 3 10
p<0,001
arithm. Mittelwert 6 15
[Konfidenzintervall] 5-8 11-19
Standardabweichung 8 14

Tab. 21: Tabellarische Darstellung der Verteilung von AVPs bei Kindern mit

unkomplizierter und komplizierter Malaria (Unterschied signifikant mit p<0,001)

(4 HiS
o o
| |
*

Anzahl der AGPs
|
[ |
|
|
|

=
L]
|

—

o
|

Anzahl der AGPs [95% Kl]

|
unkomliziert

kompliziert

Schwere der Malaria

Abb. 20: Boxplot (li.)und Error-Bar-Diagramm (re.). Diagnosen auf der Abszisse,
Anzahl der AGPs auf der Ordinate aufgetragen. Boxplot: 5%-, 25%-, 50%-,

75%- und 95%-Perzentilen; Error-Bar-Diagramm: Arithmetische Mittelwerte und

95%-Konfidenzintervalle (p<0,001 [*]).
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3.6.3 Scatterindizes bei unkomplizierter und komplizierter Malaria

Verglichen wurde die Scatterindizes im 90°/90°depol-Scatterplot der Cell-Dyn

3000°.
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Das arithmetische Mittel betragt in der Gruppe der unkomplizierten bzw.
komplizierten Malariafalle 6,0 respektive 11,1 (Konfidenzintervalle: 4,6 — 7,5
respektive 6,5 — 15,7). Der Unterschied ist signifikant mit p=0,025 (*).

unkompl. Malaria| Signifikanz | kompl. Malaria
Anzahl N 101 51
Reichweite 0,0-35,2 0,0-82,2
Median 3,1 5.1
P=0,025

arithm. Mittelwert 6,0 11,1
[Konfidenzintervall] 46-75 6,5-15,7
Standardabweichung 7.4 16,4

Tab. 22: Tabellarische Darstellung der Verteilung der Scatterindizes bei Kindern
mit unkomplizierter und komplizierter Malaria (Unterschied signifikant mit
p=0,025)
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Abb. 21: Boxplot (li.)und Error-Bar-Diagramm (re.). Diagnosen auf der Abszisse,
Hohe des Scatterindizes auf der Ordinate aufgetragen. Boxplot: 5%-, 25%-,
50%-, 75%- wund 95%-Perzentilen; Error-Bar-Diagramm: Arithmetische
Mittelwerte und 95%-Konfidenzintervalle (p=0,025 [*]) .
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3.6.4 ROC-Kurven fur komplizierte Malaria

Zur Bestimmung der Testgute von AVPs, AGPs und Scatterindex zum
Nachweis von  komplizierter = Malaria  wurden  Receiver-Operating-
Characteristics-Kurven (ROC-Kurven) bestimmt. Die Flache unter der Kurve
betragt fur AVPs 0,610, fir AGPs 0,756 und fir den Scatterindex 0,612.

Die gefunden Werte fur atypische violette Punktsignale und Scatterindex sind

als schlecht zu beurteilen, das Ergebnis fur atypische grine Punktsignale als

befriedigend.
1.8
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Abb. 22: ROC-Kurve fur atypische Punktsignale und Scatterindex. Die Flache
unter der Kurve betragt 0,610 (AVPs), 0,756 (AGPs) bzw. 0,612 (Scatterindex).

Cut-Off-Schwellen wurden fir die einzelnen Testvariablen bestimmt und deren

Sensitivitat und Spezifitat dargestellt. Ein Test gilt als positiv fur komplizierte

Malaria, wenn der Wert der Schwelle erreicht oder Gberschritten wird.
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Cut-Off Sensitivitat Spezifitat
1 0,98 0,06
3 0,96 0,22
5 0,90 0,27
7 0,78 0,37
10 0,71 0,44
15 0,63 0,54
20 0,51 0,64
30 0,31 0,76
50 0,18 0,85
100 0,08 0,98

Tab. 23: Sensitivitat und Spezifitat fir verschiedene Schwellen bei AVPs

Cut-Off Sensitivitat Spezifitat
1 0,96 0,24
2 0,94 0,32
3 0,90 0,44
5 0,78 0,60
7 0,65 0,68
10 0,57 0,76
15 0,37 0,88

20 0,29 0,92
30 0,08 0,98
50 0,06 1,00

Tab. 24: Sensitivitat und Spezifitat fur verschiedene Schwellen bei AGPs
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Tab. 25: Sensitivitat

Scatterindexes

Cut-Off Sensitivitat Spezifitat
0,1 0,98 0,06
0,5 0,96 0,18
0,7 0,92 0,26
1,0 0,82 0,33
2,0 0,75 0,37
3,0 0,65 0,47
5,0 0,51 0,66
10,0 0,29 0,77
20,0 0,16 0,94
30,0 0,10 0,98

und Spezifitat
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4 Diskussion

4.1 Demographische Daten

Es fallt auf, dass die Altersgruppe der Erwachsenen zahlenmallig am starksten
vertreten ist. Auffallend ist ebenfalls der ausgepragte Geschlechterbias:
wahrend bei den Probanden bis zum vollendeten 14. Lebensjahr die beiden
Geschlechter ungefahr gleichmalig vertreten sind, besteht die Gruppe der
Erwachsenen nur aus Frauen. Hinzu kommt, dass diese Frauen ohne
Ausnahme schwanger waren.

Auch bei der Diagnosenverteilung fallt der Geschlechterbias ins Auge: Der
Hauptteil der nicht malariakranken Probanden sind Frauen, ebenfalls der
Probanden mit asymptomatischer Parasitamie. In der Gruppe der
unkomplizierten Malariaerkrankten ist dieser Unterschied schon geringer, aber
immer noch sichtbar. Nur die Gruppe der Probanden mit komplizierter Malaria
scheint gleich verteilt zu sein.

Diese groflen Unterschiede sind durch die Auswahl der Studienpopulation
bedingt, da nur bereits in andere Studien eingeschlossene Probanden in die
vorliegende Studie aufgenommen wurden.

Insbesondere Sensitivitats- und Spezifitatsberechnungen mussen so mit
Vorsicht bedacht werden: Zwar wurden innerhalb des Studienzeitraumes alle
Probanden, welche die Einschlusskriterien erfullten, in die Studie
aufgenommen. Dadurch wurden aber unreprasentativ viele malariakranke
Probanden ausgewahlt. Ein groRer Teil der sogenannten nicht malariakranken
Probanden ist aulerdem keineswegs gesund, sondern anderweitig erkrankt.
Die  Studienpopulation stellt einen  Querschnitt  durch  diejenige
Patientenpopulation dar, die im Forschungslabor an Studien teilgenommen hat,

somit sind die Ergebnisse nur bedingt reprasentativ fur die Gesamtbevolkerung.
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4.2 Ergebnisse von Mikroskopie und Cell-Dyn 30002
4.2.1 Hamozoinhaltige Leukozyten (PCMs und PCNSs)

Die Ergebnisse der mikroskopischen Untersuchungen zeigen, dass im Blut von
gesunden, asymptomatischen und an unkomplizierter bzw. komplizierter
Malaria erkrankter Probanden signifikant verschiedene Mengen von
hamozoinhaltigen Leukozyten nachweisbar sind, auch die Unterschiede
zwischen unkomplizierter und komplizierter Malaria sind signifikant (jeweils
P<0,001). In verschiedenen friheren Studien zur Hamozoinbeladung von
phagozytierenden Leukozyten wurden die Konzentrationen von intrazellularem
Pigment untersucht: Metzger et al. bestimmten 1995 in Lambaréné, Gabun, die
intraleukozytaren Hamozoinkonzentrationen bei Kindern mit komplizierter und
unkomplizierter Malaria und bei Erwachsenen mit unkomplizierter Malaria (72).
Die damaligen Ergebnisse sind vergleichbar mit den Ergebnissen der
vorliegenden Studie (Mittelwerte PCMs: 24%, 7% bzw. 1% vs. 17,8%, 9,5%
bzw. 4,8%; Mittelwerte PCNs: 2%, 0% bzw. 0% vs. 2,3%, 0,5% bzw. 0,3% in
den genannten Gruppen). Die Ergebnisse von Amodu et al. (1998) waren
dagegen weitaus hoher (PCNs: 27,0%, 9,0%, 6,5%, 2,0% respektive fir
zerebrale, unkomplizierte Malaria, asymptomatische Parasitamie und gesunde
Probanden) (2). Auch Lyke et al. hatten 2003 dargestellt, dass bei komplizierter
Malaria weitaus mehr hamozoinhaltige Monozyten und Neutrophile
nachzuweisen sind (66). In der Gesamtheit der Beobachtungen bestatigen die
Ergebnisse dieser Untersuchung die bereits mehrfach bestimmten Werte. Es ist
weiterhin festzuhalten, das die Menge der hamozoinhaltigen Leukozyten mit der
Schwere der Infektion zunimmt.

Erwahnenswert ist die Tatsache, dass auch bei nicht malariakranken
Probanden zu einem gewissen Teil intraleukozytares Hamozoin nachweisbar

war. Auf dieses Phanomen wird in den folgenden Kapiteln naher eingegangen.
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4.2.2 Atypische Punktsignale (AVPs und AGPs)

Sowohl atypische violette, als auch grune Punkisignale treten in den
verschiedenen Diagnosegruppen in signifikant unterschiedlichen Mengen auf
(P<0,001). Ahnlich wie bei den hamozoinhaltigen Monozyten besteht ein
Zusammenhang zwischen Schwere der Infektion und Anzahl der Signale. Nicht
malariakranke Probanden zeigen kaum nachweisbare Mengen von atypischen
violetten Bildpunkten, Probanden mit asymptomatischer Parasitamie schon
deutlich mehr. Patienten mit akuter Malaria prasentieren hohe Mengen an
Signalen, wobei die Konzentrationen bei komplizierter Malaria deutlich am
hochsten ist. Der Zusammenhang zwischen mikroskopisch nachweisbaren
intraleukozytaren Einschlissen und atypischen  Punktsignalen ist nicht
verwunderlich. Frihere Studien zeigten bereits, dass hamozoinhaltige
Monozyten von der Cell-Dyn 3000® als eben solche violette Bildpunkte
dargestellt werden (40;46;47;49;59). Dennoch wurden die oben genannten
Unterschiede bisher in keiner Untersuchung beschrieben.

Insbesondere die Untersuchung der atypischen grinen Punktsignale war bisher
nur unzureichend mdglich. Frihere Studien versuchten bereits einen
Zusammenhang zwischen den mikroskopisch nachgewiesenen
hamozoinhaltigen Neutrophilen und den durch die Cell-Dyn 3000® dargestellten
Bildpunkten herzustellen (40;46;47;49;59). Diese Versuche scheiterten in der
Vergangenheit, da sich hdmozoinhaltige Neutrophile als verstreute Wolke falsch
klassifizierter Eosinophiler darstellen, die sich mit der Gruppe der echten
Eosinophilen vermischt (59). In der vorliegenden Studie konnte nun erstmals
durch die Abgrenzung eines konstanten Bereichs oberhalb der typischen
Eosinophilenwolke ein Bereich flr atypisch verteilte Punktsignale geschaffen
werden, welche die Bedingungen fur hamozoinhaltige Neutrophile erfullen.
Dadurch werden weitere Maoglichkeiten zum Malarianachweis und der
Prognostik eroffnet.

Erwahnenswert ist die Tatsache, dass — ahnlich wie bei den mikroskopischen

Ergebnissen — auch bei nicht malariakranken Probanden zu einem gewissen
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Teil atypische Punktsignale nachweisbar waren. Auf dieses Phanomen wird

ebenfalls in den folgenden Kapiteln naher eingegangen.

4.2.3 Scatterindex

Die Blutanalysen von Patienten mit Malaria zeigten im Gegensatz zu den
nichtmalariakranken Probanden, bei denen hdchstens einige Punkte nahe der
Schwelle zu finden sind, oftmals eine sehr grole Wolke von atypischen
violetten Punktsignalen, die teilweise vor allem entlang der Ordinate sehr hoch
streuen. Die HOhe der Verteilung der atypischen violetten Punktsignale ist von
der Beladung der einzelnen Monozyten mit Hamozoin abhangig — je mehr
Hamozoin phagozytiert wurde, desto starker depolarisiert der Monozyt
Laserlicht. Auf dieser Beobachtung beruht der Scatterindex, der durch starkere
Gewichtung der héher liegenden Punktsignale das Ausmal} und die Grole der
Streuung zu analysieren sucht. Der Scatterindex kombiniert also zwei
verschiedene Parameter: die Anzahl der atypischen violetten Punktsignale und
das Ausmass der vertikalen Streuung. In der Literatur ist dieser Ansatz bisher
nicht naher beschrieben worden.

Beruhend auf der Annahme, dass je nach Infektionsstatus der Probanden
(gesund, asymptomatische Parasitamie, unkomplizierte und komplizierte
Malaria) nicht nur die absolute Anzahl der atypischen violetten Punktsignale,
sondern auch die Hohe der Streuung der Signale ansteigt, wurden in einer
ersten Untersuchung die einzelnen Gruppen untereinander verglichen.

Die Unterschiede in beiden Altersgruppen zwischen nicht malariakranken
Probanden und Patienten mit unkomplizierter oder komplizierter Malaria sind
signifikant mit p<0,001. Deutlich ist — wie schon bei den atypischen violetten
Punktsignalen beobachtet — der kontinuierliche Anstieg der durchschnittlichen
Scatterindizes vom nicht kranken Probanden bis zum Patienten mit
komplizierter Malaria.

Die geringen durchschnittlichen Werte bei nicht kranken Probanden und bei
Patienten mit asymptomatischer Parasitamie spiegeln die Beobachtung wider,

dass Probanden dieser beiden Gruppen oft nur wenige Signale zeigten, die
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aulRerdem sehr dicht an der Unterscheidungsschwelle lokalisiert waren. Weitere
Untersuchungen miussen sich anschlieBen, um durch Optimierung des
Scatterindex gegebenenfalls die Unterscheidung zwischen falsch positiven und

richtigen Malariafallen zu vereinfachen bzw. Uberhaupt zu ermoglichen.

4.3 Korrelationen

Wie schon besprochen wurde, reprasentieren im 90° /90° depol Scattergramm
der Cell-Dyn 3000° nachgewiesene atypische violette Punktsignale in der
Blutprobe vorkommende hamozoinhaltige Monozyten (59). Die Annahme liegt
nahe, dass die Anzahl der hamozoinhaltigen Zellen auch durch die Menge der
atypischen violetten Punktsignale widergespiegelt wird. Die gute Korrelation
zwischen PCMs und AVPs in dieser Studie mit einem Spearman’s Rho von
0,813 (p<0,001) stitzen diese Beobachtung.

Im selben Scattergramm lassen sich neben atypischen violetten auch atypische
grune Punktsignale nachweisen, representativ fur hamozoinhaltige Neutrophile
(59). Die Korrelation zwischen mikroskopisch und durchflusszytometrisch
bestimmten Ergebnissen sind jedoch sehr viel schlechter, Spearman’s Rho
betragt nur 0,635 (p<0,001).

Es stellt sich die Frage, warum die Korrelationen nicht noch genauer sind,
insbesondere die der hamozoinhaltigen Neutrophilen. Einerseits kdnnen Fehler
bei der mikroskopischen Auszahlung der Leukozyten entstanden sein.
Andererseits konnten auch die Zahlung bzw. die graphische Darstellung der

Cell-Dyn 3000® verantwortlich sein.

Die manuelle Auszahlung der hamozoinhaltigen Leukozyten unter dem
Mikroskop ist nicht fehlerfrei. Zur Bestimmung der hamozoinhaltigen Monozyten
und Neutrophilen wurde von durchschnittlich 100, respektive 200 Monozyten
die Anzahl derjenigen mit depolarisierenden Pigmenteinschlissen vermerkt.
Zahlreiche Faktoren kdnnen dabei zu Fehlern flihren, welche in zu hohen oder

zu niedrigen Werten resultieren.
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Der dicke Tropfen eignet sich zwar hervorragend zur Diagnose einer
Malariainfektion, da er — im Vergleich zum Ausstrichpraparat — starker
konzentriert ist. Parasiten sind gut darstellbar, allerdings sind die Leukozyten
teilweise schwer voneinander zu unterscheiden. Monozyten kdnnen leicht mit
grollen Lymphozyten oder sogar mit Granulozyten verwechselt werden. So
kénnen sich falsch niedrige oder falsch hohe Ergebnisse ergeben. Besonders
gravierend ist dies im Falle einer Verwechslung zwischen hamozoinhaltigen
Monozyten und Neutrophilen, weil dadurch beide Werte — PCMs und PCNs —
verfalscht werden.

Nicht alle intrazellular erscheinenden depolarisierenden Phanomene sind auch
wirklich phagozytiertes Malariapigment. Teilweise kann es durch die
Konzentrierung des Blutes im Dicken Tropfen zu Uberlagerung von Monozyten
und freiem Pigment oder Verunreinigungen (Staub, Erde, etc.), die unter den
manchmal erschwerten Bedingungen in landlichen Gebieten nicht voéllig zu
vermeiden sind, kommen. Falsch hohe Ergebnisse kommen hierdurch
zustande. Auf der anderen Seite sind nicht alle Pigmenteinschlisse zweifelsfrei
zu identifizieren. Gerade kleinere Mengen von depolarisierenden Einschlissen
werden auch bei genauerer lichtmikroskopischer Untersuchung nicht selten
ubersehen, woraus falsch niedrige Ergebnisse resultieren.

SchlieRlich miissen die Ergebnisse allein schon aus statistischen Uberlegungen
mit der notigen Vorsicht bewertet werden. Bain (2005) wies darauf hin, dass die
manuelle Bestimmung von Leukozyten anhand eines Blutausstrichs bei
geringer Zellzahl zu aufierordentlich gro3en Fehlern fihren kann (5). Werden
beispielsweise bei 100 ausgewerteten Monozyten drei hamozoinhaltige
Monozyten gefunden, so betragt das 95%-Konfidenzintervall null bis neun.
Dieses Phanomen ist insbesondere bei geringen Pigmenteinschlissen von
entscheidender Bedeutung. Bei hamozoinhaltigen Neutrophilen ist dieses
Problem noch starker ausgepragt, da die Anteile der pigmenthaltigen Zellen
ohnehin sehr viel geringer als bei den Monozyten sind, wodurch die Ergebnisse

noch starker verfalscht werden.
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Auch die Analysen des Cell-Dyn 3000®-Gerates unterliegen einigen
Fehlermoglichkeiten. Zum einen werden weitaus mehr Zellen gezahlt, als auf
den Graphiken als Bildpunkte (,Pixel) dargestellt werden kdnnen. In einzelnen
Fallen konnten gerade diejenigen Zellen, die zur Darstellung kommen, nicht
reprasentativ fur die gesamte Population der hdmozoinhaltigen Monozyten sein.
Es ist ebenfalls durchaus mdglich, dass mehrere Signale — also mehrere
hamozoinhaltige Monozyten oder Neutrophile — auf den Diagrammen
ubereinander abgebildet werden. Somit ware eine Verfalschung vor allem bei
grolden Mengen an atypischen Signalen zu erklaren.

Bei der Beurteilung der atypischen grinen Punktwolken — reprasentativ fur
hamozoinhaltige Neutrophile — ist die Problematik noch weitaus gro3er als bei
den Monozyten. Da die Eosinophilenwolke einen flieRenden Ubergang zu den
hamozoinhaltigen Neutrophilen bildet und zudem bei jedem Probanden
unterschiedlich ausgepragt ist, wird eine genaue Unterscheidung schwierig.
Viele Neutrophile werden nicht erkannt werden kdnnen, da sie innerhalb der
Eosinophilenwolke verborgen bleiben. Es wird sozusagen nur ,die Spitze des
Eisberges“ oberhalb der normalen Eosinophilenpopulation Uberhaupt als
atypische Punktsignale erkannt. Dies wurde erklaren, warum trotz hoher
Neutrophilenkonzentrationen oft nur wenige atypische Signale — hervorgerufen
durch wenige Neutrophile mit sehr hohen intrazellularen Pigmenteinschlissen —
zu finden sind und warum PCNs und AGPs nur schwach korrelieren: Ein groRer
Teil der hamozoinhaltigen Neutrophilen wird nicht als solche erkannt! Bei
geringen Konzentrationen sinkt die Wahrscheinlichkeit, dass uberhaupt stark
depolarisierende Neutrophile gefunden werden, noch weiter.

Erschwerend kommt hinzu, dass bei einigen Patienten eine starke
Eosinophilenpopulation im Diagramm zu beobachten ist, die nicht immer durch
eine Eosinophilie zu erklaren ist. Bei diesen Probanden vermischen sich die

Populationen noch mehr, eine Unterscheidung wird fast unmaglich.
In der vorliegenden Studie wurden fur die Analyse der atypischen Punktsignale

fixe Analysebereiche gewahlt. Die von der Software der Cell-Dyn 3000°

geschaffenen Unterscheidungsschwellen sind jedoch individuell fur jede
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Blutprobe berechnet. Eine bessere Korrelation ist zu erwarten, wenn dieser
Bereich — ahnlich wie die softwareeigenen Unterscheidungsschwellen fir die
einzelnen Populationen — variabel und fur jede Analyse spezifisch bestimmt
werden konnte. Weitere Studien sind fur die Bestimmung von solchen

Schwellen notig.

4.4 Vergleich Mikroskopie und Durchflusszytometrie

Stellt man die Anzahl der Probanden mit hamozoinhaltigen Leukozyten der
Anzahl der Probanden mit atypisch verteilten Punktsignalen gegentber, fallen
Unterschiede auf. Langst nicht alle Probanden mit atypischen Punktsignalen
hatten auch mikroskopisch nachweisbares Hamozoin im Blut. Umgekehrt
existierten Probanden, bei denen zwar hamozoinhaltige Leukozyten
nachweisbar waren, allerdings keine atypischen Punktsignale gefunden
wurden.

Betrachtet man die relativen Haufigkeiten der positiven Hamozoinanalyse bei
den verschiedenen Diagnosen, so fallt innerhalb der Gruppe der
hamozoinhaltigen Monozyten auf, dass bei nicht malariakranken Probanden
durch die durchflusszytometrische Analyse in deutlich mehr Fallen
Hamozoineinschlisse in Monozyten nachgewiesen wurden als durch
mikroskopische Analyse (15,2% respektive 7,5%). Die Ergebnisse bei
unkomplizierter und komplizierter Malaria sind dagegen praktisch identisch
(Durchflusszytometrie: 91% respektive 98%, Mikroskopie: 91% respektive
100%).

Innerhalb der Gruppe der hamozoinhaltigen Neutrophilen verhalt sich dies
anders: bei nicht malariakranken Probanden wurden in gleich wenigen Fallen
Hamozoineinschlusse nachgewiesen (Flusszytometrie und Mikroskopie jeweils
4% der Probanden). Bei Malaria, insbesondere der unkomplizierten Form,
traten in deutlich mehr Fallen AGPs als PCNs auf (unkomplizierte Malaria:
74,4% vs. 54,9%, komplizierte Malaria: 90,2% vs. 96,1%).

Vergleicht man die beiden Gruppen der pigmenthaltigen Leukozyten

untereinander, fallen insbesondere die grofden Unterschiede bei nicht
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malariakranken Probanden (Monozyten: Hamozoineinschlisse in 7,5% in
Mikroskopie, 15,2% in Durchflusszytometrie; Neutrophile: Hdmozoineinschlisse
in jeweils 4,0%) und bei unkomplizierter Malaria ins Auge (Monozyten:
Hamozoineinschliusse in 91,0 % in Mikroskopie und Durchflusszytometrie;
Neutrophile: Hamozoineinschlisse in 54,9% respektive 74,4%). Daneben
unterscheiden sich auch die Ergebnisse bei den Probanden mit
asymptomatischer Parasitamie: In Monozyten wurden deutlich haufiger
Hamozoineinschlisse gefunden als in Neutrophilen (durchflusszytometrischer
Nachweis in 41 respektive vier von 55 Fallen, mikroskopischer Nachweis in 33

respektive sieben von 55 Fallen).

Die Ursachen, warum bei manchen Malariakranken kein Pigment nachweisbar
ist, wahrend gesunde Probanden Hamozoin in ihrem Blut prasentieren, sind
vielfaltig. Sie sind sehr spezifisch flr die angewandten Nachweismethoden
(Mikroskopie oder Durchflusszytometrie), weshalb die Ergebnisse teilweise so
stark differieren. Ein Teil dieser Griunde wurde schon im letzten Kapitel

eingehend besprochen.

In jedem menschlichen Organismus werden nach Infektion mit Plasmodium
falciparum  von phagozytosefahigen Leukozyten Hamozoinkristalle
aufgenommen. Die Menge der im Blut zirkulierenden hamozoinhaltigen
Leukozyten ist dabei von Krankheitsdauer, Immunitatslage und schliel3lich auch
der durchschnittlichen Lebensdauer der jeweiligen Leukozyten abhangig
(59;76). Sowohl die Mikroskopie als auch durchflusszytometrische Verfahren
haben eine Detektionsschwelle, die abhangig ist von der Menge der
untersuchten Zellen und der Qualitat der Untersuchung.

Mikroskopisch reicht bei geringen Mengen von hamozoinhaltigen Leukozyten —
und hier insbesondere bei den Neutrophilen, die eine ausgesprochen kurze
Halbwertszeit von wenigen Stunden zeigen und deshalb nur wenig
akkumulieren (59;76) — die Inspektion von 100 Monozyten bzw. 200
neutrophilen Granulozyten nicht unbedingt aus, um mit Sicherheit Pigment

nachzuweisen.
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Rein statistisch ist bei einer solch kleinen Anzahl von 100 bzw. 200
untersuchten Zellen das Konfidenzintervall flr keine einzige gefundene
hamozoinhaltige Zelle null bis vier respektive null bis zwei (5). Umgekehrt
schlieBen die Konfidenzintervalle bei zwei respektive drei pigmenthaltigen
Zellen die Null ein — womit die positiven Hamozoinnachweise bei gesunden
Probanden zu erklaren waren. Schon allein rechnerisch mussen also Fehler
erwartet werden.

Wie bereits im letzten Kapitel besprochen, kdnnen Verwechslungen von
Monozyten und Neutrophilen und Verschmutzungen zu falschen Ergebnissen

fihren konnen.

Die Analyse durch das Cell-Dyn 3000%-Gerét bietet besonders in Hinsicht auf
die statistische Genauigkeit entscheidende Vorteile gegenlber der manuellen
mikroskopischen Auswertung.

Die laser-durchflusszytometrische Einheit des Cell-Dyn 3000®-Gerats analysiert
bis zu 10.000 Zellen, von denen auf den Scattergrammen 5.000 angezeigt
werden. Aufgrund der hohen Zellzahl und der Methodik der Analyse kdnnen die
einzelnen Leukozytenpopulationen sehr viel praziser aufgetrennt werden als
durch manuelle Mikroskopie. Bei durchschnittlich acht Prozent Monozyten bzw.
50% neutrophilen Granulozyten im Differentialblutbild werden etwa 400
Monozyten bzw. 2.500 neutrophile Granulozyten analysiert, deren
hamozoinhaltiger Anteil atypische Punktsignale erzeugt. Diese Zellzahlen sind
weitaus hoher als die 100 bzw. 200 lichtmikroskopisch ausgewerteten
Monozyten bzw. neutrophilen Granulozyten. Dadurch ist anzunehmen, dass die
Prazision bei der durchflusszytometrischen Bestimmung hamozoinhaltiger
Leukozyten hoher ist. Dies wurde in Studien mit experimentellen Zellzahlern
bereits angesprochen (40). Die gefundenen Ergebnisse, insbesondere in den
Malariagruppen, spiegeln dies wider. Auch in der Gruppe der
asymptomatischen Parasitamien wurden durch die Maschine sehr viel mehr
Pigmenteinschlisse nachgewiesen, was zu erwarten war, da auch bei einer

Erkrankung ohne sichtbare Symptome Hamozoin produziert wird.
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Des weiteren ist die automatische Bestimmung der hamozoinhaltigen
Leukozyten untersucherunabhangig. Da die Blutproben direkt verarbeitet
werden, treten auch weniger Fehler durch Verschmutzungen auf, wie sie beim

Anfertigen des Dicken Tropfens vorkommen.

Allerdings existieren auch Faktoren, die die Prazision des Gerates
einschranken.

Zwar wird wie oben besprochen die Prazision durch hohe Zellzahlen erhoht.
Insbesondere bei niedrigen Monozytenkonzentrationen (wie sie vor allem in der
Gruppe der nicht kranken Probanden vorkommen) kénnen jedoch statistische
Fehler auftreten. Bei einer Monozytenkonzentration von zwei Prozent werden
genauso viele Monozyten analysiert, wie bei der mikroskopischen Auszahlung.
Die Neutrophilenkonzentrationen sind zwar normalerweise weitaus hdher,
allerdings koénnen hier falsch negative Ergebnisse wegen der meist sehr
niedrigen Anzahlen an hamozoinhaltigen Neutrophilen auftreten. In beiden
Fallen kdnnen geringe Zahlen hamozoinhaltiger Leukozyten zu falsch negativen
Resultaten fuhren.

Ein weiteres Problem stellt die Unterscheidung zwischen ,normalen® Signalen
und atypischen Signalen dar. Das Cell-Dyn 3000®-Gerét ist nicht fiir den
Nachweis von Malariapigment konzipiert. Diese Eigenschaft ist sozusagen ein
Nebenprodukt der Zelldifferenzierung durch Laser-Durchflusszytometrie.
Dementsprechend existieren weder Schwellen noch Warnmeldungen als Teil
der Geratesoftware fur atypische Signale.

Die Unterscheidungsschwellen fur atypische Signale sind folglich kunstlich
geschaffen und im Gegensatz zu softwareeigenen Schwellen nicht individuell
fur jede einzelne Blutprobe berechnet. Im Falle der Monozyten ist die
Unterscheidung zwischen ,normalen” und atypischen Punktsignalen relativ
einfach: normale Monozyten depolarisieren praktisch gar nicht, wahrend
hamozoinhaltige Monozyten eine mehr oder weniger weit gestreute Punktwolke
erzeugen. ,Normale“ und atypische Signale sind relativ gut durch die
Unterscheidungsschwelle fur Eosinophile/Neutrophile im  90°/90°depol-

Scattergramm getrennt. Gerade bei niedrigen Mengen an atypischen Signalen
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nahe der Schwelle ist diese Trennung allerdings schwierig; normale Signale
konnen knapp Uber der Schwelle liegen und so atypische Punktsignale
erzeugen. Umgekehrt fuhren theoretisch denkbare schwach depolarisierende
hamozoinhaltige Monozyten zu Signalen unterhalb der Schwelle, die innerhalb
der normalen Monozytenpopulation nicht nachweisbar sind.

Da neutrophile Granulozyten nur schwach Licht depolarisieren, befinden sie
sich normalerweise im unteren Bereich des 90°/90°depol-Scattergramm
unterhalb der Schwelle, wodurch sie auch von der Software von den
Eosinophilen getrennt werden. Hamozoinhaltige Neutrophile depolarisieren —
ahnlich wie hamozoinhaltige Monozyten — abhangig von der Menge der
phagozytierten Malariapigments und werden dementsprechend mehr oder
weniger nahe des oberen Randes des Scattergramms abgebildet. Ein Grol3teil
der schwach brechenden Zellen wird jedoch innerhalb der Eosinophilenwolke
zur Abbildung kommen und damit nicht von echten Eosinophilen zu
unterscheiden sein. Bei geringen Konzentrationen sinkt die Wahrscheinlichkeit,
dass Uberhaupt stark depolarisierende Neutrophile gefunden werden.

Weiterhin sind Verunreinigungen, wie sie bei der Mikroskopie auftreten kdnnen,
unwahrscheinlich, aber nicht auszuschliel3en. Durch direkte Verarbeitung jeder
Blutprobe konnen durch die Probe selbst deutlich weniger Verunreinigungen die
Analyse storen. Allerdings kann es unter schwierigen Bedingungen zu
Verschmutzungen der optischen Einheit des Gerates kommen, wodurch die
Analyse nachhaltig verfalscht wird. Diese Verschmutzungen fallen jedoch
normalerweise durch ein typisches Muster auf und interagieren nicht mit

atypischen Signalen.

Wie lassen sich also die unterschiedlichen Resultate im Kontext der Vor- und
Nachteil der beiden Methoden erklaren?

Nachgewiesene Hamozoineinschlisse in Monozyten bei nicht malariakranken
Probanden konnen einerseits als messtechnisch falsche Ergebnisse
interpretiert werden, die durch Verschmutzungen auf den Objekttragern, falsche
Grenzschwellen bei der Durchflusszytometrie oder statistische Fehler

aufgetreten sind. Allerdings ist durchaus anzunehmen, dass bei einem Teil der
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Probanden zwar eine Malaria vorlag, diese jedoch durch den dicken Tropfen
nicht nachgewiesen wurde. Der grofe Anteil an schwangeren Frauen, welche
oft nur geringe Parasitamien entwickeln (69;105), bekraftigt dieses Argument.
PCR-Analysen sollten in zuklUnftigen Studien deshalb angeschlossen werden,
um den wahren Infektionsstatus der Probanden zu ermitteln. Sollten diese
Probanden tatsachlich falsch negativ diagnostiziert worden sein, so liel3e sich
der hohere Anteil an Hamozoineinschlissen bei der durchflusszytometrischen
Analyse erklaren. Diese hat eine hohere Genauigkeit und kann deshalb
geringere Parasitamien nachweisen.

In diesem Zusammenhang muss allerdings diskutiert werden, warum die
Ergebnisse der Neutrophilen praktisch identisch sind, wenn doch das Gerat
eine hdhere Genauigkeit durch groldere Zellzahl erbringt.
Erklarungsmdglichkeiten sind hier insbesondere die fix gewahlte Schwelle und
die Vermischung von hamozoinhaltigen Neutrophilen mit den Eosinophilen auf
dem Scattergramm. Der Vorteil der Maschine wird so durch die
Einschrankungen der Analysemethode wieder aufgehoben.

Malariapatienten zeigen mit beiden Methoden eine hohe Nachweisrate von
Hamozoineinschlissen in Leukozyten. Dies lasst sich durch die normalerweise
sehr viel hoheren Parasitamien und Pigmentlasten, insbesondere bei
komplizierter Malaria erklaren (66). Eine Ausnahme bilden die neutrophilen
Granulozyten bei unkomplizierter Malaria. Erklaren lasst sich dieses Phanomen
anhand der — wegen ihrer kurzen Halbwertszeit — geringen Mengen von
hamozoinhaltigen Neutrophilen, die bei einer Malariainfektion anfallen. Ein
mikroskopischer oder durchflusszytometrischer Nachweis kann deshalb
schwierig sein. Der Anteil der positiven Hamozoinnachweise in Neutrophilen ist
bei der Durchflusszytometrie hdher als bei der manuellen Auszahlung:
Moglicherweise liegt dies an einem hoheren Anteil an Neutrophilen mit grof3en
Hamozoineinschliussen bei einer klinischen Malaria, die sich wegen ihrer
depolarisierenden Eigenschaften eher ausserhalb der Eosinophilenpopulation

darstellen als z.B. bei einer subklinischen Infektion.
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Zusammenfassend kann man sagen, dass die durchflusszytometrische
Methode zum Nachweis von Hamozoineinschlissen sowohl in Monozyten als
auch in neutrophilen Granulozyten geeignet und sogar zuverlassiger als die
Mikroskopie ist. Primar verantwortlich dafur sind eine um den Faktor 4 bis 25
hdhere Anzahl von analysierten Zellen und den weitgehenden untersucher- und
umweltunabhangigen Prozess der Analyse. Weitere Verbesserungen an der

Maschine und Software sind jedoch notwendig, um die Methode zu optimieren.

4.5 Sensitivitat und Spezifitat der Cell-Dyn 30002 fiir akute Malaria
4.5.1 Sensitivitdt und Spezifitat fir AVPs bei Kindern/Erwachsenen

Sensitivitat und Spezifitat fur AVPs sind in der Gruppe der Probanden bis zum
vollendeten 14. Lebensjahr sehr hoch (jeweils 95,4%). In der Gruppe der
Erwachsenen sind Sensitivitdt und Spezifitdt deutlich niedriger (81,3% bzw.
83,6%).

Falsch positive Resultate traten bei Kindern bzw. Erwachsenen in zehn von 216
respektive 106 von 646 Fallen auf, falsch negative in sieben von 152 respektive
sechs von 32 Fallen. Die Anzahl der falsch positiven und negativen Ergebnisse
ist bei Erwachsenen demnach mehr als dreimal so hoch wie bei Kindern.

Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit denen friherer Studien (Mendelow et al.
1999, Sensitivitdt und Spezifitat: 90% respektive 96% (71); Hanscheid et al.
2001: 95% respektive 88% (46); Kramer et al. 2001: jeweils 100% (59);
Grobusch et al. 2003: 74% respektive 96% (40)).

Wie sind die falsch negativen und falsch positiven Ergebnisse zu erklaren? Um
diese Frage zu klaren, missen zuerst einmal die falschen Ergebnisse in beiden

Gruppen naher untersucht werden.

Ein Kind und 12 Erwachsene litten zwar nicht mehr an einer akuten Malaria;
allerdings waren noch Abbauprodukte der Parasiten in Form von
hamozoinhaltigen Monozyten im Blut nachweisbar, welche vom Gerat als
atypische violette Punktsignale dargestellt wurden. Hamozoinhaltige Monozyten

sind nach einer Infektion mit Plasmodien noch Wochen nach erfolgreicher
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Behandlung im Blut nachweisbar (17). Hier zeigt sich eine Ungenauigkeit bei
der Malariadiagnostik: klrzlich abgelaufene Malariainfektionen kénnen nicht
sicher von akuten Malariaepisoden unterschieden werden, da nicht die
Parasiten sondern deren Abbauprodukte nachgewiesen werden. Auf diese

Problematik wurde schon in anderen Studien hingewiesen (17).

Bei 41 Erwachsenen konnte eine asymptomatische Parasitamie, d.h. eine
subklinisch verlaufende Malariainfektion, nachgewiesen werden. Deshalb ist es
nicht verwunderlich, dass ein Groldteil dieser Probanden als falsch positive
Ergebnisse gewertet wird. Obwohl die Patienten keine Symptome prasentieren,
findet eine Vermehrung von Plasmodien im Blut statt. Abbauprodukte sammein
sich auch hier an und werden von Monozyten Uber langere Zeit gespeichert
(17).

Funf erwachsene Patienten waren zum Zeitpunkt der Untersuchung
symptomfrei, allerdings konnte aus friheren oder spateren Kontrollen ermittelt
werden, dass sie kdrzlich entweder eine asymptomatische Parasitamie hatten
oder sie kurz nach Einschluss in die Studie entwickelten. Im ersten Fall darf
angenommen werden, dass noch Hamozoin nachweisbar ist, ahnlich wie bei
einer therapierten Malaria. Im zweiten Fall muss man davon ausgehen, dass
bereits eine sehr geringe, mikroskopisch noch nicht nachweisbare Parasitamie
vorliegt, die zur Bildung von Hamozoin gefiuhrt hat.

Diese beiden letzten Gruppen sind verantwortlich fur mehr als die Halfte (54
von 106) der falsch positiven Ergebnisse bei Erwachsenen; zwar kdnnen sie
formal nicht als akute Malaria klassifiziert werden, allerdings hat eine Infektion
mit Plasmodium falciparum stattgefunden. Dieses Phanomen schrankt die
Méglichkeiten der Malariadiagnostik mit dem Cell-Dyn 3000°-Gerét ein, da es
nicht in der Lage ist zwischen ,blande” verlaufender Infektion beim Semi-
Immunen bzw. bereits therapierter Malaria und akuter Malariaepisode zu
unterscheiden. Neben der Patientengeschichte (Malaria in den letzten
Wochen?) ist weiterhin der Dicke Tropfen als Bestatigungstest notig, um eine

akute Malaria sicher diagnostizieren zu kdnnen.
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Die schon im letzten Kapitel angesprochene bessere Genauigkeit auf Grund
hoherer Zellzahlen bzw. die Unprazision bei der mikroskopischen Auswertung
von Leukozyten wird wahrscheinlich fur die negativen mikroskopischen
Ergebnisse bei sechs der Patienten mit therapierter Malaria und zehn der

Probanden mit asymptomatischer Parasitamie verantwortlich sein.

Ein Kind und 14 Erwachsene prasentierten bei der Untersuchung unspezifische
Krankheitssymptome, die Anzeichen einer Malariainfektion hatten sein kdnnen,
bei keinem der Probanden wurde jedoch mikroskopisch eine Malaria
nachgewiesen. Anamie und Thrombozytamie kdnnen auch Folgen wiederholter
parasitarer Infektionen in der Vergangenheit oder — bei weiblichen
Erwachsenen — Schwangerschaft sein. Fieber, Kopfschmerzen und Erbrechen
sind Symptome von vielen verschiedenen Erkrankungen. Allerdings kann nicht
ausgeschlossen werden, dass nicht doch eine unter der mikroskopischen
Nachweisgrenze liegende Parasitamie vorliegt, die jedoch bereits zur
Anreicherung von nachweisbaren Abbauprodukten gefluhrt hat. Gerade bei
schwangeren Frauen sind subklinische Infektionen wegen geringer Parasitamie
oft schwer nachzuweisen (69;105), moglicherweise wurden durch das Cell-Dyn
3000°-Gerat bereits hdmozoinhaltige Monozyten nachgewiesen, die in der

Mikroskopie unerkannt geblieben waren.

Acht Kinder zeigten keinerlei Symptome einer Infektion, auch mikroskopisch
konnten keine Zeichen nachgewiesen werden. Weitere 33 erwachsene
Probanden waren ebenfalls klinisch gesund, bei drei waren jedoch
hamozoinhaltige Monozyten mikroskopisch nachweisbar. Die atypischen
Punktsignale bei den Kindern sowie bei neun der 33 Erwachsenen gruppierten
sich in diesen Fallen nahe der Unterscheidungsschwelle — ganz im Gegensatz
zu den AVPs bei akuter Malaria, die normalerweise zahlreicher und weiter
gestreut sind. Als Ursache waren fir diese falsch positiven Ergebnisse
tatsachliche Fehler der Cell-Dyn 3000° bei der richtigen Leukozyten-

Klassifizierung denkbar. Wie schon diskutiert, sind Gerat und Software (und

104



damit die Unterscheidungsschwelle) nicht primar darauf ausgelegt,
hamozoinhaltige Leukozyten nachzuweisen. Optimierung der Hard- und
Software konnten in Zukunft diese Fehlklassifizierungen einschranken.
Verschmutzungen und Ruckstande konnten ebenfalls verantwortlich sein flr
solche zufalligen Ereignisse, insbesondere unter schwierigen klimatischen
Bedingungen.

Die 33 erwachsenen Probanden waren zudem schwangere Frauen. Wahrend
der Schwangerschaft ist eine Malariainfektion sehr viel schwieriger zu
diagnostizieren, da die Parasiten insbesondere in der Plazenta sequestrieren
und im peripheren Blut nicht nachweisbar sind (69;105). Schwangere Frauen
sind wegen der veranderten Immunitatslage sehr viel empfanglicher fur eine
Infektion als nicht schwangere (19). Es ist deshalb auch denkbar, dass viele
dieser Frauen wirklich eine subklinische, mikroskopisch nicht nachweisbare
Malariainfektion aufwiesen, die allerdings von der Cell-Dyn 3000® erkannt
wurde.

Weitere Ursachen fur falsch positive Ergebnisse bei klinisch gesunden
Probanden kdnnten andere parasitare Infektionen sein, die ahnliche Ergebnisse
bei der durchflusszytometrischen Analyse ergeben wie eine Malariainfektion.
Bei Filarieninfektionen wurden ahnliche atypische Streuungen der
Monozytenpopulation im Scattergramm der Cell-Dyn 3000® beschrieben wie bei
Malaria (15). Des weiteren entsteht auch bei Schistosoma spp. Hamozoin als
Abbauprodukt (77), so dass falsch positive Ergebnisse auf eine Bilharziose
zurlckzufihren sein konnten. Weitere Studien mussen den Zusammenhang
zwischen Malaria und anderen parasitaren Infektionen weiter untersuchen, um

den Einfluss auf die durchflusszytometrischen Analysen zu klaren.

Neben falsch positiven sind auch falsch negative Ergebnisse aufgetreten.

Ein Kind mit komplizierter Malaria und zwei erwachsene Patienten mit
unkomplizierter Malaria hatten keine atypischen Punktsignale, obwohl

hamozoinhaltige Monozyten nachweisbar waren. Eigentlich durfte dieser Fall

nicht vorkommen, da das Cell-Dyn 3000®-Gerit weitaus mehr Zellen auswertet
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als manuell durch die Mikroskopie moglich ist (vgl. auch letztes Kapitel).
Denkbar sind zwei Erklarungen, warum das Gerat in diesen Fallen versagt hat:
Entweder sind nur einige wenige schwach polarisierende hamozoinhaltige
Monozyten unterhalb der Schwelle aufgetreten und waren somit nicht
nachweisbar. Alternativ kann tatsachlich der statistisch mdgliche, aber seltene
Fall eingetreten sein, dass unter den ausgezahlten Zellen keine einzige
hamozoinhaltige war. Anpassung der Schwelle, hohere Zahlraten und hohere

Auflosung des Scattergrammes konnten die Genauigkeit erhdhen.

Vier Kinder und drei Erwachsene mit unkomplizierter Malaria prasentierten
mikroskopisch nachgewiesene hamozoinhaltige Monozyten in geringen Mengen
und violette Punktsignale direkt auf der Unterscheidungschwelle. Es wurde
bereits an anderer Stelle in diesem Kapitel besprochen, dass in falsch positiven
Fallen oft AVPs nahe der Schwelle auftreten. Ebenso findet man auch falsch
negative, deren Punktsignale gerade nicht mehr oberhalb der Schwelle liegen.
In diesem Fall wurden zwar atypisch verteilte Punktsignale gefunden, diese
lagen jedoch auf der Schwelle und wurden deshalb definitionsgemal’ nicht in
die Gruppe der AVPs aufgenommen. Dies stellt ein grundsatzliches Problem
dar: je weiter die Schwelle gefasst wird, desto mehr falsch positive Ergebnisse
treten auf, je enger, desto mehr falsch negative. Hohere Zahlraten und
Auflésungen kdnnen dieses Problem nur bedingt 16sen, es gilt durch geeignete

Wahl der Schwelle beide Fehler moglichst klein zu halten.

Bei zwei Kindern und einem Erwachsenen mit komplizierter Malaria konnten
weder AVPs noch hamozoinhaltige Monozyten gefunden werden. Wie schon in
anderen Studien beschrieben, koénnen nicht in jedem Malariafall
intraleukozytare Hamozoineinschlisse nachgewiesen werden (40;46;47;49). Je
nach Immunitatslage dauert es einige Zeit, bis nach Infektion genlgend
Abbauprodukte angereichert werden kénnen, um einen positiven Nachweis zu
ermdglichen (17;76). Gerade bei rapide verlaufenden Infektionen und

insbesondere bei Kindern, die noch keine ausreichende Semi-Immunitat
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aufgebaut haben, ist dieses Phanomen besonders ausgepragt (76). Umso
erstaunlicher ist es, dass die Sensitivitat bei jungen Patienten so hoch ist.

Bei erwachsenen Patienten in holoendemischen Gebieten liegt aber
normalerweise eine Semi-Immunitat vor. Da alle erwachsenen Probanden der
Studie schwangere Frauen waren, konnte darin die Ursache der friheren
Erkrankung sowie des geringeren Nachweises von Pigment und schlie3lich der
niedrigeren Sensitivitat und Spezifitat liegen. Da eine Malariainfektion
immunosuppressive Wirkung hat (19), reicht in manchen Fallen moglicherweise

schon eine geringe Parasitenlast, um klinische Symptome hervorzurufen.

In diesem Zusammenhang muss noch auf die als negativ klassifizierten
atypischen Parasitamien eingegangen werden. Weiter oben wurde diskutiert,
dass atypische Parasitamien mit Recht als falsch positiv klassifiziert werden, da
ahnlich wie bei einer Malariaepisode eine subklinische Infektion mit
Plasmodienerregern stattfindet. Warum nicht diese 14 Falle? Gerade
asymptomatische Parasitamien sind - im Gegensatz zu akuten
Malariainfektionen — langerfristige Infektionen, die der Korper selbst limitiert.
Eigentlich sollte sich ausreichend Malariapigment anreichern, um es
mikroskopisch oder durchflusszytometrisch nachzuweisen zu konnen. Besteht
in diesen Fallen die Parasitamie erst kurze Zeit, sodass noch nicht genug
Hamozoin phagozytiert werden konnte? Kontrolliert der Kérper die Infektion so
weit, dass nur sehr geringe Mengen von Erregern und somit auch Pigment im
Blut vorkommen? Die Antwort auf diese Fragen bleibt unklar, wahrscheinlich ist
eine Kombination von mehreren Faktoren verantwortlich fir den fehlenden

Hamozoinnachweis.

4.5.2 Sensitivitat und Spezifitat fir AGPs bei Kindern/Erwachsenen

Die Spezifitat fir AGPs ist in der Gruppe der Probanden bis zum vollendeten
14. Lebensjahr sehr hoch (jeweils 96,3%), die Sensitivitat hoch (82,9%). In der
Gruppe der Erwachsenen ist die Spezifitat ahnlich hoch wie bei den Kindern
(95,3%), die Sensitivitat allerdings deutlich niedriger (66,7%).
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Falsch positive Resultate traten bei Kindern bzw. Erwachsenen in acht von 216
respektive 31 von 646 Fallen auf, falsch negative in 26 von 152 respektive zehn
von 32 Fallen. Im Vergleich zu den Ergebnissen der atypischen violetten
Punktsignale fallen geringere Anzahlen an falsch positiven, jedoch eine grof3ere
Anzahl an falsch negativen Fallen auf.

In frGheren Studien wurden atypische grine Punktsignale wegen der
schwierigen Abgrenzung zu Eosinophilen nicht genauer untersucht; es
existieren also im Gegensatz zu AVPs keine vergleichbaren Ergebnisse.
Anhnlich wie schon fir die AVPs erértert stellen sich auch bei den AGPs die
Fragen, wie die falsch negativen und falsch positiven Ergebnisse zu erklaren
sind, und worin der Unterschied zwischen den sehr guten Ergebnissen bei
Kindern und den eher schlechten bei Erwachsenen Probanden besteht,

insbesondere in Bezug auf die eher maRige Sensitivitat bei Erwachsenen.

Eine generelle Problematik, die sich bei der Analyse der AGPs stellt und die
wahrscheinlich verantwortlich ist fur sowohl einen grolRen Teil der falsch
positiven wie auch der falsch negativen Ergebnisse, ist der flieRende Ubergang
zwischen den Populationen der echten Eosinophilen und der falschlich als
Eosinophile dargestellten hamozoinhaltigen Neutrophilen im Scattergramm. Wie
bereits erwahnt wird die Blutanalyse durch die Cell-Dyn 3000® individuell
gesteuert, wohingegen in der vorliegenden Studie mit fix definierten Schwellen
gearbeitet wurde. Somit ist es sehr wahrscheinlich, dass bei einzelnen Proben
.echte“ Eosinophile als AGPs Kklassifiziert werden und so falsch positive
Ergebnisse entstehen. Zwischen AGPs und wahren Eosinophilen finden
sicherlich Vermischungen statt, Neutrophile mit nur wenigen intrazellularen
Hamozoineinschlissen sind wegen ihren ahnlichen Eigenschaften (schwachere
Depolarisierung) nicht von Eosinophilen zu unterscheiden. Werden keine stark
polarisierenden hamozoinhaltigen Neutrophilen vom Gerat detektiert, fallt das
Ergebnis falsch negativ aus. Diese Erklarung ist fur alle falsch positiven Proben
gultig. Eine groRe Eosinophilenwolke, wie sie zum Beispiel bei Eosinophilie
auftritt, kann ebenfalls zu falsch positiven Ergebnissen fuhren. Im Gegensatz zu

echten AGPs befinden sich diese Signale allerdings oft in geringem Abstand zu
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Schwelle. ,Echte” atypische grine Punktsignale tendieren eher zu einer
breiteren Streuung innerhalb des Scattergramms.

Die Problematik der richtigen Unterscheidung zwischen den beiden
Populationen ist wegen der Ubergange schwierig zu I6sen. Durch geeignete
Software, die Schwellen variabel fur jeden Patienten berechnet, lieRen sich
sicher Fehler vermeiden. Hohere Zahlraten und Auflésungen sollten die
Genauigkeit ebenfalls erhdhen, da dann die Wahrscheinlichkeit steigt, starker
polarisierende Neutrophile nachzuweisen. Die Vermischung der beiden
Populationen lasst sich allerdings nicht vermeiden. Schwellen missen deshalb

so gesetzt werden, dass Fehler 1. und 2. Ordnung mdglichst klein sind.

Im folgenden sollen nun die falschen Ergebnisse in beiden Gruppen noch

genauer untersucht werden.

Ein Kind und ein Erwachsener waren vor Studieneinschluss an Malaria erkrankt
und behandelt worden. Warum bei diesen Patienten AGPs auftreten bleibt
unklar. Das Kind war schon sechs Wochen zuvor behandelt wurde, weshalb
AGPs wegen ihrer kurzen Halbwertszeit nicht mehr nachweisbar sein sollten
(17). Denkbar ware eine Reinfektion, die allerdings noch keine klinischen
Symptome zeigt oder eine unzureichende Behandlung. Die Infektion des
erwachsenen Probanden war nur wenige Tage zuvor behandelt worden. Es ist
also durchaus moglich, dass noch nicht alle Parasiten und Abbauprodukte aus
dem Blut entfernt wurden. Deshalb waren wohl sowohl AVPs als auch AGPs
nachzuweisen. Eine durch die Untersuchungsmethode  bedingte

Fehlklassifikation ist nicht auszuschliel3en.

Elf erwachsene Probanden zeigten bei mikroskopischer Untersuchung eine
asymptomatische Parasitamie. Die Grunde fur den Nachweis von
hamozoinhaltigen Leukozyten in diesen Fallen wurden schon im letzten Kapitel
eingehend behandelt. Erstaunlich ist aber, dass sehr viel weniger Probanden
mit asymptomatischer Parasitamie AGPs als AVPs aufweisen (11 von 55 vs. 41

von 55). Darauf wird im Verlauf noch eingegangen werden. Eine durch die
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Untersuchungsmethode bedingte Fehlklassifikation ist auch in diesen Fallen

nicht auszuschliefRen.

Drei Kinder und acht Erwachsene zeigten klinische Symptome, jedoch konnten
keine Malariaerreger nachgewiesen werden. Wie schon flr die falsch positiven
AVPs diskutiert wurde, kann auch hier nicht ausgeschlossen werden, dass
Fieber, Anamie und Thrombozytopenie unspezifische Zeichen einer
beginnenden, mikroskopisch nicht nachweisbaren Malariainfektion darstellen.
Die erhdhte Zellzahlrate des Gerates im Gegensatz zur Mikroskopie kénnte
erste hamozoinhaltige Leukozyten nachgewiesen haben, bevor mikroskopisch
uberhaupt eine Infektion festgestellt worden war. Wie in den vorangegangenen
Abschnitten kann auch hier eine durch die Untersuchungsmethode bedingte
Fehlklassifikation verantwortlich fir die falsch positiven Ergebnisse sein,
insbesondere da bei vier Probanden erhdhte Eosinophilenwerte gefunden

wurden.

Bei vier gesunden Kindern und elf Erwachsenen konnten geringe Mengen von
AGPs nachgewiesen werden. Diese falsch positiven Ergebnisse sind am
ehesten durch Fehlklassifikation von Eosinophilen als hamozoinhaltige
Neutrophile zu erklaren, insbesondere da bei funf Probanden eine Eosinophilie
gefunden wurde.

Weitere Ursachen fur falsch positive Ergebnisse bei klinisch gesunden
Probanden kdnnten andere parasitare Infektionen sein, die ahnliche Ergebnisse
bei der durchflusszytometrischen Analyse ergeben wie eine Malariainfektion.
Filarieninfektionen, wie sie als Ursachen fur falsch positive Ergebnisse bei
AVPs beschrieben wurden, erzeugen keine eosinophilenahnlichen Punktsignale
und konnen so als Ursachen weitgehend ausgeschlossen werden (15).
Allerdings entsteht bei Schistosoma spp. Hamozoin als Abbauprodukt (77),
welches nicht nur von Monozyten, sondern auch Neutrophilen phagozytiert wird
und so zum Nachweis atypischer griiner Punktsignale fuhren kdnnte. Weitere

Studien mussen den Zusammenhang zwischen Malaria und anderen
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parasitaren Infektionen untersuchen, um den Einfluss auf die

durchflusszytometrischen Analysen zu klaren.

Neben falsch positiven sind auch falsch negative Ergebnisse aufgetreten.

Bei elf Kindern und funf Erwachsenen mit akuter Malariainfektion konnten zwar
mikroskopisch hamozoinhaltige Neutrophile gefunden werden, allerdings waren
keine atypischen grinen Punktsignale nachweisbar. Davon ausgehend, dass
die geringen Prozentzahlen an hamozoinhaltigen Neutrophilen prazise sind,
lassen sich die falsch negativen Falle durch die bereits mehrfach
angesprochene Problematik bei neutrophilen Granulozyten mit geringen

Hamozoinkonzentrationen erklaren.

13 Kinder und funf Erwachsene mit einer akuten Malariainfektion zeigten weder
mikroskopisch nachweisbare hamozoinhaltige Neutrophile noch atypische
grune Punktsignale. Im Zusammenhang mit AVPs wurde dieses Phanomen der
mikroskopisch und durchflusszytometrisch falsch negativen Ergebnis bereits
ausfuhrlich diskutiert. Die Grinde fur den fehlenden Nachweis liegen in der
Immunitatslage der Probanden begriundet (17;76). In verschiedenen fruheren
Studien konnte ebenfalls nicht in allen Malariafallen Hamozoin nachgewiesen
werden (40;46;47;49). Ein wichtiger Grund fUr die falsch negativen Ergebnisse
bei Erwachsenen kdnnte die Schwangerschaft sein, die eine bereits erworbene
Semi-Immunitat vermindert und so bereits klinische Symptome auftreten, wenn

die Parasitenlast gering ist.

Auch muss in diesem Zusammenhang wieder auf die als negativ klassifizierten
atypischen Parasitamien eingegangen werden. Mehrfach wurde bereits erortert,
dass atypische Parasitamien mit Recht als falsch positiv klassifiziert werden, da
ahnlich wie bei einer Malariaepisode eine subklinische Infektion mit
Plasmodienerregern stattfindet. Es stellt sich jedoch die Frage, warum in 44 von
55 Fallen keine atypischen grunen Punktsignale nachweisbar waren. Als

Grunde konnen wiederum nur Vermutungen angestellt werden: zu kurze

111



Parasitamien bzw. zu geringe Parasitenlasten und im Vergleich zu einer akuten

Malaria andere Immunreaktionen des Korpers.

Interessant ist aulRerdem, warum der grof3e Unterschied in der Detektion von
AGPs und AVPs (11 von 55 vs. 41 von 55) besteht. Im Prinzip sollten bei einer
subklinischen Infektion Abbauprodukte von Plasmodium falciparum sowohl in
phagozytierenden Monozyten als auch Neutrophilen zu finden sein, was aber
offensichtlich nicht immer der Fall ist. Eine Erklarung dieses Phanomens liegt
madglicherweise in unterschiedlichen immunologischen Reaktion der Probanden
auf eine Infektion mit Malariaerregern. Moglicherweise werden bei einer
symptomatischen, fieberhaften Infektion sowohl Monozyten als auch
Neutrophile phagozytotisch aktiv. Bei einer asymptomatischen Infektion waren
dann nur die Monozyten aktiviert.

Eine weitaus ftrivialere Erklarung fir dieses Ergebnis ist statistisch zu
begriunden: hamozoinhaltige Neutrophile sind typischerweise weniger zahlreich
als Monozyten im Blutbild zu finden, da sie sich wegen ihrer kurzen
Halbwertszeit nicht anreichern (17). Die Bestimmung der Menge im
Blutausstrich ist deshalb oft sehr unprazise (5). So kann die Zahlung negativ
ausfallen, obwohl hamozoinhaltige Granulozyten vorhanden sind. Die
Bestimmung der atypischen Punktsignale ist nicht zweifelsfrei, wenn nur wenige
Neutrophile geringe Mengen an Hamozoin phagozytiert haben, weil sie dann
innerhalb der Eosinophilenwolke erscheinen und nicht gezahlt werden konnen.
Hamozoinhaltige = Monozyten sind sowohl mikroskopisch als auch
durchflusszytometrisch einfacher und sicherer zu identifizieren. Die vielen
negativen asymptomatischen Parasitamien koénnen so nur ein zufalliges

Ergebnis darstellen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass sich sowohl atypische violette, als
auch atypische grine Punktsignale als Screeningmethode fiur eine
Malariainfektion durchaus eignen.

In frGheren Untersuchungen wurde mehrfach auf die Moglichkeit zur

Malariadiagnostik durch atypische violette Punktsignale im Scattergramm der
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Cell-Dyn 3000® hingewiesen (40;46;47;49). Auch in der vorliegenden Studie
konnten hohe Sensitivitaten und Spezifitditen reproduziert werden. Im
Unterschied zu frGheren Studien wurden jedoch erstmals zwei
Patientenkollektive untersucht, die bisher nicht speziell betrachtet worden
waren: Kinder und schwangere Frauen. Es stellte sich heraus, dass bei Kindern
die Ergebnisse deutlich besser sind als bei schwangeren Frauen.

Erstmals wurden auch atypische grine Punktsignale als diagnostischer Marker
fur eine Malariainfektion untersucht. Auch hier fielen starke Unterschiede
zwischen den Gruppen der Kinder und schwangeren Frauen auf. Insgesamt
sind die Ergebnisse flr atypische grine etwas schlechter als fur atypische

violette Punktsignale.

Gerade wegen der Einsatzmdglichkeit der Cell-Dyn  3000® als
Routineinstrument in der Blutanalyse bietet sich die Moglichkeit, durch einen
einzigen Blick auf die Scattergramme des Gerates einen ersten Verdacht auf
eine  mogliche Malariainfektion zu stellen. Da der Nachweis von
hamozoinhaltigen Leukozyten jedoch nicht spezifisch fur eine akute Infektion
ist, sondern auch eine asymptomatische Parasitamie oder eine bereits
behandelte Infektion darstellen kann, muss sich die mikroskopische
Untersuchung anschliefl3en.

In Zentralafrika wird jedoch der Nutzen des Gerates durch seine hohen
Anschaffungs- und laufenden Kosten eingeschrankt: Falls in Zukunft nicht die
Produktion von Durchflusszytometern und deren Unterhalt billiger werden sollte,
bleiben die Einsatzmdglichkeiten dieser Technik den reicheren Lander

vorbehalten.

Die durchflusszytometrische Analyse von atypischen Punktsignalen kann noch
weiter verbessert werden. Die gerateinterne Software sollte soweit verandert
werden, dass individuelle Analysebereiche berechnet werden kdnnen und so
die groRe Anzahl der falsch positiven Ergebnisse vermindert werden kann.
Durch eine Vergrollerung der Anzahl der vom Gerat untersuchten Zellzahlen

kann eine weitere Verbesserung der Ergebnisse erwartet werden. Zukunftige
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Studien mussen zudem die Immunitatslage der schwangeren Frau genauer
untersuchen, um zu klaren, ob das Cell-Dyn 3000®-Gerat méglicherweise in der
Lage ist, Infektionen friher als die Mikroskopie zu erkennen. Die Klarung des
Infektionsstatus der Probanden durch PCR spielt hierbei eine zentrale Rolle, um

falsch positive oder negative Ergebnisse besser zu darstellen zu kénnen.

4.6 Untersuchungen zur Prognoseerhebung durch die Cell-Dyn 30002

In der Gruppe der Kinder wurden die verschiedenen Analyseverfahren zur
durchflusszytometrischen Bestimmung der Hamozoinkonzentration auf
Unterschiede bei unkomplizierter und komplizierter Malaria getestet. Die
Ergebnisse der beiden Gruppen wurden miteinander verglichen und auf

Signifikanz getestet.

4.6.1 AVPs bei unkomplizierter und komplizierter Malaria

Es ist ein signifikanter Unterschied zwischen unkomplizierter und komplizierter
Malaria sichtbar: Bei Patienten mit komplizierter Malaria sind durchschnittlich
deutlich mehr atypische violette Punktsignale nachweisbar als bei Probanden
mit unkomplizierter Malaria.

In vorangegangenen Studien wurden hamozoinhaltige Monozyten schon als
prognostisches Kriterium herangezogen, hohe Werte wurden so vor allem bei
komplizierter und zerebraler Malaria gefunden (2;72;76). Da — wie in einem der
letzten Kapitel gezeigt wurde - atypische violette Punktsignale und
hamozoinhaltige Monozyten gut miteinander Kkorrelieren, ist es nicht
verwunderlich, dass bei komplizierter Malaria auch hohe Werte von AVPs
gefunden werden.

Zu bemerken ist allerdings auch, dass die Reichweite der Werte sehr breit und
die Standardabweichung sehr hoch ist. Dies bedeutet, dass zwar im Mittel bei
komplizierten Fallen mehr AVPs zu erwarten sind. Allerdings kdnnen auch nur

sehr wenige oder sogar gar keine zu finden sein.
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4.6.2 AGPs bei unkomplizierter und komplizierter Malaria

Auch bei den atypischen grunen Punktsignalen sind signifikante Unterschiede
zwischen den beiden Malariagruppen zu erkennen: Patienten mit komplizierter
Malaria prasentieren durchschnittlich deutlich mehr atypische grine
Punktsignale als Probanden mit unkomplizierter Malaria.

In vergangenen Studien wurden neben den hamozoinhaltigen Monozyten auch
die Neutrophilen als prognostisches Kriterium analysiert (2;72;76).
Hamozoinhaltige Neutrophile wurden sogar als besseres Kriterium beschrieben,
da ein hoher Anteil weitaus genauer mit komplizierter Malaria korreliert als bei
hamozoinhaltigen Monozyten (66;76).

Der Schluss liegt auch hier nahe, ahnliche Ergebnisse bei der
durchflusszytometrischen Analyse zu erwarten. Allerdings ist die gefundene
Korrelation zwischen mikroskopisch ermittelten pigmenthaltigen Neutrophilen
und den durchflusszytometrisch beobachteten atypischen griinen Punktsignalen
deutlich schlechter als die der Monozyten. AufRerdem versuchten bereits
frihere Studien einen Zusammenhang zwischen den mikroskopisch
nachgewiesenen hamozoinhaltigen Neutrophilen und den durch die Cell-Dyn
3000° reprasentierten Bildpunkte herzustellen (59). Diese Versuche scheiterten
in der Vergangenheit, da sich hamozoinhaltige Neutrophile als verstreute Wolke
falsch klassifizierte Eosinophile darstellen, die sich mit der Gruppe der echten
Eosinophilen vermischt. Um diese Problematik zu umgehen, wurde in der
vorliegenden Studie ein Bereich fur atypisch verteilte Punktsignale geschaffen,
welcher die Bedingungen fur hamozoinhaltige Neutrophile erfullen.

Aber auch hier — wie bei den pigmenthaltigen Monozyten — muss darauf
hingewiesen werden, dass die Reichweite der Werte sehr breit und die
Standardabweichung sehr hoch ist. Dies bedeutet, dass zwar im Mittel bei
komplizierten Fallen mehr AVPs zu erwarten sind. Allerdings kbnnen auch nur

sehr wenige oder sogar gar keine zu finden sein.
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4.6.3 Scatterindizes bei unkomplizierter und komplizierter Malaria

Die Blutanalysen von Patienten mit Malaria zeigten im Gegensatz zu den
nichtmalariakranken Probanden, bei denen hdchstens einige Punkte nahe der
Schwelle zu finden sind, oft eine sehr grol’e Wolke von atypischen violetten
Punktsignalen, die vor allem entlang der Ordinate teilweise sehr hoch streuen.
Auf dieser Beobachtung beruht der Scatterindex, der durch starkere
Gewichtung der hoher liegenden Punktsignale das Ausmal’ und die GroRRe der
Streuung zu analysieren sucht. Der Scatterindex kombiniert also zwei
verschieden Parameter: die Anzahl der atypischen violetten Punktsignale und
das Ausmass der vertikalen Streuung.

Der Hintergrund hierfur ist die Annahme, dass nicht nur die Anzahl der mit
Pigment beladenen Leukozyten reprasentativ flir die Schwere der Malaria ist,
sondern auch die Menge des phagozytierten Hamozoins. Die HoOhe der
Verteilung der atypischen violetten Punktsignale ist von der Beladung der
einzelnen Monozyten mit Hdmozoin abhangig — je mehr Hamozoin phagozytiert
wurde, desto starker depolarisiert der Monozyt Laserlicht. In der Literatur ist
dieser Ansatz bisher nicht naher beschrieben worden.

Die Mittelwerte des Scatterindizes sind fur komplizierte und unkomplizierte
Malaria signifikant verschieden. Reichweite und Standardabweichung sind
ahnlich grol3 wie auch bei den atypischen violetten Punktsignalen. Allerdings
lasst sich nicht klar sagen, ob dieser Unterschied allein auf der Anzahl der
atypischen Punktsignale beruht, oder ob die Starke der Depolarisation einen
bedeutenden Einfluss hatte. Zumindest kann ausgeschlossen werden, dass ein
negativer Einfluss besteht.

Dieser Ansatz bleibt weiterhin erfolgversprechend, wenn man die Analysen
verfeinert. Genauere, computergestutzte Bildanalysen konnten eine Moglichkeit

zur Verbesserung der Resultate darstellen.
Zusammenfassend zeigen sowohl atypische violette — quantitativ wie skaliert —

als auch atypische grune Punktsignale bei komplizierter Malaria deutlich héhere

Mengen als bei unkomplizierter. Man kann daraus schlie3en, dass grofe
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Mengen an atypischen Bildsignalen fur eine schlechtere Prognose sprechen.
Bisherige Methoden zur Einschatzung der Malaria sind allerdings noch recht
vage (76).

Ist es unter Umstanden mdglich, Werte zu bestimmen, bei denen der Kliniker
automatisch eine komplizierte Malaria annehmen muss und folglich eine
intensivierte Behandlung einleitet? Bestlinde diese Mdglichkeit, kdnnte bei der
Behandlung von Patienten wertvolle Zeit gespart werden. Gerade bei Kindern
kann die Schwere der Malaria in relativ kurzer Zeit zunehmen und zum Tode
fuhren. Die frihe Diagnose einer schweren Malaria ist deshalb von groler

Bedeutung.

4.6.4 ROC-Kurven fur komplizierte Malaria

Nachdem im vorhergehenden Kapitel der Nutzen von Hamozoineinschlissen
als prognostischer Marker diskutiert wurde, sollen im folgenden die
verschiedene Methoden auf ihre Gute geprift werden. Dazu wurden Receiver-
Operating-Characteristic-Kurven  (ROC-Kurven) gezeichnet. ROC-Kurven
wurden flr atypische violette, atypische grine Punktsignale und den

Scatterindex erstellt.

Die Kurvenverlaufe bei AVPs und dem Scatterindex lassen nicht darauf hoffen,
einen Schwellenwert definieren zu kdénnen. In beiden Fallen scheinen die
oberen Grenzen der Variablen bei unkomplizierter Malaria flieRend in die
unteren Grenzen der komplizierten Malaria Ubergehen. Dies ist aufgrund der
langen Halbwertszeit und der Anhaufung von pigmenthaltigen Monozyten bei
Malariainfektion auch nicht anders zu erwarten (17;76). Bei einer akuten
Malaria kann so nicht unterschieden werden, ob die Infektion unkompliziert ist
aber schon langer verlauft, oder ob eine schwere Malaria mit hoher Parasitamie
in der Peripherie vorliegt. In beiden Fallen waren hohe Werte an
hamozoinhaltigen Monozyten und dementsprechend auch hohe Werte an

atypischen violetten Punktsignalen zu erwarten.
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Der Kurvenverlauf bei atypischen griinen Punktsignalen ist vielversprechender.
Die Genauigkeit des Testes ist mit einer Flache unter der Kurve von >0,7 als
befriedigend einzuschatzen, es zeichnet sich eine Tendenz ab. In
verschiedenen Vorarbeiten wurde bereits darauf hingewiesen, dass
hamozoinhaltige Neutrophile sehr viel bessere Marker fir komplizierte Malaria
als hamozoinhaltige Monozyten und sogar Hyperparasitamie darstellt (66;76).
Wegen ihrer kurzen Halbwertszeit geben sie sehr viel besser die wahre
Parasitendichte wieder (17), insbesondere auch die in der peripheren
Endstrombahn, wo sequestrierte Parasiten aus dem Blutstrom entfernt sind und

im Dicken Tropfen nicht zu erkennen sind.

Die Tabellen mit Cut-Off-Werten fir die Punktsignale und Scatterindex spiegeln
die maRigen Ergebnisse der ROC-Kurven wieder. Einen Schwellenwert, der
gute Ergebnisse in Bezug auf Sensitivitat und Spezifitat bietet, ist leider nicht
vorhanden. Warum kein deutlicher Schwellenwert zu finden ist, bleibt unklar.
Zwar sind signifikante Unterschiede zwischen komplizierter und unkomplizierter
Malaria vorhanden, allerdings sind die Punktsignale zu breit gestreut, um einen
Cut-Off-Wert zu definieren. Es ist anzunehmen, dass bei komplizierter Malaria
ein groRere Parasitamie in der Endstrombahn vorliegt und so auch mehr
Hamozoin von Leukozyten phagozytiert wird. Jedoch scheinen durch
unterschiedliche Erkrankungsdauer und Immunitatslage der Patienten auch
unkomplizierte Malariafalle mit hoher Hamozoinlast und umgekehrt komplizierte
Falle mit niedriger Hamozoinlast vorzukommen, wodurch die Bestimmung eines

Schwellenwertes schwierig wird.

Wabhrscheinlich lieRe sich dich Genauigkeit der ROC-Kurven, insbesondere
diejenigen der atypischen grinen Punktsignale noch weiter verbessern, wenn
eine Maglichkeit gefunden wurde, die Unterscheidungsschwellen dynamisch zu
gestalten.  Deutlicher genauere Ergebnisse durften erwartet werden, wenn
auch depolarisierende Neutrophile innerhalb der Eosinophilenwolke identifiziert

werden konnten.
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Ein entscheidender Aspekt bei der Untersuchung der hamozoinhaltigen
Leukozyten als prognostischer Marker wurde bisher nicht behandelt: Da diese
Studie nur einen Querschnitt des Patientenkollektives des Labors darstellte,
konnten keine Verlaufsuntersuchungen vorgenommen werden. Somit ist es
durchaus maoglich, dass Patienten, die sich trotz hoher Hamozoinwerte mit einer
unkomplizierten Malaria prasentierten, sich in den folgenden Tagen
verschlechterten und schliel3lich als komplizierte Malaria definiert werden
mussten. Dies ist ein sehr wichtiger Aspekt und sollte daher Gegenstand
weiterer Untersuchungen sein, vorzugsweise Langsschnittstudien mit

Verlaufsbeschreibung der Klinik von Malariapatienten.
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5 Zusammenfassung

Malaria ist weltweit eine der bedeutendsten Infektionskrankheiten. Jahrlich
erkranken bis zu 500 Millionen Menschen an einer Malariainfektion, etwa zwei
Millionen Menschen versterben an einer durch Plasmodium falciparum
hervorgerufenen Malaria tropica. Besonders gefahrdet durch Malaria sind
Kleinkinder, die noch keine ausreichende Immunitat besitzen.

Neben umfassender Pravention und adaquater Behandlung der Infektion mit
Chemotherapeutika hat vor allem die rechtzeitige Diagnose grofle Bedeutung
im Management der Malaria.

In den letzten Jahren wurde der Nachweis von hdmozoinhaltigen Leukozyten
als Marker fur eine akute Malariainfektion wiederentdeckt. Hamozoin, ein
Abbauprodukt des Malariaerregers, wird von Monozyten und neutrophilen
Granulozyten phagozytiert und ist mikroskopisch an seiner doppelbrechenden
optischen Eigenschaft erkennbar. Der Nachweis von pigmenthaltigen
Leukozyten wurde nicht nur als diagnostisches Kriterium beschrieben, sondern
auch als prognostischer Marker mit der Schwere der Erkrankung in Verbindung
gebracht.

Laser-Durchflusszytometer vom Typ des Blutanalysegerites Cell-Dyn 3000®
sind in der Lage, hamozoinhaltige Leukozyten anhand der optischen
Eigenschaften des Hamozoin-Kristalles als fehlklassifizierte Punktsignale zu
identifizieren. In verschiedenen Studien wurden bereits sog. atypische violette
Punktsignale zur Malariadiagnostik genutzt. Unklar war bisher die Bedeutung
von atypischen grunen Punktsignale geblieben, welche hamozoinhaltige
neutrophile Granulozyten reprasentieren.

In der vorliegenden Studie wurden die durchflusszytometrischen Daten von
Kindern und schwangeren Frauen in Lambaréné, Gabun, untersucht, um
Sensitivitat, Spezifitat und prognostischen Wert des Cell-Dyn 3000®-Gerates in
Bezug auf Malariainfektion zu prufen.

Es stellte sich heraus, dass bei Kindern das Auftreten von atypischen violetten
und granen Punktsignalen hoch sensitiv und spezifisch fur eine Malariainfektion
(AVPs: 95,4% respektive 95,4%; AGPs: 82,9% respektive 96,3%) ist.
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Erstaunlicherweise sind Sensitivitat und Spezifitat bei Erwachsenen deutlich
niedriger (AVPs: 81,3% respektive 83,6%; AGPs: 68,8% respektive 95,2%),
hohe Raten an falsch positiven Fallen wurden beobachtet. Ursachlich fur diese
Ergebnisse sind neben der noch nicht vollstdndig ausgereiften
Identifizierungsmethode  von  atypischen Punktsignalen  auch  die
unterschiedliche Immunitatslage von Kindern und Erwachsenen, insbesondere
schwangeren Frauen. In holoendemischen Gebieten wie Lambaréné scheint die
Durchflusszytometrie als Screeningmethode durchaus sinnvoll zu sein. Die
Ergebnisse in der Gruppe der schwangeren Frauen jedoch muissen durch
zuklnftige Studien genauer evaluiert werden.

Des weiteren wurden bei Kindern atypische Punktsignale auf ihr Potential zur
Diagnose der Schwere der Malaria untersucht. Es zeigten sich signifikante
Unterschiede in den Mengen der atypischen violetten und grinen Punktsignale
zwischen unkomplizierter und komplizierter Malaria (21 AVPs vs. 33 AVPs
[p=0,026] respektive sechs AGPs vs. 15 AGPs [p<0,001]). Allerdings
scheiterten Versuche, einen Schwellenwert zu finden, welcher dem Kliniker eine
Klassifikation in komplizierte und unkomplizierte Malaria allein anhand der
Anzahl der Punktsignale ermdglichen sollte. Die Signale sind in beiden Gruppen
zu gleichmalig verteilt, als dass eine klare Unterscheidung moglich ist. Weitere
Studien sind notwendig, um die Schwellenwerte der Cell-Dyn 3000° fir
atypische Signale zu verbessern und genauere Aussagen Uber die

Verlaufsprognose von malariakranken Patienten zu ermdglichen.
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6 AbkuUrzungsverzeichnis

®

°C

A
Abb.
AGP
AIDS
ARDS
arithm.
asympt.
AVP
BCS
bzw.
CD
CSA
D
DDT
dep
d.h.
DIC

dl
DNA
EDTA
EIR
et al.

etc.

GB
GPI
H20,
HA

eingetragenes Warenzeichen

Grad Celsius

Osterreich

Abbildung

atypisches grunes Punktsignal
acquired immunodeficiency syndrome
adult respiratory distress syndrome
arithmetisch

asymptomatisch

atypisches violettes Punktsignal
Blantyre Coma Scale
beziehungsweise

cluster of differentiation
Chondroitinsulfat A

Deutschland
Dichlordiphenyltrichlorethan
depolarisierend

das heif3t

disseminated intravasal coagulation
Deziliter

desoxyribonucleic acid
ethylene-diamine-tetraacetic acid
entomologische Inokulationsrate

et alii

et cetera

Gramm

GroRbritannien
Glycosylphosphatidylinositol
Wasserstoffperoxid

hyaluronic acid

123



HDL high-density lipoprotein

HIV Humanes Immundefizienz-Virus
HNO Hals-Nasen-Ohren

HRP-2 histidine rich protein 2

ICAM intercellular adhesion molecule
IFN-y Interferon gamma

IL Interleukin

Inc. incorporated

IRDS infant respiratory distress syndrome
K Tausend

Kl Konfidenzintervall

km Kilometer

km? Quadratkilometer

kompl. kompliziert

li. links

LJ. Lebensjahr

LUC large unstained lymphocytes

M Millionen

M.A.P.S.8.™ multi-angle polarized scatter separation
ME Median

mg Milligramm

MHC major histocompatibility complex
ml Milliliter

mm Millimeter

mm? Quadratmillimeter

mm?® Kubikmillimeter

mmol Millimol

MW Mittelwert

mwW Milliwatt

N Anzahl

nm Nanometer

NO Stickoxid
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Oy

OH

P
Parasit.
PCM
PCN
PCR
PFEMP

Pfhrp
pH

P.
pLDH
pol
QBC®
r

re.
RNA
ROC-Kurve
RwW
SA
SP
spp.
Tab.
™
TNF-a
u.a.
unkompl.
URTI
USA
val.
VS.

Superoxidanion

Hydroxylradikal

Wabhrscheinlichkeit

Parasitamie

pigment containing monocyte

pigment containing neutrophile
polymerase chain reaction
plasmodium falciparum erythrozyte membrane
protein 1

Plasmodium falciparum histidine rich Proteine
pondus hydrogenii

Plasmodium

plasmodienspezifische Laktatdehydrogenase
polarisierend

quantitative buffy coat

rho

rechts

ribonucleic acid
receiver-operating-characteristic-Kurve
Reichweite

Standardabweichung
Sulfadoxin/Pyrimethamin

Spezies

Tabelle

trademark

Tumornekrosefaktor alpha

und andere

unkompliziert

upper respiratory tract infection

United States of America

vergleiche

Versus
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WHO World Health Organization

z.B. zum Beispiel
Zn. Zustand nach
i Mikroliter
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7 Anhang — Studien-Datenblatt und Rohdaten

( Cell-Dyn Flowcytrometry case report sheet
'a = = —— 2 A S AT i,
StudyIDCD: Cell-Dyn Sequence: ~ |Date: [ ]
Cross-reference to Study (name) i A _] Patient ID in this study: ]
Patientinitials: | |  Age(y):| Sex (mM): (Om Of |
| . e R bl A i
© : = s . e rT— ™
Admission note: | | healthy (no palu): /'Y * n |
Established Dx: | imeoonlOY On | prostr Oy On |
Clinical notes, i_f”fe'l_e\fa_nt: : St !_____-! ":‘.':"r‘!' S t‘:w :__._n“J
| Convul (0¥ On | coma Oy On |
‘ Parasit (Oy On | aas [Oy On |
Duration of clinical Symptoms (d): | Temperature (C): |
If malaria: severe/non-severe, acoordmg to WHO-definition (s/n): | )s On | cerebrali Oy On |
Patient treated/untreated/hospitalized (t/u/h): __;L | Patient admitted to: | ]
Outcome, if applicable: o = e ﬁ
% £2 J
£ B
Thick smear results
Plamodium falciparum: | |/l
Haemozoin (neutrophils): | (% Haemozoin (monozytes): | | %
Cell-Dyn results
WBC Total | Klul %100 |
Neutrophils | l___i ?g{tili_oslnophf!es axe 25%:
Lymphocytes | || | weo[ | | > fow _—
e —t G
Monocytes S i s (>10) e 31?' %
Eosinophis | || | we | L : —
RBC i iM!uI %40 1 O ::ny ( n::ny pixMax1: Y_-L'l__
Ho | g/l %30 | i e i plxMaxz y __"
Hit [ | % %0 | gl
Pt | [Kul %10 |Monozyte Scatter
Scatter profile
Monocytes: normal/abnormal (nfa) ()n (a | No. of purple dots (2.try): |
Eosinophils: normal/abnormal (n/a) | 'n Oa | Shape: | e - "
Remarks:

Abb. 23: Studien-Datenblatt, welches zur Erhebung der Patientendaten benutzt

wurde
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Diagnosegruppen
Altersgruppen keine asympt. | unkompl. | kompl.
Malaria Parasit. Malaria Malaria
N 212 20 4
RW [K/ul] | 4,2-35,2 42-16,6 | 9,1-19,7
Sauglinge |M [K/ul] 9,1 9,8 13,7
(bis 1. LJ) [MW [K/pl] 9,6 9,4 14,0
KI [K/ul] 9,1-10,1 78-111 | 53-228
SA [K/ul] 3,7 3,5 55
N 2 37 28
RW [K/ul] 43-9.3 29-18,2 | 2,3-26,6
Kleinkinder (M [K/ul] 6,8 7,8 8,8
(2.-3.LJ) (MW [K/ul] 6,8 8,9 10,6
KI [K/l] -25,0 - 38,6 76-10,3 | 8,3-12,9
SA [K/ul] 3,5 4 5,9
N 2 44 19
RW [K/ul] 5,0-6,8 2,0-134 | 3,8-19,2
Schulkinder |M [K/ul] 5,9 6,4 7,7
(4.-14. LJ) MW [K/p] 5,9 6,8 7.8
KI [K/ul] -5,5-17,3 6,0-76 | 59-9,6
SA [K/ul] 1,3 2,8 3,8
N 591 55 32
RW K/l | 2,7-26,1 | 3,0-17,3 | 29-14,6
Erwachsene|M [K/ul] 7,4 7,2 6,4
(ab 15. LJ) (MW [K/ul] 8,0 7,8 7,1
KI [K/ul] 78-82 | 71-85 | 6,0-82
SA [K/ul] 2,8 2,6 3

Tab. 26: Tabellarische Darstellung der Verteilung der Leukozytenzahlen in
Tausend/Mikroliter  (N=Anzahl Probanden; R=Reichweite; M=Median;

MW=Mittelwert; KI=Konfidenzintervall; SA=Standardabweichung)
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Diagnosegruppen

Altersgruppen keine asympt. | unkompl. | kompl.
Malaria Parasit. Malaria Malaria
N 212 20 4
RW [K/ul] | 0,4 -28,3 0,8-89 | 25-89
Sauglinge |M [K/ul] 1,9 2,4 2,7
(bis 1. LJ) [MW [K/pl] 2,7 2,9 4,2
KI [K/ul] 2,3-31 2,0-3,7 -10
SA [K/ul] 2,8 1,8 3,2
N 2 37 28
RW [K/ul] 1,2-17 1,1-84 | 1,0-13,8
Kleinkinder (M [K/ul] 1,5 3,1 3,8
(2.-3.LJ) (MW [K/pI] 1,5 3,9 4,8
KI [K/ul] -1,7-4,6 32-45 | 3,5-6,1
SA [K/ul] 0,4 2,0 3,4
N 2 44 19
RW [K/ul] 2,8-50 1,0-104 | 0,7-7,6
Schulkinder |M [K/ul] 3,9 2,9 4,9
(4.-14.LJ) MW [K/ul] 3,9 34 4,3
KI [K/ul] -10,1-17,9 28-40 | 3,3-52
SA [K/ul] 1,6 2,0 2,0
N 591 55 32
RW [K/u] | 1,2-23,8 | 1,2-155 | 1,5-11,3
Erwachsene|M [K/ul] 4.4 4,4 3,9
(ab 15. LJ) (MW [K/pl] 5,1 5 4,8
KI [K/ul] 48-53 | 44-56 | 3,9-58
SA [K/ul] 2,6 2,4 2,6

Tab. 27: Tabellarische Darstellung der Verteilung der

Tausend/Mikroliter

(N=Anzahl

Probanden;

R=Reichweite;

Neutrophilen

MW=Mittelwert; KI=Konfidenzintervall; SA=Standardabweichung)
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Diagnosegruppen
Altersgruppen keine asympt. | unkompl. | kompl.
Malaria Parasit. Malaria Malaria
N 212 20 4
RW [K/ul] | 1,3-13,5 1,3-96 | 42-94
Sauglinge |M [K/ul] 54 3,5 5,9
(bis 1. LJ) [MW [K/pl] 5,6 4,3 6,3
KI [K/l] 53-59 32-54 | 25-10,1
SA [K/ul] 1,9 2,4 2,4
N 2 37 28
RW [K/ul] 23-5,0 04-90 | 09-7,6
Kleinkinder (M [K/ul] 3,7 2,5 2,6
(2.-3.LJ) (MW [K/pI] 3,7 3,2 3,4
KI [K/l] -13,5-20,8 25-40 | 26-43
SA [K/ul] 1,9 2,3 2,2
N 2 44 19
RW [K/ul] 1,3-1,6 04-85 | 04-10,3
Schulkinder |M [K/ul] 1,5 1,8 1,4
(4.-14. LJ) MW [K/p] 1,5 2 2
KI [K/p] -0,5-3,4 1,6-25 1,0-3,1
SA [K/ul] 0,2 1,4 2,2
N 591 55 32
RW [K/ul] 0,3-60 | 06-38 | 0,3-3,3
Erwachsene|M [K/ul] 1,8 1,5 0,9
(ab 15. LJ) (MW [K/ul] 1,8 1,7 1,2
KI [K/ul] 1,8-1,9 1,5-1,9 1,0-1,5
SA [K/ul] 0,7 0,7 0,7

Tab. 28: Tabellarische Darstellung der Verteilung der Lymphozytenzahlen in
(N=Anzahl M=Median;
MW=Mittelwert; KI=Konfidenzintervall; SA=Standardabweichung)

Tausend/Mikroliter Probanden; R=Reichweite;
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Diagnosegruppen
Altersgruppen keine asympt. unkompl. kompl.
Malaria Parasit. Malaria Malaria
N 212 20 4
RW [K/ul] 0,0-2,7 0,6-3,8 1,7-3,7
Sauglinge |M [K/ul] 0,7 1,7 2,1
(bis 1. LJ) [MW [K/pl] 0,8 1,8 2,4
KI [K/l] 0,7-0,9 14-22 | 09-38
SA [K/ul] 0,5 0,8 0,9
N 2 37 28
RW [K/ul] 0,5-0,7 0,2-40 | 0,2-58
Kleinkinder (M [K/ul] 0,6 1,3 1,1
(2.-3.LJ) (MW [K/ul] 0,6 1,3 1,8
KI [K/l] -0,7-1,9 1,0-1,6 1,2-2,4
SA [K/ul] 0,1 0,8 1,5
N 2 44 19
RW [K/ul] 0,3-0,3 02-26 | 0,2-43
Schulkinder |M [K/ul] 0,3 0,9 0,6
(4.-14. LJ) MW [K/ul] 0,3 0,9 1
KI [K/p] 0,3-0,3 0,7-10 | 05-14
SA [K/ul] 0,0 0,5 1,0
N 591 55 32
RW [K/ul] 0,1-15 | 0,1-16 | 0,1-27
Erwachsene|M [K/ul] 0,4 0,6 0,6
(ab 15. LJ) (MW [K/ul] 0,5 0,6 0,8
KI [K/ul] 04-05 | 05-0,7 | 06-1,0
SA [K/ul] 0,2 0,3 0,5

Tab. 29: Tabellarische Darstellung der Verteilung der Monozytenzahlen in

Tausend/Mikroliter  (N=Anzahl Probanden; R=Reichweite; M=Median;

MW=Mittelwert; KI=Konfidenzintervall; SA=Standardabweichung)

131



Diagnosegruppen
Altersgruppen keine asympt. | unkompl. | kompl.
Malaria Parasit. Malaria Malaria
N 212 20 4
RW [K/ul] 0,0-2,7 0,0-0,7 | 0,1-0,8
Sauglinge |M [K/ul] 0,3 0,1 0,2
(bis 1. LJ) [MW [K/pl] 0,4 0,2 0,3
KI [K/ul] 0,3-04 0,1-03 | -0,2-0,8
SA [K/ul] 0,4 0,2 0,3
N 2 37 28
RW [K/ul] 0,2-1,8 0,0-50 | 0,0-1,1
Kleinkinder (M [K/ul] 1 0,2 0,2
(2.-3.LJ) (MW [K/ul] 1 0,4 0,3
KI [K/ul] -9,2-11,2 0,1-06 | 0,2-0,5
SA [K/ul] 1,1 0,8 0,3
N 2 44 19
RW [K/ul] 0,0-0,2 0,0-66 | 0,1-17
Schulkinder |M [K/ul] 0,1 0,1 0,2
(4.-14. LJ) MW [K/p] 0,1 0,4 0,4
KI [K/ul] -1,2-14 0,0-08 | 0,2-0,6
SA [K/ul] 0,1 1,2 0,4
N 591 55 32
RW [K/ul] 0,0-48 | 0,0-33 | 0,0-1,7
Erwachsene|M [K/ul] 0,4 0,2 0,2
(ab 15. LJ) (MW [K/ul] 0,6 0,5 0,3
KI [K/ul] 05-06 | 0,3-0,7 | 0,1-04
SA [K/ul] 0,6 0,7 0,3

Tab. 30: Tabellarische Darstellung der Verteilung der
(N=Anzahl
MW=Mittelwert; KI=Konfidenzintervall; SA=Standardabweichung)

Eosinophilen in

Tausend/Mikroliter Probanden; R=Reichweite; M=Median;
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Diagnosegruppen
Altersgruppen keine asympt. unkompl. kompl.
Malaria Parasit. Malaria Malaria
N 212 20 4
RW [K/ul] 0,0-0,6 0,1-14 | 0,1-18
Sauglinge |M [K/ul] 0,1 0,2 0,8
(bis 1. LJ) [MW [K/pl] 0,1 0,3 0,9
KI [K/l] 0,1-0,2 0,1-04 | -04-22
SA [K/ul] 0,1 0,3 0,8
N 2 37 28
RW [K/ul] 0,1-0,1 0,0-11 0,0-1,1
Kleinkinder (M [K/ul] 0,1 0,1 0,1
(2.-3.LJ) (MW [K/pI] 0,1 0,2 0,2
KI [K/l] 0,1-0,1 0,1-0,2 | 0,1-0,3
SA [K/ul] 0 0,2 0,2
N 2 44 19
RW [K/ul] 0,0-0,1 0,0-06 | 0,0-0,6
Schulkinder |M [K/ul] 0,1 0,1 0,1
(4.-14. LJ) MW [K/ul] 0,1 0,1 0,1
KI [K/p] -0,6-0,7 0,1-0,1 0,1-0,2
SA [K/ul] 0,1 0,1 0,1
N 591 55 32
RW [K/ul] 0,0-0,3 | 0,0-0,1 0,0-0,3
Erwachsene|M [K/ul] 0,1 0,0 0,0
(ab 15. LJ) (MW [K/pl] 0,1 0,0 0,1
KI [K/ul] 0,1-0,1 0,0-0,1 0,0-0,1
SA [K/ul] 0,1 0,1 0,1

Tab. 31: Tabellarische Darstellung der
(N=Anzahl
MW=Mittelwert; KI=Konfidenzintervall; SA=Standardabweichung)

Verteilung der Basophilen in

Tausend/Mikroliter Probanden; R=Reichweite; M=Median;
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Diagnosegruppen
Altersgruppen keine asympt. unkompl. kompl.
Malaria Parasit. Malaria Malaria
N 211 18 4
RW[M/u] | 2,6-7,3 24-50 | 0,8-24
Sauglinge |M [M/ul] 4,2 3,7 2,1
(bis 1. LJ) (MW [M/ul] 4,1 3,7 1,8
KI [M/pl] 41-4.2 33-40 | 0,7-3,0
SA [K/ul] 0,6 0,7 0,7
N 2 36 24
RW [M/ul] | 3,7-4,1 2,3-56 1,2-5,2
Kleinkinder (M [Mul] 3,9 3,4 29
(2.-3.LJ) (MW [M/pu] 3,9 3,5 2,9
KI [M/pl] 1,4 -6,4 33-38 | 25-33
SA [M/ul] 0,3 0,8 1,0
N 2 42 18
RW [M/u] | 3,2-3,6 2,0-5.2 1,6-4,5
Schulkinder |M [M/ul] 3,4 3,8 3,1
(4. -14. LJ) (MW [M/ul] 34 3,7 3,1
KI [M/pl] 1,2-5,6 34-39 | 2,7-3,6
SA [M/pl] 0,2 0,8 0,9
N 589 54 31
RW [M/ul] | 1,2-6,5 1,8-52 | 2,7-4.2
Erwachsene|M [M/pl] 3,7 3,4 3,4
(ab 15. LJ) (MW [M/ul] 3,7 3,3 3,4
KI [M/pl] 3,7-38 | 31-35 | 3,3-3,6
SA [M/ul] 0,5 0,6 0,4

Tab. 32: Tabellarische Darstellung der Verteilung der Erythrozytenzahlen in
(N=Anzahl M=Median;
MW=Mittelwert; KI=Konfidenzintervall; SA=Standardabweichung)

Millionen/Mikroliter Probanden; R=Reichweite;
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Diagnosegruppen
Altersgruppen keine asympt. | unkompl. | kompl.
Malaria Parasit. Malaria Malaria

N 212 20 4

RW [g/dl] | 7,2-16,6 6,2-10,5 | 1,7-5,3
Sauglinge |M [g/dl] 9,9 8,6 5
(bis 1. LJ) (MW [g/dI] 9,8 8,3 4,3

Kl [g/dl] 9,7-10,0 7,7-8,8 1,5-7,0

SA [g/d]] 1,1 1,2 1,7

N 2 37 28

RW [g/dl] [10,2-10,2 57-13,0 | 29-11,8
Kleinkinder (M [g/dl] 10,2 8,6 6,3
(2.-3.LJ) (MW [g/dI] 10,2 8,3 6,5

Kl [g/dl] 10,2 - 10,2 78-89 | 57-74

SA [g/dl] 0,0 1,7 2,2

N 2 44 19

RW [g/dl] [10,0-11,2 53-12,9 | 43-11,5
Schulkinder |M [g/dI] 10,6 8,9 7,9
(4. -14. LJ) (MW [g/dI] 10,6 8,9 7,8

Kl [g/dI] 3,0-18,2 84-95 | 6,7-89

SA [g/d]] 0,8 1,8 2,2

N 591 55 32

RWgMdl] | 35-176 | 48-133 | 7,2-12,0
Erwachsene|M [g/dl] 9,9 9,0 9,2
(ab 15. LJ) (MW [g/dI] 9,9 9,0 9,3

Kl [g/dl] 98-10,0 | 85-94 | 88-98

SA [g/dl] 1,4 1,6 1,4

Tab. 33: Tabellarische Darstellung der Verteilung der Hamoglobinkonz. in
Gramm/Deziliter =~ (N=Anzahl  Probanden; R=Reichweite; = M=Median;

MW=Mittelwert; KI=Konfidenzintervall; SA=Standardabweichung)
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Diagnosegruppen
Altersgruppen keine asympt. unkompl. kompl.
Malaria Parasit. Malaria Malaria

N 211 18 4

RW [in %] 20,8 - 53,5 18,8-30,1| 5,3-16,1
Séauglinge |M [in %] 28,7 24,8 15,5
(bis 1. LJ) [MW [in %)] 28,8 24 13,1

Kl [in %] 28,4 - 29,2 224-257| 48-214

SA [in %)] 3,4 3,3 5,2

N 2 36 24

RW [in %] [29,3-32,0 15,8-43,3| 9,6 - 38,3
Kleinkinder (M [in %] 30,7 25,3 18,4
(2.-3.LJ) (MW [in %] 30,7 25,4 20,7

Kl [in %)] 13,5-47,8 23,6-27,3 17,6 - 23,7

SA [in %] 1,9 5,6 7,2

N 2 42 18

RW [in %] |28,7 - 31,8 16,2 -37,113,3-35,8
Schulkinder |M [in %] 30,3 28,6 22,6
(4. -14. LJ) (MW [in %] 30,3 27,4 23,3

Kl [in %] 10,6 - 49,9 25,6 -29,2 (19,7 - 26,8

SA [in %)] 2,2 5,8 7,1

N 589 54 31

RW [in %] [10,5-55,6|13,7-42,4|21,3-35,0
Erwachsene|M [in %)] 28,9 27,4 26,7
(ab 15. LJ) (MW [in %] 29,3 27,2 27

KI[in %] |[28,9-29,6|25,7-28,7|25,6-28,4

SA [in %] 4,2 54 3,8

Tab. 34: Tabellarische Darstellung der Verteilung des Hamatokrits in Prozent
(N=Anzahl Probanden; R=Reichweite; M=Median; MW=Mittelwert;

Ki=Konfidenzintervall; SA=Standardabweichung)
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Diagnosegruppen
Altersgruppen keine asympt. | unkompl. | kompl.
Malaria Parasit. Malaria Malaria
N 210 18 4
RW [K/ul] | 100 - 769 65-427 | 83-244
Sauglinge |M [K/ul] 423 146 136
(bis 1. LJ) MW [K/ul] 430 163 150
KI [K/ul] 414 - 447 118 -208 | 41-258
SA [K/ul] 121 91 68
N 2 36 24
RW [K/ul] | 266 - 322 37-513 | 35-430
Kleinkinder (M [K/ul] 294 136 113
(2.-3.LJ) (MW [K/ul] 294 148 139
KI [K/ul] -62 - 650 118-178 | 98-179
SA [K/ul] 40 90 96
N 2 42 18
RW [K/ul] | 155-179 47 -269 | 23-364
Schulkinder |M [K/ul] 167 115 67
(4. -14. LJ) (MW [K/pI] 167 130 102
KI [K/ul] 15-319 111-150 | 58 -145
SA [K/ul] 17 63 87
N 587 54 31
RW [K/ul] 20-500 | 65-380 18 - 344
Erwachsene|M [K/ul] 207 183 98
(ab 15. LJ) (MW [K/pl] 211 190 120
KI [K/ul] 206-216 | 174 -207 | 94 - 146
SA [K/ul] 59 60 71

Tab. 35: Tabellarische Darstellung der Verteilung der Thrombozytenzahlen in
Tausend/Mikroliter  (N=Anzahl Probanden; R=Reichweite; M=Median;
MW=Mittelwert; KI=Konfidenzintervall; SA=Standardabweichung)
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Diagnosegruppen

Altersgruppen keine asympt. unkompl. kompl.
Malaria Parasit. Malaria Malaria
N 216 101 51
70 - 440 -
RW [/ul] 0-0
250.000 996.000
Kinder
M [/] 0 34.200 142.000
(Geburt -
MW [/ul 0 55.125 245.779
14. LJ) U]
43.277 - 169.243 -
KI [/j] 0-0
66.972 322.315
SA [/ul] 0 60.014 272122
N 591 55 32
RW [/ul] 0-0 12-18.600 | 0-170.000
M [/ul] 0 700 6.450
Erwachsene
(ab 15. L) MW [/ul] 0 2174 17.396
1.150 - 4.929 -
KI [/ul] 0-0
3.198 29.862
SA [/ul] 0 3.788 34 .577

Tab. 36: Tabellarische Darstellung der Verteilung der Parasitamien pro
Mikroliter (N=Anzahl Probanden; R=Reichweite; M=Median; MW=Mittelwert;

Ki=Konfidenzintervall; SA=Standardabweichung)
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