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,Bedurfnis nach Erkennen!

Suche zu ergriinden alles, was um dich herum ist,

gehe bis an die dul3ersten Grenzen des menschlichen Wissens,
und immer sté8t du zuletzt auf etwas Unergriindliches

- und dies Unergriindliche heil3t: Leben!

Albert Schweitzer
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1 Einleitung

1.1 Malaria allgemein

Malaria ist eine von Vektoren Ubertragene Krankheit, die jahrlich ca. 600.000
Menschenleben fordert. ' Die Verbreitung beschrankt sich hauptsachlich auf
tropische und subtropische Gebiete; die Hauptkrankheitslast wird von Landern
Afrikas sudlich der Sahara getragen, in denen mehr als 80% der weltweiten
Falle zu verzeichnen sind. "? Malaria wird hervorgerufen durch einzellige
Parasiten der Gattung Plasmodium, die von Stechmucken auf den Menschen
ubertragen werden. 9 - 30 Tage nach dem Stich einer infizierten Mucke begin-
nen die ersten Symptome. Diese sind anfangs unspezifisch und ahneln einem
grippalen Infekt: Fieber, Schuttelfrost, Kopf- und Gliederschmerzen und gastro-
intestinale Beschwerden wie Appetitlosigkeit, Ubelkeit und Erbrechen oder
Durchfall. Bei der durch Plasmodium falciparum hervorgerufenen schwersten
Form, der Malaria tropica, konnen unbehandelt jedoch schnell Komplikationen
auftreten und die Malaria kann zu einer lebensbedrohlichen Krankheit fort-
schreiten, die zu schwerer Anamie, multiplem Organversagen, Koma und
schlieRlich zum Tode fiihrt. > Besonders Kinder entwickeln schnell Komplikatio-
nen; etwa 80% der Todesopfer sind Kinder unter 5 Jahren. ' Malaria ist eine
behandelbare Krankheit. Wird sie rasch diagnostiziert und behandelt, konnen
selbst schon aufgetretene Komplikationen gut beherrscht werden und die
Prognose ist gut. Das Fieber und die meisten Symptome verschwinden dann
normalerweise innerhalb von drei Tagen. ® Malaria kann mittels Mikroskopie
von gefarbten Blutausstrichen oder mittels immunchromatographischer Schnell-
tests diagnostiziert werden. Es stehen noch andere diagnostische Verfahren zur
Verfugung, die jedoch aufgrund hohen technischen oder zeitlichen Aufwandes
oder hoher Kosten im klinischen Routinealltag bisher keine Bedeutung haben. *
Im Laufe ihres Entwicklungszyklus in den menschlichen Erythrozyten heften
sich reife asexuelle Stadien von Plasmodium falciparum an das GefalRendothel
von Organen. Diese sogenannte Sequestrierung fuhrt dazu, dass die Parasiten
fur eine Weile aus dem peripher zirkulierenden Blut ,verschwinden® und dort
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nicht mehr nachgewiesen werden kénnen. >° Die sequestrierten Parasiten
werden aber hauptverantwortlich gemacht fur schwere Komplikationen der
Malaria. " Es besteht die Annahme, dass mithilfe der Messung von spezifi-
schen Biomarkern, die unabhangig von ihrer Lokalisation im Wirtsorganismus
von den Parasiten synthetisiert werden, die Gesamt-Parasitenlast geschatzt
werden kann. ° Hierzu wurden verschiedene Berechnungsmodelle entwickelt. *
" Koénnte die Gesamt-Parasitenlast eines Patienten vor Therapiebeginn
zuverlassig geschatzt werden, ware das von groRer Bedeutung fur die Ein-
schatzung der Schwere einer Malariaerkrankung und ihrer Prognose, und es
lieRe sich von Beginn an eine adaquatere Therapie fur den individuellen
Patienten ableiten. °

Die vorliegende Arbeit untersucht einen moglichen Biomarker, das Plasmodium
falciparum histidine-rich protein 2 (HRPZ2), insbesondere im Hinblick auf die in
vivo Kinetik und seine Bedeutung fur solche Berechnungsmodelle sowie fur
HRP2-detektierende Malaria-Schnelltests.

1.2 Erreger und Ubertragung der Malaria

Plasmodien sind einzellige Parasiten, die zum Stamm der Apicomplexa, zur
Ordnung der Haemosporidia, gehoren. Es gibt Uber 200 beschriebene Arten
und es werden weiterhin neue Arten beschrieben. '? Plasmodien parasitieren
bei einer Vielzahl von landlebenden Wirbeltieren. Funf der Plasmodien-Arten
gelten als humanpathogen und rufen beim Menschen die Krankheit Malaria
hervor: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale und P. knowlesi, wobei die
vier erstgenannten die Hauptverursacher sind. ">~ Die klinisch bedeutsamste
Art ist P. falciparum. >'* Weitere Plasmodien-Arten kénnen beim Menschen
Malaria hervorrufen, jedoch ist bei der Ubertragung ein Zwischenschritt Gber
den natirlichen Zwischenwirt (z. B. Primaten) nétig oder die Ubertragung
konnte nur experimentell gezeigt werden. '

Der Plasmodium-Parasit durchlauft wahrend seines Lebens verschiedene
Entwicklungsstadien. Dieser sogenannte Lebenszyklus findet in zwei verschie-

denen Wirten statt. Dabei dient der Mensch als Zwischenwirt und Stechmuicken
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der Gattung Anopheles als Endwirt. Im Menschen findet die asexuelle Vermeh-
rung (Schizogonie) statt, in der Miucke die sexuelle Vermehrung (Sporogonie).
718 Die Ubertragung des Parasiten auf den Menschen geschieht durch den
Stich einer weiblichen Anopheles-Mucke. Diese ist nach Befruchtung durch ein
Mannchen auf eine Blutmahlzeit bei einem Menschen oder Tier angewiesen,
um das Reifen der Eier zu gewahrleisten.

Es gibt etwa 430 verschiedene Anopheles-Arten weltweit, von denen aber nur
30 - 40 Malaria auf den Menschen Ubertragen. In Afrika sind die fur die Malaria-
Ubertragung bedeutsamsten Arten Anopheles gambiae und Anopheles fu-
nestus. Diese beiden Arten sind stark anthropophil, d. h., dass sie fur ihre
Blutmahlzeit fast ausschliellich Menschen auswahlen und nur sehr selten
Tiere. So Ubertragen infizierte Mucken mit einer hohen Wahrscheinlichkeit den
Plasmodium-Parasit auf einen anderen Menschen. Alle Anopheles-Arten, die
Malaria ubertragen, sind nachtaktiv. Das Schlafen unter einem Insektizid-
impragnierten Moskitonetz stellt eine der effektivsten Schutzmallinahmen gegen

Anopheles-Stiche und somit gegen Malaria dar. %
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1.2.1 Lebenszyklus

Human Liver Stages
Livercell ™A L
Mosquito Stages : J —
Ruptured
o2 (1]
.7 ." h oocyst Mosquito takes A
YO a blood meal
A® Releam (n;ocis e “] Exo-erythrocytic Cycle
® Oocyst / sporozoites

Rup!ured schizont T
s. Schizont

_§\§ Sey ,(
N oo
; s- &—/
S gonic Cycle Human Blood Slagos
\ Immature
trophozoite
O Ockinete ring stage)
Mosqurto takes p-
a blood meal
Macrogametocyle (Ingests gametocy
AR / A . Erythrocytic Cycle Mokre
Microgamete entering . . : ., @ trophozoite
'
macrogamete €) ‘g ” :... ..
P Imbmmm 0 on
LS
Exflagellated \9 ’ ’ Ruplured <Y /
microgametocyte schizont wat
caemetoet 0. ’ ‘SChlZOﬂl !‘é
Q ‘x Gamelocytes / @
N - ey
Pvivex SN Gametocytes
P ovale . o‘
P. malaripe

Abb. 1: Plasmodium-Lebenszyklus
http://www.cdc.gov/dpdx/malaria/index.html; public Domain, eingesehen am 10.03.2015

Die im folgenden Text in Klammern genannten Ziffern und Buchstaben bezie-
hen sich auf obige Abbildung.

Wird ein Mensch von einer mit Plasmodium infizierten weiblichen Anopheles-
Mucke gestochen, so gelangen wahrend der Blutmahlzeit Sporozoiten mit dem
Speichel der Mucke in die Blutbahn des Menschen (1). Diese werden mit dem
Blut zur Leber transportiert und penetrieren die Hepatozyten (2). Dort reifen sie
zu Leberschizonten heran (3). Durch die hier stattfindende Teilung (exoerythro-
zytare Schizogonie) (A) entstehen bis zu 30.000 Merozoiten, die schliel3lich
durch Auflosung der Leberschizonten in die Blutbahn freigesetzt werden (4).
Die Merozoiten dringen in Erythrozyten ein und reifen zu Trophozoiten heran
(5). Diese erscheinen als Ringform mit deutlich sichtbarem, randstandigem
Kern. Die Trophozoiten wiederum reifen zu Schizonten heran. Bei der hier

stattfindenden Teilung (erythrozytare Schizogonie) (B) entstehen in jedem
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Erythrozyten bis zu 36 Merozoiten, die aufgrund ihrer GroRe und Anzahl
schlieBlich zur Ruptur des Erythrozyten fuhren (6). Die freigesetzten Merozoiten
befallen weitere Erythrozyten und das Stadium der erythrozytaren Schizogonie
wiederholt sich. Solch ein Zyklus der erythrozytaren Schizogonie dauert ca. 48
Stunden (P. falciparum, P. ovale, P. vivax) bzw. 72 Stunden (P. malariae). Nach
kurzer Initialphase erfolgt eine Synchronisation der Schizogoniezyklen, aulder
bei P. falciparum. Das Fieber tritt jeweils kurz nach Ruptur der Erythrozyten auf
und zeigt demnach auch einen entsprechenden Zeitverlauf mit Fieberwellen alle
48 bzw. 72 Stunden. Einige Merozoiten entwickeln sich zu den Geschlechts-
formen (Gametozyten) weiter, die frei im Blut zirkulieren (7). Weibliche Gameto-
zyten werden Makrogametozyten genannt, die mannlichen Mikrogametozyten.
Wird ein Mensch, in dessen Blut Gametozyten zirkulieren, von einer Anopheles-
Mucke gestochen, so gelangen beide Gametozytenformen mit der Blutmahlzeit
in den Verdauungstrakt der Mucke (8). Hier findet die sexuelle Vermehrung
(Sporogonie) statt (C). Die Gametozyten wandeln sich in Gameten. Jeder
Mikrogamet entwickelt 8 Exflagellaten, die je in einen Makrogameten eindringen
und mit diesem zur Zygote verschmelzen (9). Diese wird zum beweglichen
Ookineten (10), der die Wand des Verdauungstraktes durchdringt und sich zur
Oozyste weiterentwickelt (11). Durch multiple Teilungen entstehen tausende
von Sporozoiten, die bei Ruptur der Oozyste in die Korperhohle der Mucke
freigesetzt werden und zu den Speicheldrisen wandern (12). Von dort gelan-
gen sie bei einer folgenden Blutmahlzeit in die Blutbahn eines weiteren Men-

schen und der Lebenszyklus beginnt von neuem. '8

1.3 Malaria tropica

Die von P. falciparum verursachte Form der Malaria wird Malaria tropica
genannt. Aufgrund der oft fehlenden Synchronisation der Schizogoniezyklen
(siehe 1.2.1) weist das Fieber keine Periodik auf. P. falciparum hat besondere
Pathomechanismen, die zum oft schwerwiegenderen Krankheitsverlauf fuhren

als andere Malariaformen.
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1.3.1 Pathogenese

In von Plasmodien befallenen Erythrozyten sammeln sich Stoffwechselprodukte
und Toxine an, die mit Ruptur der Erythrozyten in die Blutbahn gelangen. Dort
werden daraufhin Zytokine freigesetzt, die fur den Fieberanstieg verantwortlich
sind. Werden durch den Befall und die Ruptur in hoher Zahl Erythrozyten
zerstort, kommt es durch die Hamolyse zur Anamie. Auch nicht-infizierte
Erythrozyten werden durch Komplement-vermittelte Lyse und Phagozytose
zerstort. Bei P. falciparum wird zusatzlich die Erythropoese unterdrickt, was
eine Andmie noch verstarkt. %'

P. falciparum ist in der Lage, Erythrozyten jeden Alters zu befallen und kann
somit zu Hyperparasitamien fuhren. P. vivax z. B. befallt hingegen nur Reti-
kulozyten. ” Es liegt auf der Hand, dass eine groRe Parasitenanzahl im Kdrper
schwerwiegendere Auswirkungen hat als eine geringe Parasitenanzahl. Da
asexuelle Plasmodien-Stadien Glukose nur durch anaerobe Glykolyse verstoff-
wechseln konnen, fuhrt die Malaria tropica durch Hyperparasitamien haufig zu
Hypoglykamie und metabolischer Azidose (v. a. Laktatazidose). 2! Es wird
vermutet, dass die Azidose durch eine Gewebehypoxie aufgrund verschlechter-
ter Perfusion (siehe unten) noch verstarkt wird. 2%

Die Gesamtanzahl der Parasiten im Korper wird Parasitenlast genannt. Eine
hohe Parasitenlast fuhrt in der Regel zu schwereren Krankheitsverlaufen und
einer schlechteren Prognose. Bei Malariainfektionen, die durch P. vivax, P.
ovale oder P. malariae verursacht sind, findet der gesamte asexuelle Entwick-
lungszyklus des Parasiten im peripheren Blut statt. So kann durch Auszahlen
der Parasitendichte in Blutausstrichen (siehe 1.3.3) die Parasitenlast geschatzt
und eine Aussage Uber die Prognose gemacht werden. %'

Bei P. falciparum jedoch ,verschwinden® reife Entwicklungsstadien aus dem
peripheren Blutkreislauf durch das Phanomen der Sequestrierung %€: Wahrend
der Reifung von asexuellen P. falciparum—Parasiten zu reifen Trophozoiten und
Schizonten bildet der befallene Erythrozyt auf seiner Oberflache kleine Ausbeu-
lungen, sogenannte knobs aus. Diese binden an Rezeptoren des Endothels von
Kapillaren und postkapillaren Venolen und es findet eine Haftung des befalle-

nen Erythrozyten an der GefaRwand statt, die Sequestrierung. **?° Grund fir
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die Ausbildung der knobs ist u. a. das P. falciparum-Erythrozyten-
Membranprotein 1 (PfEMP1), welches vom Parasiten synthetisiert und durch
das Erythrozytenzytosol zur Zellmembran transportiert wird, um dort eingebaut
zu werden. 22’ Es wird angenommen, dass die Sequestrierung zum einen zur
mechanischen Obstruktion des GefalRes und somit zu geringerer Perfusion,
Minderversorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen und behindertem Abtransport
von Stoffwechselabfallprodukten fiihrt. ?42° Zum anderen ist sie wahrscheinlich
verantwortlich fur die Aktivierung der Endothelzellen, welche wiederum die
Ausschiittung von proinflammatorischen Zytokinen bewirkt. 33°3! Es besteht
Ubereinstimmung dariber, dass die Sequestrierung im Gewebe von wichtigen
Organen wie Gehirn, Lunge, Nieren und Plazenta bei der Entstehung der
meisten schweren Komplikationen der Malaria tropica eine wichtige Rolle spielt.
7,8,23,29,32,33

Infizierte Erythrozyten haften nicht nur am GefaRendothel, sondern konnen
auch nicht-infizierte Erythrozyten an sich binden (Rosettenbildung), untereinan-
der haften (Autoagglutination) oder unter Einbeziehung von Thrombozyten
miteinander Klumpen bilden. #3*3¢ Des Weiteren ist die Fahigkeit, sich zu
verformen, bei infizierten Erythrozyten herabgesetzt. 2*"* Dies kann auch zu
einer Obstruktion der Kapillaren fuhren, da diese einen Durchmesser von 3 -
7um besitzen, wahrend Erythrozyten einen Durchmesser von ca. 7,5um haben.
23

Junge Entwicklungsstadien des Parasiten, v. a. Ring-Formen, zirkulieren
weiterhin im peripheren Blut, da sie noch keine knobs ausgebildet haben und
somit nicht sequestrieren. Zirkulieren Erythrozyten mit knobs im peripheren
Blut, werden sie schnell in der Milz eliminiert. % Reifere Entwicklungsstadien
kénnen so im peripheren Blut kaum mehr nachgewiesen werden. ” Werden
dennoch reifere Entwicklungsstadien in Blutausstrichen sichtbar, so reprasen-
tieren sie anscheinend eine hohe Anzahl an sequestrierten Parasiten. Schon
Field erkannte sie 1949 als Zeichen von schwererer Krankheit, was in spateren
Studien bestatigt wurde. 4%~

Aufgrund des Phanomens der Sequestrierung gibt es eine grol3e Diskrepanz
zwischen der Parasitendichte in peripheren Blutausstrichen und der ,echten®
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Parasitenlast, da ein Groldteil der Parasitenlast ,versteckt” ist. Somit lasst sich
anhand der Parasitendichte nur beschrankt eine Aussage uber die Prognose
treffen. 2 Einige Patienten sind trotz hoher peripherer Parasitendichte nur
wenig krank, wahrend andere bei geringer peripherer Parasitendichte im Koma

liegen. *®

1.3.2 Klinisches Bild

Das charakteristischste Symptom von Malaria allgemein ist Fieber, das typi-
scherweise bei P. vivax und P. ovale Infektionen alle 48 Stunden und bei P.
malariae Infektionen alle 72 Stunden auftritt, jedoch bei Malaria tropica oft keine
Periodik zeigt. Wahrend der rapiden Anstiegsphase des Fiebers leidet der
Patient haufig unter Schuttelfrost. Die Inkubationszeit, vom infektiosen Mucken-
stich bis zum Beginn des Fiebers, betragt bei der Malaria tropica zwischen neun
und 30 Tagen, in der Regel ca. zwei Wochen. ® Im Prodromalstadium bis zu
zwei Tage vor dem Beginn des Fiebers kann der Patient Unwohlsein, Appetitlo-
sigkeit, Ubelkeit und Erbrechen, Durchfall, sowie Kopf-, Glieder- und Riicken-
schmerzen verspuren. Diese unspezifischen Symptome konnen auch am
Anfang der Krankheit Uber mehrere Tage bestehen und bergen die Gefahr,
dass Arzte, die mit Malaria nicht vertraut sind, diese als grippalen Infekt,
Influenza oder Gastroenteritis fehldiagnostizieren. Erwachsene Patienten aus
endemischen Malariagebieten entwickeln nur selten Komplikationen, da sie sich
regelmalig mit Malaria infizieren und somit eine Teilimmunitat entwickeln.
Schwangere Frauen stellen davon jedoch eine Ausnahme dar, besonders in der
ersten Schwangerschaft. 2'** Bei teilimmunen Patienten verlauft eine Malariain-
fektion haufig asymptomatisch: viele Erwachsene in Endemiegebieten haben
standig eine geringe Parasitamie, die nicht zu Krankheitssymptomen fuhrt.
Selbst bei Erkrankung Uberstehen sie diese meist unbehandelt und die Symp-
tome klingen nach einigen Tagen bis Wochen wieder ab. Allerdings konnen
verbliebene Parasiten jederzeit wieder Krankheitssymptome hervorrufen, man
spricht dann von einer Rekrudeszenz. Diese ist nicht zu verwechseln mit einem

Rezidiv, welches nur bei P. vivax und P. ovale Infektionen vorkommt und durch
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in der Leber verbliebene Parasitenstadien (Hypnozoiten) hervorgerufen wird.
3,44

Wird eine Malaria tropica nicht behandelt, so kdnnen rasch Komplikationen
auftreten. Dies betrifft insbesondere auslandische Reisende in Malariagebiete
und Kinder unter 5 Jahren, die noch keine Teilimmunitat erworben haben.
Ebenso kdnnen Menschen, die eine Teilimmunitat besalien, diese nach einiger
Zeit ohne Malariainfektion wieder verlieren. Auswanderer aus Malariagebieten,
die nach mehreren Jahren fur einen Besuch in ihr Heimatland zurtuckkehren
(sog. VFRs = visiting friends and relatives), zeigen bei einer erneuten Malariain-
fektion nicht selten sehr schwere Verlaufe, obwohl sie friher durch eine
Teilimmunitat vor Komplikationen weitgehend geschiitzt waren. 22446

Maogliche Komplikationen, die durch eine schwere Malaria tropica hervorgerufen
werden, sind schwere Anamie, zerebrale Malaria, metabolische Komplikatio-
nen, Nierenversagen, Lungenversagen und im weiteren Multiorganversagen.
Eine schwere Anamie mit einem Abfall des Hamoglobins (Hb) unter 5g/dl wird
zum einen hervorgerufen durch die massive Zerstorung der Erythrozyten bei
Schizontruptur bei hoher Parasitamie. Zum anderen wird durch freigesetzte
Zytokine wie TNF-a und IL-1 die Erythropoese im Knochenmark unterdrickt.
Des Weiteren werden auch nicht-befallene Erythrozyten in der Milz zerstort. ®
Bei massiver Hamolyse kommt es zur Hamoglobinurie, insbesondere bei
gleichzeitig bestehender Niereninsuffizienz, weshalb die Malaria friher auch
~>chwarzwasserfieber” genannt wurde. Die Anamie ist meist normochrom und
normozytar, kann jedoch bei haufig gleichzeitig vorliegender schlechter Ernah-
rungslage und Minderversorgung mit Eisen bzw. erhohtem Eisenverbrauch (z.
B. durch schnell aufeinanderfolgende Schwangerschaften oder Wurmerkran-
kungen) auch hypochrom und mikrozytar sein. 21 Malariabedingte Anamie ist
die haufigste Todesursache von unter 2-Jahrigen in Endemiegebieten. **

Der Begriff ,zerebrale Malaria“ ist die klinische Beschreibung eines Syndroms,
das durch herabgesetztes Bewusstsein bis hin zum Koma, zerebrale Krampfan-
falle und/oder Hirnstammzeichen charakterisiert ist, wobei das Ausmald der
Ausfalle sehr variabel sein kann. Die Bewusstseinstribung kann langsam oder
auch plotzlich einsetzen. Zerebrale Krampfanfalle, generalisiert oder fokal,
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treten v. a. bei Kindern haufig auf. Fokale Krampfanfalle konnen sehr subtil sein
und sich lediglich in Hypersalivation, Nystagmus oder irregularer Atmung
aullern. Hirnstammzeichen wie pathologische Pupillenreaktionen, pathologi-
sches Atemmuster, veranderter Muskeltonus und -reflexe, Dezerebrationsstarre
oder Dekortikationsstarre konnen auf erhohten Hirndruck hinweisen. Haufig
zeigen sich retinale Blutungen. Als Hauptursache fur eine zerebrale Malaria
wird die mikrovaskulare Obstruktion im Gehirn durch Sequestrierung ange-
nommen, wobei eine hohe Parasitenlast ein Pradiktor fur eine schlechte
Prognose ist (siehe 1.3.1). Allerdings scheint eher ein Zusammenspiel aus
mikrovaskularer Obstruktion, Hypoglykamie, Azidose und proinflammatorischen
Zytokinen ursachlich fur die neurologischen Symptome zu sein. Bei einer
Liquorpunktion findet sich ein klarer Liquor mit leichter Lymphozytose (selten
uber 10 Zellen/pl) und gering erhdohtem Eiweild und LDH bei normalem
Blut/Liquor-Glukose-Verhaltnis. Unbehandelt fuhrt die zerebrale Malaria fast
immer zum Tod. Auch behandelt betragt die Letalitat 20% bei Erwachsenen und
15% bei Kindern. In den meisten Fallen sind die neurologischen Defizite
reversibel; es wurden vereinzelt persistierende Ataxie, Sprachstorungen,
Psychosen, Polyneuropathien und Epilepsien beobachtet. >2"2944

Hypoglykamien sind eine haufige Komplikation bei Kleinkindern und Schwange-
ren. Grunde fur eine Hypoglykamie sind neben hohem Glukoseverbrauch durch
die Parasiten eine verringerte Nahrungszufuhr, Erschopfung des Glykogenab-
baus in der Leber und Inhibition der Glukoneogenese durch TNF-a und IL-1. Bei
Behandlung mit Chinin wird die Hypoglykamie durch eine direkte Stimulierung
der Insulinausschiittung noch verstérkt. 2! Die Symptome kénnen leicht iiberse-
hen werden und aufiern sich in verstarktem Schwitzen, Unruhe, Tachykardie,
Tachypnoe und Funktionsstorungen des zentralen Nervensystems (wie Be-
wusstseinsveranderungen oder zerebrale Krampfanfalle). Letztere konnen
leicht einer zerebralen Malaria zugeschrieben werden, sind aber nach parenter-
aler Glukosegabe schnell reversibel. Schwere Malaria tropica geht haufig mit
einer metabolischen Azidose einher. Diese entsteht unter anderem durch den
Parasitenmetabolismus, verminderte Gewebeperfusion und eine gestorte

Leberfunktion. In den meisten Fallen ist dies hauptsachlich, aber nicht aus-
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schlie3lich, eine Laktatazidose. Die metabolische Azidose fuhrt oft zu einem
schweren Atemnotsyndrom und ist vermutlich der starkste Pradiktor fur einen
letalen Ausgang. *"*8

Akutes Nierenversagen als Komplikation einer schweren Malaria betrifft
haufiger Erwachsene als Kinder. Klinisches Leitsymptom ist eine Oligurie,
wobei die Urinausscheidung auch normal oder erhoht sein kann. Ursachlich
sind eine massive Hamolyse, mikrovaskulare Obstruktion in der Nierenrinde
durch Sequestrierung und Hypotension. Es zeigt sich eine Erhohung des
Serum-Kreatinins; bei massiver Hamolyse imponiert eine Hamoglobinurie durch
die dunkle Farbe des Urins (siehe oben). Elektrolytverschiebungen wie Hyper-
kaliamie, Hyperphosphatamie und Hypokalzamie sowie die Entwicklung einer
metabolischen Azidose sind mogliche Folgen des Nierenversagens. Nach
Genesung ist nicht mit einer bleibenden Nierenschadigung zu rechnen.

Ein durch schwere Malaria tropica verursachtes akutes Lungenversagen gleicht
klinisch dem akuten Atemnotsyndrom des Erwachsenen (ARDS = acute
respiratory distress syndrome), welches z. B. durch Pneumonie, Sepsis oder
Trauma verursacht wird. Oft liegt ihm ein nicht-kardiogenes Lungenddem
zugrunde. Schwangere sind besonders gefahrdet, ein akutes Lungenversagen
zu entwickeln. Es aul3ert sich in Husten, Tachypnoe, Dyspnoe und Hypoxie und

kann eine mechanische Beatmung erforderlich machen. 32"

1.3.3 Diagnostik und Therapie

Da die Malaria kein eindeutiges klinisches Bild aufzeigt, missen zur Diagnose
Laborverfahren eingesetzt werden. Den Goldstandard der Diagnostik stellen
auch heute noch mit Giemsa gefarbte dicke und dinne Blutausstriche dar, die
mittels Lichtmikroskopie beurteilt werden. Die Giemsa-Farbung wird aus einer
Mischung der Farbstoffe Azur A-Eosinat, Azur B-Eosinat, Methylenblau-Eosinat
und Methylenblauchlorid in Methanol mit Glycerin als Stabilisator hergestellt.
Die Zellkerne erscheinen leuchtend rot, das Zytoplasma blaulich. *°*° Zur
Erstdiagnostik eignet sich besonders der dicke Tropfen, bei dem viele Schich-

ten von Erythrozyten Ubereinander zu liegen kommen und somit auch eine
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geringe Parasitenzahl im Blut rasch erkannt werden kann. ? Die Anzahl der
gezahlten Parasiten pro Mikroskopier-Blickfeld wird ins Verhaltnis zur Anzahl
der gezahlten Leukozyten pro Blickfeld gesetzt. Um die Parasitenanzahl pro
Mikroliter Blut (P.f./ul), die sog. Parasitamie, zu errechnen, ist die hamatologi-
sche Bestimmung der Leukozytenzahl im Blut erforderlich. Eine vereinfachte
Methode stellt die Lambaréné-Methode nach Planche dar, bei der keine
hamatologische Blutuntersuchung noétig ist. Hierbei wird eine festgesetzte
Menge Blut auf einer genau definierten Flache auf dem Objekttrager ausgestri-
chen. Es werden dann die Parasiten pro Blickfeld gezahlt und die Parasitamie

kann mithilfe eines Multiplikationsfaktors sofort berechnet werden. °

Abb. 2: Objekttrager mit Blutausstrich fur die Malariadiagnostik
Links dunner Ausstrich, rechts dicker Tropfen; ungefarbt.
Public Health Image Library, ID#:5896; public Domain, eingesehen am 10.03.2015

Zur genaueren Speziesdifferenzierung ist ein dunner Blutausstrich besser
geeignet, da er in der Regel weniger Artefakte enthalt. Auch kdnnen sehr hohe
Parasitendichten im dunnen Blutausstrich genauer ausgezahlt werden. Die
Bestimmung der Parasitendichte ist bedeutend fur die Prognose und das
therapeutische Vorgehen, da sie ein Anhaltspunkt fur die Parasitenlast, also fur
die Gesamtanzahl der Parasiten im Korper ist (siehe auch 1.3.1). Hohe Parasi-
tenlasten gehen oft mit schwereren Krankheitsverlaufen einher. Des Weiteren
ist die Parasitendichte im Verlauf ein Parameter fur die Wirksamkeit der

Therapie. ?
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Abb. 3: Dunner Blutausstrich mit Plasmodium falciparum
Lichtmikroskopische Ansicht, 1000-fache VergréRerung; Giemsa-Farbung.
Public Health Image Library, ID#:5939; public Domain, besucht am 10.03.2015

Die Malariadiagnostik mittels Lichtmikroskopie von Blutausstrichen ist preiswert
und wenig aufwandig. Die fehlerfreie Anfertigung und zuverlassige Beurteilung
von Blutausstrichen erfordert jedoch viel Erfahrung und sollte nur durch regel-
maRig geschultes und trainiertes Personal durchgefihrt werden. Aul3erdem
mussen in einem Labor funktionierende Mikroskope, ggf. mit zuverlassiger
Stromversorgung, vorhanden sein und bendtigte Reagenzien wie Farbelésung
und Puffer taglich neu angesetzt werden. Daflir ist ein gewisses Mal® an
Infrastruktur noétig, welches in weiten Teilen der Lander, die hauptsachlich von
Malaria betroffen sind, nicht vorhanden ist. * Bei der lichtmikroskopischen
Untersuchung von peripherem Blut besteht ein weiterer Nachteil darin, dass es
bei Malaria tropica durch das Phanomen der Sequestrierung eine hohe Diskre-
panz der so ermittelten ,peripheren® Parasitendichte zur wirklichen Parasiten-
last geben kann (siehe 1.3.1). 2

Aufgrund der Unerreichbarkeit eines Labors, welches Malaria diagnostizieren
kann, oder der dort nicht zuverlassigen Diagnostik ist ,Malaria“ oft notgedrun-
gen eine klinische Diagnose. Bei gleichzeitigem Vorhandensein effektiver,
preiswerter Medikamente wurde in der Vergangenheit oft jede Fieberepisode
bei Patienten in endemischen Malariagebieten mit Antimalaria-Medikamenten

behandelt. Damals war Chloroquin die empfohlene first-line Therapie. 2
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Mittlerweile sind Chloroquin-Resistenzen weit verbreitet und die WHO empfiehlt
eine Kombinationstherapie aus einem Artemisinin-Derivat und einem anderen
Medikament (ACT = Artemisinin-based combination therapy). *>°° Aktuell
gelten die orale Therapie mit Artemether/Lumefantrin  oder Ar-
tesunat/Amodiaquin als first-line Therapie bei unkomplizierter Malaria tropica in
Afrika, bei schwerer Malaria tropica sollte mit Artesunat i. v. oder Chinin i. v.
behandelt werden. ** Die ACT ist deutlich teurer als das frilher empfohlene
Chloroquin. Trotzdem wird auch heute noch in vielen Teilen Afrikas mit endemi-
scher Malaria jede Fieberepisode mit Antimalaria-Medikamenten behandelt.
Selbst bei einem vorhandenen negativen Mikroskopieergebnis geschieht dies
oft aus Unsicherheit. °® Diese Ubertherapie fiihrt dazu, dass schneller Resisten-
zen gegen bis dato noch wirkungsvolle Medikamente auftreten, Ressourcen
verschwendet und unnodtige Kosten verursacht werden. Andere, dem Fieber
ursachliche Krankheiten werden Ubersehen oder zu spat behandelt. Zudem
wird der Patient dem Risiko der Nebenwirkungen eines Medikamentes ausge-
setzt, das er gar nicht benétigt. +°’

Seit den 1990er Jahren sind Malaria-Schnelltests (RDTs = rapid diagnostic
tests) im Handel. Dies sind immunchromatographische Teststreifen, die mit
monoklonalen Antikorpern gegen ein Plasmodium-Antigen behaftet sind.
Kommt der Teststreifen in Kontakt mit Flussigkeit, in dem sich dieses Antigen
befindet, zeigt er eine bestimmte biochemische Reaktion, z. B. das Erscheinen
eines farbigen Striches. Malaria-RDTs sind vergleichbar mit hierzulande
erhaltlichen Schwangerschaftstests. RDTs haben viele Vorteile: Sie sind sehr
einfach durchzufuhren, haben eine hohe Sensitivitat und bendtigen keine
Laborgerate, Wasser, elektrischen Strom oder Reagenzien. Das macht sie
hochgradig geeignet fur die Verwendung in entlegenen Regionen, auch durch
wenig geschultes medizinisches Personal. Daruber hinaus werden nur sehr
geringe Mengen an Blut (5 - 15ul) bendtigt und ein Testergebnis ist schon nach
5 - 20 Minuten ablesbar. * RDTs weisen unterschiedliche Parasiten-Antigene
nach. Die meisten Tests zielen auf das P. falciparum spezifische HRP2 (histidi-
ne-rich protein 2) ab. **® Weitere nachweisbare Antigene sind eine Plasmodi-
um-Aldolase, die jedoch den verschiedenen Plasmodium-Arten gemein ist, und
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eine Parasiten-spezifische Laktatdehydrogenase (pLDH), von der verschiedene
Isomere bekannt sind und somit die Unterscheidung einer Infektion mit Plasmo-
dium spp. (pan-malaria), P. falciparum oder P. vivax ermoglicht. 4

Es sind verschiedene RDTs auf dem Markt, die entweder nur ein Antigen, z. B.
HRP2 nachweisen, oder mehrere Antigene, z. B. HRP2 und Plasmodium-
Aldolase. Letztere Tests ermoglichen eine Unterscheidung zwischen durch P.
falciparum verursachter Malaria (mit/ohne Mischinfektion) und durch non-P.
falciparum verursachter Malaria. Trotz der offensichtlichen Vorteile bergen
RDTs auch einige Nachteile. Da sie nur einen rein qualitativen Nachweis der
jeweiligen Antigene erbringen, ist eine Aussage Uber die Parasitenlast nicht
moglich. Somit ist der Untersucher alleinig auf klinische Zeichen zur Abschat-
zung der Schwere der Erkrankung angewiesen. Eine weitere Einschrankung
stellt ihre begrenzte Haltbarkeit unter tropischen Umweltbedingungen dar. Bei
einer Lagerung bei > 30°C und/oder einer Luftfeuchtigkeit > 70% oder einer
Lagerung uber mehrere Monate hinweg kann die Verlasslichkeit ihrer Testleis-
tung deutlich eingeschrankt sein. *°**° In den meisten Landern, in denen RDTs
zum Einsatz kommen, liegen aber genau solche Lagerungsbedingungen vor.
AuRerdem kann die lange Persistenz von zirkulierenden Antigenen, insbeson-
dere HRP2, nach ausgeheilter Infektion ,falsch-positive“ Ergebnisse hervorru-
fen, wenn ein positives Testergebnis mit dem Vorhandensein von Parasiten
oder sogar einer akuten Erkrankung gleichgesetzt wird. ®%* Dariiber hinaus
konnen Kreuzreaktionen mit Rheumafaktoren fur falsch-positive Ergebnisse
verantwortlich sein. °*°” Die Sensitivitat der meisten RDTs liegt fur P. falcipa-
rum bei Uber 95%, zeigt jedoch fur den Nachweis von P. malariae und P. ovale
nicht ausreichende Ergebnisse. 48

Die WHO sieht in RDTs eine neue Moglichkeit, Malariadiagnostik auch in
entlegenen Regionen allen Patienten zuganglich zu machen und die neue
Empfehlung umzusetzen, Antimalaria-Medikamente nur positiv getesteten
Patienten zu verabreichen. *°

Weitere Methoden, die in der Malariadiagnostik angewendet werden, sind die

ELISA-Technik (Enzyme-Linked Immunosorbant Assay = enzymgekoppelter
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Immunadsorptionstest) und die Polymerase-Kettenreaktion (PCR = polymerase
chain reaction).

Die ELISA-Technik ist eine biochemische Methode, die Analyte wie z. B.
Proteine selektiv in geringen Konzentrationen nachweist und quantifiziert. Dazu
werden in der Regel Antikdrper gegen den nachzuweisenden Stoff (Antigen) an
den Boden der Napfchen (well) einer Mikrotiterplatte gebunden. Im zweiten
Schritt findet eine selektive Bindung des nachzuweisenden Antigens statt; nicht-
bindende Molekule werden weggewaschen. Der Nachweis des Antigens
geschieht mittels eines enzym-gekoppelten Zweitantikorpers, der zur Reaktion
eines Farbstoffsubstrates fuhrt. Die Auswertung erfolgt photometrisch, wobei
die Signalstarke von der Konzentration des Antigens in der Probe abhangig ist.
"% In der Malariadiagnostik werden mittels ELISA-Technik bestimmte Parasiten-
Antigene wie z. B. HRP2 (siehe 1.4) im Blut oder anderen Korperflussigkeiten
quantitativ nachgewiesen. Allerdings hat dieses Verfahren in der Malaria-
Erstdiagnostik im klinischen Routinealltag bisher keine Bedeutung, da es im
Vergleich zur Lichtmikroskopie oder zu RDTs ein gut ausgestattetes Analysela-
bor bendtigt und hdheren Kosten- und Zeitaufwand bedeutet. In der Malariafor-
schung wird es dagegen schon lange weitverbreitet genutzt. Aulerdem wird es
in Landern mit nicht-endemischer Malaria in der routinemafRigen Untersuchung
von Blutprodukten bei potentiell malariainfizierten Blutspendern angewendet. 4
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR = polymerase chain reaction) ist eine
molekularbiologische Methode um spezifische DNA in vitro zu vervielfaltigen
und nachzuweisen. "? So kann auch bei einer Malariainfektion spezifische
Parasiten-DNA nachgewiesen werden und z. B. eine Speziesbestimmung
erfolgen, wenn dies lichtmikroskopisch nicht mdglich ist. Mittels PCR kdénnen
auch kleinste Mengen DNA nachgewiesen werden; sie ist somit eine sehr
sensitive Methode. Jedoch kann sie nicht zwischen sexuellen und asexuellen
Parasitenformen oder zwischen lebenden und toten Parasiten unterscheiden.
*> Die PCR ist ebenso wie die ELISA-Technik zeit- und kostenintensiv und
setzt ein gut ausgestattetes Labor mit erfahrenen Untersuchern voraus. Sie wird
bisher nicht in der Routinediagnostik eingesetzt. Ein neueres Verfahren zur
DNA-Amplifizierung, die sogenannte LAMP-Methode (loop-mediated isothermal
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amplification = Schleifen-vermittelte isothermale Amplifikation), ist weitaus
kostengunstiger und technisch weniger aufwandig und ist zurzeit Gegenstand
intensiver Erforschung in der Malariadiagnostik. "®~"°

Hochsensitive Verfahren im Allgemeinen sind besonders gut zur Diagnostik bei
Malaria-naiven Patienten geeignet. Eine hohe Sensitivitat ist jedoch in holoen-
demischen Malariaregionen, in denen ein Grofdteil der Bevolkerung eine
asymptomatische Parasitamie aufweist, eher von Nachteil bei der Anwendung
in der Routinediagnostik, da diese Verfahren nicht zwischen asymptomatischer
Parasitamie und akuter Erkrankung unterscheiden konnen. Ein positives Test-
ergebnis zeigt somit nicht zwingend eine akute Malariaerkrankung an und sollte
kritisch interpretiert werden.

1.4 HRP2

HRP2 (histidine-rich protein 2) ist ein 30kDa grofRes, Histidin- und Alanin-
reiches, wasserlosliches Protein, das auf von P. falciparum befallenen Erythro-
zyten exprimiert und ins Blut sezerniert wird. Es ist in Vollblut, Serum, Plasma,
Liquor zerebrospinalis und Urin nachweisbar. 88! Wie in 1.3.3 beschrieben ist
es ein haufig verwendetes Marker-Antigen fur RDTs. HRP2 wird von asexuellen
Formen von P. falciparum synthetisiert und zeigt somit eine aktive Infektion an.
Obwohl es auch in unreifen Gametozyten vorkommt, fanden Beadle et al.
(1994) keinen Anhalt dafur, dass eine Gametozytamie falsch-positive RDTs, die
HRP2 detektieren, hervorruft. 8 Auch in Untersuchungen von Adesanmi et al.
(2011) war der HRP2-detektierende RDT ,Paracheck®Pf* stets negativ fur alle
Blutproben, die im Blutausstrich nur Gametozyten enthielten. 8 In anderen
humanpathogenen Plasmodium-Arten als P. falciparum konnte HRP2 nicht
nachgewiesen werden.

Die genaue Funktion von HRP2 ist im Detail noch nicht bekannt. HRP2 konnte
sowohl im Zytoplasma und in der Nahrungsvakuole der Parasiten als auch im
Zytosol und der Zellmembran der infizierten Erythrozyten gefunden werden. Es
wird vermutet, dass der Parasit HRP2 in das Zytosol des Wirtserythrozyten

sezerniert und es dann gemeinsam mit Hamoglobin in seine Nahrungsvakuole
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aufnimmt. Dort spielt das HRP2 eine Rolle in der Polymerisation von Ham zu
Hamozoin, welches in der Lichtmikroskopie von Blutausstrichen als Mala-
riapigment imponiert. 3 HRP2 hat wahrscheinlich auch Anteil daran, dass reife
Entwicklungsstadien von P. falciparum dem Immunsystem entkommen und die
befallenen Erythrozyten so nicht in der Milz abgebaut werden. 85

Die Produktion und Sekretion von HRP2 ist abhangig vom Entwicklungsstadium
des Parasiten. Desakorn et al. (2005) konnten zeigen, dass HRP2 vor allem
wahrend der zweiten Halfte des erythrozytaren Entwicklungszyklus produziert
und sezerniert wird und 89% des Gesamt-HRP2 bei Schizontruptur freigesetzt
werden. %

Eine Vielzahl von routinemaRig eingesetzten Malaria-Schnelltests benutzt
HRP2 als Marker-Antigen. Es ist bekannt, dass HRPZ2 in vivo eine sehr lange
Halbwertszeit hat. Dies fuhrt dazu, dass selbst nach erfolgreicher Therapie
einer P. falciparum Infektion solche RDTs noch wochenlang ,falsch-positive®
Ergebnisse liefern kdnnen, wenn ein positives Testergebnis mit einer akuten
Malariainfektion gleichgesetzt wird (siehe 1.3.3). ® Kyabayinze et al. stellten in
Untersuchungen mit RDTs eine mittlere persistierende Antigenamie von 32
Tagen fest, wobei die Parasitamie vor Therapiebeginn ein Indikator fur die
Dauer der persistierenden Antigenamie war. ©

Die in vivo Eliminationskinetik und die genaue Halbwertszeit von HRP2 sind
bisher kaum erforscht. Wie in 1.3.1 beschrieben sequestrieren spate Entwick-
lungsstadien von P. falciparum im Gefal3bett von Organen und konnen so nicht
mehr im peripheren Blut nachgewiesen werden. Da HRP2 besonders von
diesen sequestrierten Parasiten produziert und bei Schizontruptur freigesetzt
wird, gibt die HRP2-Menge einen Aufschluss Uber die sequestrierten Parasiten.
HRP2 kann relativ einfach mittels ELISA-Technik im Blut nachgewiesen und
quantifiziert werden. Es wird angenommen, dass die Menge des Gesamt-HRP2

die Gesamt-Parasitenlast widerspiegelt. °
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1.5 Ziel der Studie

Aufgrund der Sequestrierung im GefalRbett von Organen bleiben spate Entwick-
lungsstadien des Plasmodium-Parasiten ,versteckt und sind in Blutausstrichen
von peripherem Blut nicht detektierbar. Die in Blutausstrichen zahlbare Parasi-
tendichte entspricht somit nicht der wahren, fur die Prognose relevanten,
gesamten Parasitenlast. Schon seit Jahren wird die quantitative Schatzung der
Gesamt-Parasitenlast erforscht und nach brauchbaren Biomarkern hierfur
gesucht. Parasitenbestandteile, die als Biomarker in Frage kommen, mussen
unabhangig von der Lokalisation des Parasiten im menschlichen Korper in
Vollblut, Plasma oder Serum nachweisbar und spezifisch fur den nachzuwei-
senden Parasiten sein. Ein vielversprechender Kandidat ist HRP2.  Dondorp
et al. (2005) verwendeten mittels ELISA gemessenes HRP2 und konstruierten
ein mathematisches Modell um die Gesamt-Parasitenlast zu berechnen. Dabei
konnten sie zeigen, dass die so errechnete Parasitenlast stark mit der Krank-
heitsschwere im Verlauf korrelierte. Die errechnete Parasitenlast war bei den
Patienten am hdchsten deren Verlauf letal war. °

Es wird angenommen, dass HRP2 und die daraus errechnete Gesamt-
Parasitenlast einen hohen prognostischen Wert hat. Daraus wirde sich auch
eine fur den individuellen Patienten geeignetere Therapiewahl schon bei
Erstdiagnose ableiten. Wie in 1.4. beschrieben, ist bisher wenig Uber die in vivo
Kinetik des HRP2 bekannt. Insbesondere die in vivo Eliminationskinetik dieses
Proteins wurde kaum erforscht. In der von Dondorp et al. durchgefuhrten Studie
zeigte sich fur HRP2 eine in vivo Eliminationskinetik erster Ordnung mit einer
Halbwertszeit von 3,67 Tagen. Diese Halbwertszeit wurde in die Modellberech-
nung ubernommen. Zum Zeitpunkt des Designs und der Durchfihrung unserer
Studie lagen unseres Wissens keine weiteren Veroffentlichungen hierzu vor.
Ziel der dieser Arbeit zugrunde liegenden Studie ist die Uberpriifung der in vivo
Eliminationskinetik des P. falciparum HRP2 anhand von qualitativen Messun-
gen mittels Malaria-Schnelltests und quantitativen Messungen mittels ELISA
uber einen Beobachtungszeitraum von 28 Tagen. Diese Messungen sollen in
Relation zur lichtmikroskopisch bestimmten Parasitendichte vor Therapiebeginn
gestellt und der Einfluss verschiedener Wirts- und Parasitenfaktoren auf die
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Kinetik untersucht werden. Die genauere Kenntnis der in vivo Eliminationskine-
tik soll helfen, Modellberechnungen zur Gesamt-Parasitenlast genauer durch-
fuhren zu kénnen und ggf. zu korrigieren und somit ein aussagekraftiges
Werkzeug zur Prognosestellung zur Verfigung zu haben, welches eine bessere
Therapieplanung ermoglicht. AuRerdem soll erneut die persistierende Positivitat
der HRP2-nachweisenden Malaria-Schnelltests untersucht und somit auch die

Eignung fur die Diagnosestellung einer Malaria uberpruft werden.



Materialien und Methoden 26

2 Materialien und Methoden

2.1 Studienort und Studienzeit

2.1.1 Studienort

Die Studie wurde durch das medizinische Forschungslabor (URM = Unité des
recherches médicales) des Albert-Schweitzer Krankenhauses in Lambaréné,
Gabun, durchgefuhrt.
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Gabun ist ein Land in Zentralafrika, das etwa zwischen dem 2° nordlicher Breite
und 4° siidlicher Breite liegt und vom Aquator durchquert wird. 8 Im Norden
wird es durch Landesgrenzen zu Aquatorialguinea und Kamerun, im Westen
durch den Atlantik, im Osten und Suden durch die Republik Kongo begrenzt.

Gabun besitzt eine Flache von 267.667km? die sich auf neun Provinzen
verteilt. Der groRte Teil des Landes (> 80%) ist von primarem tropischen
Regenwald und Sekundarwald bedeckt, gefolgt von ca. 10.000km? Oberfla-
chenwasser (Seen, Flusse, Lagunen). Der grof3te Fluss ist der Ogooué, der bei
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Port Gentil in einem weitverzweigten Delta in den Atlantik mundet. Nur ein sehr
kleiner Teil des Landes ist von Savanne und Grasland bedeckt. #7%? In Gabun
herrscht ganzjahrig ein tropisches Klima mit durchschnittlichen Temperaturen
von ca. 20 - 33°C und einer jahrlichen Niederschlagsmenge von 2000 -
3800mm. Es zeichnet sich durch zwei Trocken- und zwei Regenperioden aus:
die sogenannte ,kleine Trockenzeit” von Mitte Dezember bis Mitte Februar, die
.grole Regenzeit* von Mitte Februar bis Mitte Mai, die ,grof3e Trockenzeit” von
Mitte Mai bis Mitte September und die ,kleine Regenzeit” von Mitte September

bis Mitte Dezember. °'%3

Von den ca. 1,5 Mio. Einwohnern lebt fast die Halfte in der Hauptstadt Libreville
und der umgebenden Agglomeration. Die zweit- und drittgrof3ten Stadte sind
Port-Gentil (ca. 110.000 Einwohner) und Franceville (ca. 43.000 Einwohner),
der Rest des Landes ist nur sehr diinn besiedelt. ** Amts- und Verkehrssprache
ist Franzdsisch, daneben werden je nach Region verschiedene Bantu-Sprachen
gesprochen.

Lambaréné ist die Hauptstadt der Provinz Moyen-Ogooué und hat ca. 26.000
Einwohner. * Es liegt auf dem 00° 43’ siidlicher Breite am Fluss Ogooué in
einer Region mit vielen Seen. Die verschiedenen Stadtteile verteilen sich auf
das Nord- und Sudufer des Ogooué sowie auf eine grof3e Insel, die im Fluss
gelegen ist. Lambaréné ist umgeben von Regenwald. Eine asphaltierte Stralle,
die Nationalstral3e N1, durchquert die Stadt und verbindet Lambaréné mit dem

250km entfernten Libreville sowie weiter sudostlich gelegenen Landesteilen.
95,96

Das Albert-Schweitzer Krankenhaus wurde im Jahre 1913 durch den elsassi-
schen Arzt, Philosophen, Theologen und Organisten Dr. Albert Schweitzer auf
dem Gelande der evangelischen Pariser Missionsgesellschaft in Andende
(einem Stadtteil des heutigen Lambaréné) am Nordufer des Ogooué gegrundet.
Die ursprunglichen Behandlungsraume wurden jedoch zu klein, und so fand Dr.
Albert Schweitzer ein neues Gelande ca. 3km flussaufwarts, wo er ein zweites
Krankenhaus baute, welches im Jahre 1927 bezogen wurde. Dr. Albert
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Schweitzer starb im Jahre 1965 in Lambaréné; sein Werk wurde von verschie-
denen Arzten weitergefiihrt. Im Rahmen einer Krankenhausvergroferung und -
modernisierung entstanden in den Jahren 1975 - 1982 neue Gebaude; die alten
Gebaude sind nun als Museum zuganglich. %%

Das heutige Albert-Schweitzer Krankenhaus umfasst die Abteilungen fur Innere
Medizin, Chirurgie, Gynakologie und Geburtshilfe sowie Padiatrie und unterhalt
eine grof3e Poliklinik und eine Zahnklinik. Es wird kofinanziert durch die interna-
tionale Stiftung des Albert-Schweitzer Krankenhauses und den gabunischen
Staat und ist ein wichtiges medizinisches Versorgungszentrum weit Uber die
Provinzgrenzen hinaus. %

Das Forschungslabor (URM = Unité des recherches médicales) wurde im Jahre
1981 gegrundet und steht seit dem Jahr 1992 unter der Leitung von Prof. Dr.
Kremsner, Direktor des Tropeninstituts der Universitat Tubingen. 2009 waren
mehr als 40 Mitarbeiter aus verschiedenen afrikanischen, europaischen und
amerikanischen Landern am URM beschaftigt. Es bestehen Kollaborationen mit
verschiedenen europaischen Forschungseinrichtungen. Geforscht wird aus-
schlieBlich an Erkrankungen, die in Gabun vorkommen; besondere Schwer-
punkte sind hierbei Malaria und Schistosomiasis. Auf dem Gebiet der Malaria
werden u. a. in klinischen Studien neue Medikamente und Impfstoffe getestet.
99,100

Es besteht eine direkte Zusammenarbeit des URM mit dem Albert-Schweitzer
Krankenhaus. Das URM unterhalt eine eigene Ambulanz, die zu regularen
Sprechzeiten wochentags geoffnet ist. Hier stellen sich Studienteilnehmer zu
geplanten Untersuchungen, aber auch im Krankheitsfall vor. Zudem stellen sich
Patienten vor, die selbst vermuten, an Malaria zu leiden und kein Geld fur eine
Krankenhausbehandlung aufbringen konnen, im Wissen, dass im URM Malaria-

studien laufen und eine Behandlung im Falle der Teilnahme kostenlos ist.

2.1.2 Studienzeit

Die Studie wurde von Januar bis Marz 2009 durchgefuhrt. Das entspricht der

kurzen Trockenzeit und dem Beginn der langen Regenzeit. °'%3
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2.2 Malaria in Lambaréné

Malaria ist in Lambaréné und der gesamten Umgebung holoendemisch, d. h.
Malaria tritt ganzjahrig auf, mit einem Anstieg der Erkrankungen v. a. in der
kleinen Regenzeit. Es kommen drei Arten von humanpathogenen Plasmodien
vor: P. falciparum, P. malariae und P. ovale, wobei mehr als 90% der Infektio-
nen durch P. falciparum verursacht werden. %1

Als aPfEIR (annual entomological inoculation rate for P. falciparum) wird die
durchschnittliche Rate an Stichen durch mit P. falciparum infizierte Anopheles-
Mucken pro Person pro Jahr bezeichnet. Die aPfEIR betragt in Lambaréné und
Umgebung 45. 101-103

Durch wiederholte Infektionen besteht bei einem Groliteil der Bevolkerung eine
Teilimmunitat. Das fuhrt auch dazu, dass bei vielen Menschen eine Parasitamie
nachweisbar ist, ohne dass es zu Symptomen oder zum Krankheitsausbruch
kommt. Kinder unter funf Jahren haben in den meisten Fallen noch keine
Teilimmunitat erworben und sind stark gefahrdet, auch an schweren Formen
von Malaria zu erkranken. '

Der Bevolkerung ist Malaria als Krankheit bewusst. Es ist allgemein bekannt,
dass Malaria eine fieberhafte Erkrankung hervorrufen kann und Malaria haufig
die Ursache von Fieber darstellt. Aufgrund dieses Bewusstseins wird Fieber
haufig mit Malaria gleichgesetzt. In der Umgangssprache wird sogar fur ,Fieber®
das Wort ,palu” verwendet, welches eine Abkurzung von ,paludisme® ist, das
franzosische Wort fur Malaria. Haufig fuhrt dies bei Fieber zu einer Selbstbe-
handlung mit Antimalaria-Medikamenten, die in der Apotheke frei verkauflich
sind, ohne dass eine Malariainfektion nachgewiesen ist.

2.3 Studiendesign

2.3.1 Ethik und Studienprotokoll

Die vorliegende Arbeit analysiert Daten zur in vivo Kinetik des Plasmodium
falciparum HRP2, welche im Rahmen der Studie ,Time dependent decrease of
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Plasmodium falciparum assessed by thick smear, rapid test and real-time PCR
after Artemisinin Combination Therapy (ACT)"“ gewonnen wurden. Im Rahmen
der Studie wurden die gewonnenen Proben auch mittels Echtzeit-Polymerase-
Kettenreaktion (rtPCR = real-time polymerase chain reaction) untersucht; die
Auswertung der auf diese Weise gewonnenen Daten ist nicht Bestandteil der
vorliegenden Arbeit.

Vor Beginn der Studie wurde das Studienprotokoll sowie zugehoérige Dokumen-
te (Informationsblatt, Einverstandniserklarung etc.) durch das zustandige
Regionale Unabhangige Ethikkomitee von Lambaréné (CERIL = Comité
d’Ethique Régional Indépendant de Lambaréné) gepruft und autorisiert. Die
Studie wurde entsprechend dem Studienprotokoll und nach den Leitsatzen der
Deklaration von Helsinki und der ,guten klinischen Praxis® (GCP = Good
Clinical Practice) durchgefiihrt. 19>1%

2.3.2 Studienpopulation

Die Studie wurde an Kindern und Jugendlichen im Alter von sechs Monaten bis
25 Jahren mit unkomplizierter Malaria tropica durchgefuhrt. Die Altersbeschran-
kung ergab sich aus der Tatsache, dass eine Beobachtungsphase mit mehre-
ren Follow-up Besuchen wahrend eines Zeitraumes von einem Monat geplant
war. Solch ein regelmaliges Follow-up ist bei erwachsenen Patienten in
Gabun, v. a. in landlichen Gegenden, aullert schwierig, da Erwachsene sich
tagsuber oft auf den Plantagen im Wald aufhalten oder auf Jagd sind und somit
nicht zuhause anzutreffen. Kinder halten sich dagegen in der Regel im nahen
Wohnumfeld auf, da eine Schulpflicht besteht, die in den allermeisten Fallen
auch eingehalten wird. Somit sind diese in der Mittagspause oder nach der
Schulzeit leicht auffindbar. Auch an Wochenenden werden Kinder in den
meisten Fallen nicht in den Wald bzw. auf die Plantagen mitgenommen,
sondern zuhause durch Mutter oder Grolmutter betreut. Kinder unter einem
Alter von sechs Monaten wurden von der Studie ausgeschlossen, da davon
auszugehen ist, dass sie noch zu viele mutterliche Antikdrper und zirkulieren-

des Hamoglobin F haben, was wahrscheinlich eine Auswirkung auf die Elimina-
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tionskinetik gehabt und somit das Studienergebnis madglicherweise verfalscht
hatte. ' AuRerdem sollten im Laufe der Studie elf Kapillarblutentnahmen aus
der Fingerbeere durchgefuhrt werden, was jungen Sauglingen nicht zuzumuten
gewesen ware.

Die Anzahl der Studienteilnehmer wurde im Protokoll auf 50 festgesetzt, da zu
erwarten war, dass nach einem geschatzten Abzug von ca. 20% von /ost-to-
follow-up-Patienten mit der verbleibenden Anzahl an Studienteilnehmern schon
statistisch aussagekraftige Ergebnisse zu erzielen seien. Eine hdhere Anzahl
ware bei padiatrischen Patienten nicht zu rechtfertigen gewesen.

2.3.3 Screening und Einschluss in die Studie

Fir die Studie wurden in Lambaréné und den umgebenden Doérfern (bis zu ca.
40km von Lambaréné entfernt) Kinder und Jugendliche im entsprechenden
Alter auf Malaria gescreent, die unter akutem Fieber litten (Angabe des Patien-
ten oder des Erziehungsberechtigten) oder anamnestisch Fieber in den vergan-
genen 48 Stunden angaben. Es wurden Patienten gescreent, die sich im
Forschungslabor des Albert-Schweitzer Krankenhauses vorstellten; zudem
wurden die Dorfer in der Umgebung besucht und gezielt nach Kindern und
Jugendlichen mit Fieber gefragt. Das Screening erfolgte per dickem Tropfen

nach der Lambaréné-Methode °'

aus Kapillarblut der Fingerbeere. Wurde
lichtmikroskopisch im dicken Tropfen eine Plasmodium falciparum Infektion mit
einer Parasitamie von 300 - 250.000 P.f./ul nachgewiesen und lagen keine
Ausschlusskriterien (siehe unten) vor, so wurde die Teilnahme an der Studie
angeboten. Bei klinischen Zeichen schwerer Malaria, einer Parasitamie, die
250.000 P.f./ul Uberschritt, oder dem klinischen Verdacht auf eine andere
Krankheit wurden die Patienten an die Padiatrie oder Innere Abteilung des
Albert-Schweitzer Krankenhauses verwiesen. Patienten und/oder Erziehungs-
berechtigte wurden uber das Ziel und den Ablauf der Studie sowie mogliche
Vor- oder Nachteile durch die Teilnahme an der Studie aufgeklart und erhielten
eine Kopie der Einverstandniserklarung mit Informationen zur Studie in franzo-

sischer Sprache. Es wurde das schriftliche Einverstandnis des Patienten
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und/oder des Erziehungsberechtigten eingeholt. Waren die Patienten und/oder
Erziehungsberechtigten Analphabeten oder der franzosischen Sprache nicht
machtig, so wurde die Aufklarung im Beisein eines Zeugen/Dolmetschers
gefuhrt, der der franzosischen Sprache in Wort und Schrift machtig war. Das
Einverstandnis zur Studienteilnahme erfolgte in diesem Falle durch den Patien-
ten/Erziehungsberechtigten mundlich und wurde mittels Fingerabdruck auf der
Einverstandniserklarung bestatigt. Der Zeuge unterschrieb die Einverstandnis-
erklarung mit Namen. Der Mitarbeiter, der Uber die Studie aufgeklart hatte,
unterschrieb die Einverstandniserklarung ebenfalls.

Es bestanden die folgenden Einschlusskriterien:
* Alter des Patienten zwischen sechs Monaten und 25 Jahren,
* Angabe von akutem Fieber oder anamnestisch Fieber in den vergange-
nen 48 Stunden,
* Lichtmikroskopischer Nachweis von Plasmodium falciparum mit einer
Parasitamie von 300 - 250.000 P.f./ul (dicker Tropfen, Lambaréné-
Methode °"),

* Individuell dokumentierte Einverstandniserklarung.

Es bestanden die folgenden Ausschlusskriterien:
* Kilinische Zeichen und Symptome von schwerer Malaria, in Anlehnung an
die WHO-Kriterien (siehe unten),
* Gemischte Infektion mit anderen Plasmodien-Spezies,
* Teilnahme an einer Malaria-Impfstudie,
* Antimalaria-Therapie in den letzten 28 Tagen, laut Angabe des Patienten
und/oder Erziehungsberechtigten.

WHO-Kriterien von schwerer Malaria (klinische Zeichen), Vorliegen von einem
Kriterium geniigt *°:

Bewusstseinsstorung oder Koma; Prostration (d. h. allgemeine Schwache, so
dass der Patient nicht im Stande ist, selbstandig zu laufen oder zu sitzen);

Unmaglichkeit der oralen Nahrungsaufnahme; wiederholte Konvulsionen ( > 2
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Anfalle in 24 Stunden); Atemnot, azidotische Atmung; Kreislaufkollaps oder
Schock (systolischer Blutdruck < 70mmHg bei Erwachsenen/ < 50mmHg bei
Kindern); |kterus plus andere Anzeichen fur Dysfunktion von vitalen Organen;

Makrohamaturie; abnormale spontane Blutungen; Lungenddem.

Die Studienpatienten erhielten eine medikamentose orale Kombinationstherapie
mit Coarsucam® (siehe 2.3.5). Auch bei Nichtteilnahme an der Studie und
nachgewiesener unkomplizierter Malaria wurde eine kostenlose orale Behand-
lung angeboten. Die Patienten und/oder Erziehungsberechtigten hatten jeder-
zeit wahrend der Studie die Moglichkeit, ihre Einwilligung zur Teilnahme an der

Studie zuruckzuziehen, ohne daraus negative Folgen zu erwarten.

2.3.4 Einschluss und Follow-up Besuche, Probengewinnung

Es wurden insgesamt elf Besuche, davon neun Follow-up Besuche, durchge-
fuhrt, die im Weiteren naher erlautert werden:
1. Screening
Tag 0: Einschluss in die Studie, erste Dosis Coarsucam®
Tag 1: 1. Follow up, zweite Dosis Coarsucam®
Tag 2: 2. Follow-up, dritte Dosis Coarsucam®
Tag 3: 3. Follow-up
Tag 5: 4. Follow-up
Tag 7: 5. Follow-up

©® N o g bk~ w b

Tag 12: 6. Follow-up
9. Tag 17: 7. Follow-up
10.Tag 22: 8. Follow-up
11.Tag 28: 9. Follow-up

Tag 0:
Waren alle Einschlusskriterien erfullt und lagen keine Ausschlusskriterien vor,
so wurde eine Patienten-ldentifikationsnummer (fortlaufende Nummern)

vergeben und alle folgenden Daten anonymisiert notiert. Es wurden folgende
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demographische Daten erhoben: Alter, Geburtsdatum (falls bekannt), Ge-
schlecht. Die anamnestische Angabe der Fiebertage wurde notiert. Die Patien-
ten wurden komplett korperlich untersucht und Grolke (m), Gewicht (kg) und
axillare Temperatur (°C) bestimmt. Das etwaige Vorliegen einer Splenomegalie
wurde explizit notiert sowie alle pathologischen Befunde.

Nach vorhergehender Desinfektion mit einem gangigen alkoholhaltigen Haut-
desinfektionsmittel wurde die Fingerbeere eines Fingers mittels Lanzette
(Unistik® 2 normal, Owen Mumford GmbH, Grol3ostheim, Deutschland) punk-
tiert. Es wurden 10pl Kapillarblut mittels einer Pipette aufgenommen und auf
einen Objekttrager aufgebracht. Die 10pl Blut wurden mit der Pipettenspitze auf
einem Feld von 10 x 18mm moglichst gleichmallig verstrichen. Das Feld war
auf einer Karte aufgezeichnet, die unter den Objekttrager gelegt wurde und
somit als Schablone diente. Der Objekttrager wurde flach auf eine ebene
Flache gelegt, damit das Blut lufttrocknen konnte, und mit der Patienten-
Identifikationsnummer beschriftet. Im Anschluss wurde mit einem EDTA-
Kapillarrohrchen 150pl Blut aufgenommen und direkt in ein EDTA-Probengefal®
mit festverschlieRbarem Deckel gefuhrt (Kabe Labortechnik GmbH, Numbrecht,
Deutschland). Das verschlossene Gefald wurde leicht geschwenkt, um eine
Durchmischung mit dem EDTA zu gewahrleisten. Das Probengefald wurde mit
der Patienten-ldentifikationsnummer versehen und fur den weiteren Transport
ins Labor auf Eis gelegt.

Der Patient erhielt nach der Blutentnahme die erste Dosis Coarsucam®
entsprechend seinem Alter oder Gewicht (siehe 2.3.5). Die korrekte Einnahme
wurde dem Patienten bzw. der betreuenden Person erlautert und gezeigt (z. B.
Auflosen der Tablette in Wasser), die erste Einnahme erfolgte unter Beobach-
tung. Es wurde der Blister mit der gesamten Medikation ausgehandigt und dem
Patienten die Uhrzeit der nachsten Einnahme genannt. Gegebenenfalls beste-
hende Begleiterkrankungen wurden gemal Leitlinien behandelt.

Tag 1:
Alle weiteren Besuche wurden als Hausbesuche durchgefuhrt. Die Patienten

und/oder betreuenden Personen wurden nach ihrem Befinden sowie nach
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Fieber oder Auffalligkeiten befragt. Es wurde eine komplette korperliche
Untersuchung durchgefuhrt und pathologische Befunde notiert. War die Ein-
nahmezeit des Medikamentes fur diesen Tag bereits verstrichen, so wurden die
Patienten nach der korrekten Einnahme und Einnahmezeit befragt. Bei Ver-
saumnis wurde die Einnahme unter Beobachtung nachgeholt. Die Einnahmezeit
wurde notiert. Wie an Tag 0 wurde Kapillarblut fur einen dicken Tropfen und in
ein EDTA-Probengefal® gewonnen. Den Patienten wurde die Einnahmezeit des

Medikamentes fur den nachsten Tag genannt.

Tag 2:

Der Hausbesuch gestaltete sich entsprechend Tag 1. Es wurde betont, dass
keine weitere Medikamenteneinnahme notig sei, aul3er im Falle einer Begleiter-
krankung die von einem Studienmitarbeiter hierfur erhaltene Medikation.

Tag 3 - 28:

Die Hausbesuche bestanden aus einer Befragung zum Befinden, Fieber oder
Auffalligkeiten sowie einer korperlichen Untersuchung. Pathologische Befunde
wurden notiert, Begleiterkrankungen ggf. behandelt. Die Kapillarblutentnahme
und Probengewinnung erfolgte wie oben geschildert. Den Patienten wurde
jeweils der nachste Termin eines Hausbesuches genannt. Sollte in der Zwi-
schenzeit eine Verschlechterung des Zustandes auftreten, so war das Stu-
dienteam jederzeit telefonisch erreichbar und auch eine Vorstellung im URM
war jederzeit moglich. Den Patienten/betreuenden Personen wurde zugesichert,
dass sie in diesem Falle das Fahrtgeld zurickgezahlt bekommen wirden.
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Folgende Abbildung 6 soll den Ablauf der Studie verdeutlichen:

Einschluss Follow-up Besuche Studienende
Einschlusskriterien erfillt e korperliche Untersuchung
Schriftliche Einverstandniserklarung + Objekttrager mit dickem Tropfen
demographische Daten e 150 pl Kapillarblut in EDTA-Tube

korperliche Untersuchung
Objekttrager mit dickem Tropfen
150 ul Kapillarblut in EDTA-Tube

Antimalaria-Therapie
(Coarsucam®)

/1

Tage

Abb. 6: Ablauf der Studie

Dargestellt ist der zeitliche Ablauf der Studie fiir den einzelnen Patienten. Auf der horizontalen
Achse (roter Pfeil) sind die Zeitpunkte, zu denen Follow-up Besuche stattfanden, eingetragen.
Beginn und Ende der Studie sind mit gelben Pfeilen markiert. Die Studienmedikation wurde an
den drei ersten Tagen gegeben (blaue Pfeile). Vorgaben, erhobene Daten und Untersuchungen
zu den verschiedenen Zeitpunkten sind stichwortartig aufgelistet.

pl = Mikroliter; EDTA = Ethylendiamintetraessigsaure.

2.3.5 Studienmedikation Coarsucam®

Coarsucam® ist ein Antimalaria-Medikament der Firma Sanofi-Aventis, das der
Klasse der Artemisinin-Kombinationstherapeutika (ACTs = Artemisinin-based
combination therapies) zugehdrig ist. Es besteht aus den Einzelsubstanzen
Artesunat (AS) und Amodiaquin (AQ). Coarsucam® ist zugelassen fur die orale
Therapie der unkomplizierten Malaria tropica fur Kinder ab zwei Monaten und
fur die orale Vervollstandigung der Therapie nach parenteraler Therapie bei
komplizierter Malaria tropica.

Eine Artesunat/Amodiaquin-Kombinationstherapie hat eine Wirksamkeit von 92

- 98,2% mit einer 100%igen Parasiten-Clearance (asexuelle Stadien) innerhalb
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von drei Tagen. Es wirkt auch gametozid mit einer Reduktion der Gametozyta-
mie auf unter 1% nach 21 Tagen. '%%-1"2

Coarsucam® wird in einem Blister vertrieben, der je eine komplette Behandlung
fur eine Person beinhaltet. Es ist erhaltlich in vier verschiedenen Dosisstarken
angepasst an das Alter/Gewicht: Sauglinge, Kleinkinder, Kinder sowie Jugendli-
che und Erwachsene. Sollte fur einen Patienten die empfohlene Dosisstarke
bezlglich Alter und Gewicht nicht Ubereinstimmen, so sollte entsprechend des
Gewichtes dosiert werden, falls dieses bekannt ist. Die Dosierungen der

einzelnen Blister sind ersichtlich in folgender Tabelle:

Tabelle 1: Dosis und Einnahmeschemata von Coarsucam®
d = Tag; kg = Kilogramm; KG = Kdrpergewicht; mg = Milligramm; AS = Artesunat; AQ =
Amodiaquin.

Alter/Gewicht Dosis pro Tablette Einnahmeschema
di d2 d3

Sauglinge 2 - 11 Monate / 25mg AS / 67,5mg AQ 1 1 1

4,5 - < 9kg KG
Kleinkinder 1-5Jahre/ 50mg AS / 135mg AQ 1 1 1

9 - <18kg KG
Kinder 6 - 13 Jahre / 100mg AS / 270mg AQ 1 1 1

18 - < 36kg KG
Jugendliche und | = 14 Jahren/ 100mg AS / 270mg AQ 2 2 2
Erwachsene > 36kg KG

Die Blister in den Dosisstarken fur Sauglinge, Kleinkinder und Kinder enthalten
demnach drei Tabletten, von denen einmal taglich eine Tablette Uber einen
Zeitraum von drei aufeinanderfolgenden Tagen eingenommen wird. Der Blister
in der Dosisstarke fur Jugendliche und Erwachsene enthalt sechs Tabletten,
von denen einmal taglich zwei Tabletten Uber einen Zeitraum von drei aufei-
nanderfolgenden Tagen eingenommen werden. Die vier verschiedenen Dosis-
starken-Blister sind farblich unterschiedlich markiert, so dass das Risiko einer
Verwechslung minimiert wird. Auf dem Blister ist die Weise, in der das Medika-
ment einzunehmen ist, sehr vereinfacht und bildlich dargestellt, so dass auch
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die korrekte Einnahme durch Analphabeten gewahrleistet ist. Das Medikament
ist wasserloslich und demnach auch Kindern hervorragend zu verabreichen.
Seit 2003 gilt die Artesunat/Amodiaquin-Kombinationstherapie in Gabun als
first-line Therapie von Malaria. '

Nach oraler Gabe wird Artesunat schnell absorbiert und zur aktiven Form
Dihydroartemisinin metabolisiert. Es erreicht seine maximale Wirkkonzentration
innerhalb von einer Stunde, die Eliminationshalbwertszeit liegt bei 0,36 — 1,2
Stunden. ''*''® Amodiaquin Hydrochlorid wird nach oraler Gabe schnell
absorbiert und zu seiner aktiven Form Desethylamodiaquin metabolisiert.
Amodiaquin hat eine Eliminationshalbwertszeit von ca. funf Stunden, wahrend
jene von Desethylamodiaquin 6 - 18 Tage betragt. ""®'" Die Ar-
tesunat/Amodiaquin-Kombinationstherapie zeigte in Studien ahnliche pharma-

kokinetische Eigenschaften wie die Einzelsubstanzen. ¢

2.4 Laboranalysen

2.4.1 Lichtmikroskopie

Die Anfertigung der dicken Tropfen erfolgte wie im Kapitel 2.3.4 beschrieben
aus Kapillarblut der Fingerbeere direkt beim Patienten. Nach Lufttrocknung
erfolgte ggf. der Transport ins Labor in bruchsicheren Objekttrager-
Transportboxen. Die Objekttrager wurden dann in einer 20% Giemsa-LOosung
(Giemsas Azur-Eosin-Methylenblaulosung fur die Mikroskopie, Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland), die zwei bis drei mal taglich neu mit Pufferldsung
nach Weise (pH 7,20, 1.09879 Titrisol fur 1000ml, (H2.O dest.), Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland) angesetzt und gefiltert wurde, 30 Minuten lang gefarbt
und danach im Trockenschrank (Melag, Typ 405; 55°C) getrocknet.

Die dicken Tropfen wurden auf Standard-Durchlichtmikroskopen (Olympus
CH30 und Nikon Eclipse E200) mit Immersionsol bei einer 1000-fachen Ver-

5! Die Parasitamie ist

grolRerung nach Lambaréné-Methode ausgelesen.
definiert als die Anzahl der asexuellen P. falciparum-Ringformen (P.f.) pro

Mikroliter und wird im Folgenden als P.f./ul angegeben.
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Zur Bestimmung der Parasitamie nach Lambaréné-Methode werden fur
Parasitamien von = 50 P.f/Feld 20 Mikroskopier-Blickfelder ausgelesen, fur
Parasitamien von < 5 P.f./Feld 100 Blickfelder und fur Parasitamien von 5 - 50
P.f./Feld 30 Blickfelder. Wenn nach Auslesen von 100 Blickfeldern kein Parasit
gefunden wurde, so gilt der dicke Tropfen als negativ. Die Parasitamie als
P.f./ul wird dann mittels eines Multiplikationsfaktors errechnet, der fur jede Art
von Mikroskop bestimmt werden muss (FestgroRe) und von der Grolke des

Blickfeldes und der VergréRerung abhangig ist. °

Die Lesung und Auszahlung erfolgte unabhangig voneinander durch zwei
erfahrene Mikroskopisten. Es wurde der arithmetische Mittelwert der zwei
Lesungen errechnet. Differierte das Ergebnis der zwei Lesungen um mehr als
25% (niedrigerer Wert/hoherer Wert < 0,75), so wurde eine unabhangige
Drittlesung durch einen weiteren erfahrenen Mikroskopisten durchgefuhrt und
das arithmetische Mittel der zwei Werte, die prozentual weniger voneinander
abwichen, ermittelt.

Entsprechend der oben geschilderten Methode wurden von jedem Praparat die
Anzahl der Gametozyten bestimmt. An Tag 0 wurde zusatzlich die Anzahl der
pigmentierten Monozyten bestimmt.

2.4.2 Malaria-Schnelltests

Die Probengefalde mit dem EDTA-Kapillarblut wurden wie in 2.3.4 geschildert
auf Eis ins Labor transportiert. Nach Eintreffen im Labor wurden aus jeder
Probe zwei verschiedene Malaria-Schnelltests (RDTs) nach Anleitung des
jeweiligen Herstellers angefertigt. Malaria-Schnelltests sind in vitro immunchro-
matographische Tests fur die qualitative Bestimmung von Plasmodium-
Antigenen. Es wurden der Paracheck®Pf-Schnelltest (Orchid Biomedical
Systems, Verna, Indien) und der BinaxNOW®Malaria-Schnelltest (Binax Inc.,

Inverness Medical, Scarborough, Maine, USA) verwendet.
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Der Paracheck®Pf-Schnelltest bestimmt das P. falciparum histidine-rich protein
2 (HRP2) und ist spezifisch fur P. falciparum. Bei vorhandenem HRP2-Antigen
erscheint in einem Testfeld eine farbige Bande. Ein Kontrollfeld zeigt eine
farbige Bande an bei validem Test. Zeigen nun beide Felder eine farbige
Bande, so liegt eine Infektion mit P. falciparum vor. Zeigt nur das Kontrollfeld
eine farbige Bande, so liegt keine Infektion mit P. falciparum vor. Der Test ist
invalide, wenn keine Bande im Kontrollfeld erscheint. Der Hersteller gibt zur
Erkennung von P. falciparum eine Sensitivitat von > 95% bei einer Spezifitat
von > 98% an. '"® Verschiedene klinische Studien zeigten eine Sensitivitat von
82 - 99,4% und eine Spezifitat von 76 - 96,8% bei Parasitamien von > 200
Pf/}.” 83,119-121

Der BinaxNOW®Malaria-Schnelltest bestimmt in einem ersten Testfeld (T1)
HRP2, in einem zweiten Testfeld (T2) das pan-spezifische Plasmodium-Antigen
Aldolase, das den vier haufigsten humanpathogenen Plasmodium-Arten
gemeinsam ist (P. falciparum, P. ovale, P. vivax, P. malariae). Ein drittes Feld
(C) zeigt eine Kontrollbande und somit ein valides Testergebnis an. Erscheint
eine farbige Bande in C und T1, so liegt eine Infektion mit P. falciparum vor.
Sind farbige Banden in C, T1 und T2 sichtbar, so liegt entweder eine Monoin-
fektion mit P. falciparum oder eine Mischinfektion mit P. falciparum und mindes-
tens einer anderen Plasmodium-Art vor. Erscheinen farbige Banden nur in C
und T2 so liegt eine Infektion mit P. ovale, P. vivax und/oder P. malariae vor.
Zeigt nur C eine farbige Bande, so liegt keine Infektion mit Plasmodium vor. Bei
fehlender Bande in C ist das Testergebnis ungultig.

Die Sensitivitat ist abhangig von der Parasitamie. Der Hersteller gibt zur
Erkennung von P. falciparum eine Sensitivitat zwischen 53,9% (< 100 P.f./ul)
und 99,7% (> 5000 P.f./ul) an. Die Spezifitat fur P. falciparum liegt laut Herstel-
ler bei 94,2%. Der Hersteller gibt somit eine klinische Erkennungsgrenze (LOD
= limit of detection), definiert als der Parasitamiespiegel in infiziertem Blut, der
95% positive Testergebnisse erzeugt, von 1001 - 1500 Parasiten/ul fur P.
falciparum an. '?* Die Spezifitit, Sensitivitat und LOD zur Erkennung anderer
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Plasmodium-Arten soll hier auller Acht gelassen werden, da Mischinfektionen

von der Studie ausgeschlossen waren.

Alle RDTs wurden mit der jeweiligen Patienten-ldentifikationsnummer beschrif-
tet und das Resultat 15 Minuten nach Zugabe der Pufferlosung abgelesen und
notiert. Das Ergebnis des Paracheck®Pf-Schnelltest wurde notiert als positiv
oder negativ. Das Ergebnis des BinaxNOW®Malaria-Schnelltest wurde notiert
als T1 positiv oder negativ und als T2 positiv oder negativ. Bei ungultigem
Testergebnis wurde der Test wiederholt. Nach Entnahme des Blutes fur die
RDTs wurde das restliche Blut im Probengefald bei -80°C fur weitere Analysen
aufbewahrt.

2.4.3 ELISA

Zusatzlich zur qualitativen Bestimmung von HRP2 in den Blutproben wurde
eine quantitative Messung mittels Enzyme-Linked Immunosorbant Assay
(ELISA) durchgefuhrt. Es wurde ein zweiseitiger Sandwich-ELISA verwendet
nach einem leicht adaptierten Protokoll von Noed! et al. '?®

Dafur wurden 96-well hoch-bindende Mikrotiterplatten (Microlon 600, high-
binding, F-Boden, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland) mit
100ul/well monoklonalen Anti-PfHRP2-IgM-Antikorpern (MPFM-55A, Immunlo-
gy Consultants Laboratories, Inc., Newberg, OR, USA) in einer Verdinnung von
1ug/ml in phosphat-gepufferter Kochsalzlosung (PBS = phosphate buffered
saline) als Fangerantikorper Uber Nacht bei Raumtemperatur beschichtet. Es
folgte ein Blockierungsschritt mit 200ul/well einer Blockierungslosung aus
PBS/2% bovinem Serumalbumin (BSA = bovine serum albumine). Die wells
wurden dreimalig mit 200pl/well einer Waschlosung aus PBS/0,05%Tween20
gewaschen. Die Mikrotiterplatten wurden direkt weiterverwendet oder bis zur
weiteren Verwendung versiegelt und bei -20°C aufbewahrt.

Die Blutproben wurden durch zwei Einfrier-/Auftauzyklen (freeze-thawing)
hamolysiert. Von jeder Probe wurden Serienverdinnungen mit Aqua dest.
(1:50, 1:100 und 1:200) hergestellt und je 50pl/well dieser Serienverdunnungen



Materialien und Methoden 42

in zweifacher Ausfuhrung fur eine Stunde inkubiert. Fur jede Platte wurde eine
Standardkurve mit Serienverdunnungen einer vorhandenen P. falciparum-Kultur
mit 2% Parasitamie/5% Hamatokrit etabliert (Verdinnungen 1:4 bis 1:4096). Es
folgte ein Waschschritt mit dreimaligem Waschen mit o. g. Waschlésung. Als
nachstes wurden 100ul/well Meerrettichperoxidase-konjugierter Anti-PfHRP2-
lgG-Antikorper (MPFG-55P, Immunology Consultants Laboratories, Inc.,
Newberg, OR, USA) in einer Verdunnung von 0,2ug/ml mit
PBS/2%BSA/1%Tween20 als Indikatorantikorper hinzugefugt und eine Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert; danach wiederum dreimaliges Waschen mit o. g.
Waschlosung. 100ul/well von 3,3°,5,5’-Tetramethylbenzidin (TMB) Chromogen
(Zymed Lab. Inc., San Francisco, CA, USA) wurden hinzugefugt und 20
Minuten im Dunkeln inkubiert, bevor die Reaktion mit 50ul/well 1M Schwefel-
saure gestoppt wurde. Die Absorption wurde bei 450nm im ELISA-reader (Asys
Expert 96, anthos Mikrosysteme GmbH, Krefeld, Deutschland) gemessen. Die
Ergebnisse wurden als arbitrare Einheiten angegeben in Relation zur Probe der

unverdinnten Parasitenkultur.

2.5 Datenmanagement und statistische Auswertung

Die klinischen Befunde jedes Patienten sowie die Ergebnisse der Laboranaly-
sen wurden in standardisierten Patientenbogen auf Papier eingetragen. Dies
geschah in anonymisierter Form: Jedem Patienten wurde eine ldentifikations-
nummer (fortlaufende Nummern) zugewiesen, die sowohl auf den Papierbdgen
als auch auf den Proben (EDTA-ROhrchen, Schnelltests usw.) notiert wurden.
Die Papierbogen werden im Archiv des URM in Lambaréné verwahrt.

Alle Befunde und Testergebnisse wurden von einem Labormitarbeiter in eine
Excel-Tabelle Ubertragen. Die Richtigkeit wurde von einem weiteren unabhan-

gigen Mitarbeiter gepruft.

Die statistische Auswertung erfolgte mit Excel (Microsoft® Excel® fur Mac
2011, Version 14.4.7), SPSS (IMB® SPSS® Statistics 2011, Version 20) und R
(Version 3.1.2).
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Deskriptive Statistik wurde angewendet, um demographische Merkmale der
Studienpopulation und die Befunde und Testergebnisse bei Einschluss in die
Studie sowie in der Beobachtungsphase zu beschreiben. Wenn nicht anders
angegeben, handelt es sich bei Mittelwertangaben um den arithmetischen
Mittelwert.

Um zu Uberprifen, ob die vorliegenden Daten normalverteilt sind, wurden der
Kolmogorov-Smirnov-Test und zusatzlich, aufgrund der kleinen Stichproben-
groRe, der Shapiro-Wilk-Test angewandt. '* Zeigte sich in einem der Tests
keine Normalverteilung, so wurden zur Analyse der entsprechenden Daten
nichtparametrische Tests angewandt. Mittelwerte wurden mittels t-Test oder -
im Fall von nicht normalverteilten Daten - mittels Mann-Whitney-U-Test vergli-
chen. Korrelationen und entsprechende p-Werte basieren auf Spearmans-
Rangkorrelationskoeffizienten.

Um Aussagen zur persistierenden Positivitat der RDTs zu treffen wurde eine
Ereigniszeitanalyse durchgefuhrt, wobei die persistierende Positivitat als
,Uberlebenszeit‘ betrachtet wurde. Da es sich hier um rechts-zensierte Daten
handelt, wurden Uberlebenszeiten mittels Kaplan-Meier-Schatzer geschatzt;
Cox-Regression wurde zur Modellierung der Uberlebenszeiten in Abhangigkeit
von Variablen von Interesse angewandt. Die Werte der Anfangsparasitamie
wurden fur die Cox-Regression logarithmiert.

Die HRP2-Eliminationskinetik wurde fur jeden Patienten mithilfe einer Nahe-
rungskurve aus den HRP2-Einzelmessungen in Excel dargestellt und die
HRP2-Eliminationshalbwertszeit aus der zugehorigen Formel berechnet. Die
Analyse der Variablen, die einen Einfluss auf die HRP2-
Eliminationshalbwertszeit haben, ist rein explorativ.

Das Signifikanzniveau wurde bei 5% festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientencharakteristika bei Einschluss in die Studie

3.1.1 Studienpopulation, demographische Merkmale

Es wurden 27 Patienten im Alter von 1,2 bis 23,3 Jahren in die Studie einge-
schlossen. Das mittlere Alter betrug 8,6 Jahre (SD: 5,6 Jahre). Davon waren 19
mannliche (70,4%) und 8 weibliche (29,6%) Patienten. Die Patienten hatten ein
medianes Gewicht von 21,7kg (Spannweite: 8,6 - 68,5kg) und eine mediane
Grolde von 1,22m (Spannweite: 0,71 - 1,78m).

3.1.2 Befunde und Testergebnisse an Tag 0

Bei Einschluss in die Studie an Tag O litten die Patienten im Mittel seit 3,3
Tagen an Fieber (SD: 2,8 Tage). Ein Erziehungsberechtigter eines Patienten
gab 14 Fiebertage an. Bei vier Patienten (14,8%) bestand eine Splenomegalie.
Bei zwei Patienten bestanden Begleiterkrankungen. Ein Patient litt unter einem
Harnwegsinfekt und einer Mittelohrentzindung, welche mit Amoxicillin behan-
delt wurden. Ein Patient hatte ein Panaritium, welches chirurgisch drainiert
wurde.

Im Blutausstrich fanden sich bei acht Patienten (29,6%) Gametozyten bei einer
medianen Gametozytamie von 60 Gametozyten/ul (Spannweite: 7 - 1890). Bei
22 Patienten (81,5%) fanden sich pigmentierte Monozyten im Blutausstrich. Bei
diesen Patienten betrug der Anteil pigmentierter Monozyten im Mittel 5,5% (SD:
5%; Spannweite: 1,5 - 22,4%; IQR: 2,5 - 5,9%).

Die Patienten hatten eine mediane Anfangsparasitamie von 33.435 P.f./ul
(Spannweite: 449 - 508.200 P.f./ul). Ein Einschlusskriterium in die Studie war
eine Parasitamie im Screening-Blutausstrich von 300 - 250.000 P.f./ul. Es war
zugelassen, dass sich im nachfolgend durchgefuhrten Blutausstrich bei Ein-
schluss in die Studie durchaus eine hohere/niedrigere Parasitamie zeigte. Alle
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Patienten zeigten in der Lichtmikroskopie des Blutausstriches eine Monoinfekti-
on mit P. falciparum, die in der 18s-RNA-Gen-PCR bestatigt wurde.

Die Testergebnisse der HRP2-detektierenden Schnelltests (Paracheck®Pf und
T1-Bande des BinaxNOW®Malaria) fielen bei allen Patienten positiv aus. Die
Aldolase-detektierende T2-Bande des BinaxNOW®Malaria-Schnelltests zeigte
bei 23 Patienten (85,2%) ein positives Ergebnis. Die Patienten, die ein positives
Testergebnis in der T2-Bande erzielten, hatten eine signifikant hohere mittlere
Anfangsparasitamie als die Patienten, die ein negatives Testergebnis erzielten
(88.677 P.f./ul vs. 2267 P.f./ul; p < 0,005).

Das im ELISA gemessene Anfangs-HRPZ2 konnte bei 24 Patienten bestimmt
werden und zeigte Werte zwischen 0,05 und 33,59 AU bei einem Median von
3,15 AU (IQR: 1,02 - 5,57 AU).

Die ermittelten Werte sind in nachfolgender Tabelle 2 zusammengefasst.
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Tabelle 2: Patientencharakteristika bei Einschluss in die Studie
® nur bei Gametozyten im Blutausstrich: 8/27; ®nur bei Monozyten im Blutausstrich: 22/27;
“drei fehlende Werte: 24/27. n = Anzahl; SD = Standardabweichung; kg = Kilogramm; m =

Meter; ul = Mikroliter; P.f. =

Plasmodium falciparum; BinaxT1

= T1-Bande des Binax-

NOW®Malaria-Schnelltests; BinaxT2 = T2-Bande des BinaxNOW®Malaria-Schnelltests; HRP2
= histidine-rich protein 2; AU = arbitrare Einheiten.

Studienteilnehmer

(n =27)
Geschlecht weiblich n (%) 8 (29,6)
mannlich n (%) 19 (70,4)
Alter (Jahre) Mittelwert (SD) 8,6 (5,6)
Median (Spannweite) 7,5(1,2-23,3)
Gewicht (kg) Mittelwert (SD) 28,4 (18,3)
Median (Spannweite) 21,7 (8,6 - 68,5)
GroRe (m) Mittelwert (SD) 1,24 (0,31)
Median (Spannweite) 1,22 (0,71 -1,78)
Fieber (Tage) Median (Spannweite) 2(1-14)
Splenomegalie n (%) 4 (14,8)

P.f. Parasitamie

(asexuelle Formen/ul)

Median (Spannweite)

33.435 (449 — 508.200)

P.f. Gametozyten im Blutausstrich

n (%)

8 (29,6)

P.f. Gametozyten (Anzahl/pl)

Median (Spannweite)

60 (7 - 1890)°

Anteil pigmentierter Monozyten (%) |Mittelwert (SD) 5,5 (5)°
positiver Paracheck®Pf n (%) 27 (100)
positiver BinaxT1 n (%) 27 (100)
positiver BinaxT2 n (%) 23 (85,2)

HRP2 (AU)

Median (Spannweite)

3,15 (0,05 - 33,59)°

Die Hohe der Anfangsparasitamie war unabhangig von Geschlecht, Alter oder
der Anzahl der Fiebertage, noch gab es Unterschiede bei Patienten mit oder
ohne Splenomegalie. Es konnte keine Korrelation der Anfangsparasitamie mit
dem Vorhandensein von Gametozyten oder der Hohe der Gametozytamie an
Tag 0 oder dem Anteil an pigmentierten Monozyten gefunden werden (siehe
Tabelle 3).
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Die Hohe des Anfangs-HRP2-Wertes war unabhangig von Geschlecht und Alter
und unterschied sich nicht bei Patienten mit oder ohne Splenomegalie. Es
bestand keine Korrelation des Anfangs-HRP2-Wertes mit der Anzahl der
Fiebertage, dem Vorhandensein von Gametozyten oder der Hohe der Gameto-
zytamie an Tag O (siehe Tabelle 3 und 4). Hingegen zeigte sich eine Korrelation
zwischen Anfangsparasitamie und Anfangs-HRP2-Wert (rs = 0,609; p < 0,002).
Ebenso bestand eine Korrelation zwischen dem Anteil an pigmentierten
Monozyten und dem Anfangs-HRP2-Wert (rs = 0,543; p < 0,006).

Tabelle 3: Korrelationen der Anfangsparasitamie und des Anfangs-HRP2-
Wertes mit Alter, Fiebertagen und Testergebnissen bei Einschluss in die
Studie.

Signifikante Korrelationen sind fett hervorgehoben. *n = 24; n = Anzahl; HRP2 = histidine-rich
protein 2.

Anfangsparasitdmie | Anfangs-HRP2-Wert
(n=27) (n=24)

Alter Korrelationskoeffizient -0,26 -0,231

Signifikanz (2-seitig) 0,191 0,278
Fiebertage Korrelationskoeffizient -0,008 0,154

Signifikanz (2-seitig) 0,97 0,472
Gametozytdmie an Tag 0 Korrelationskoeffizient -0,153 -0,13

Signifikanz (2-seitig) 0,447 0,545
Anteil pigmentierte
Monozyten Korrelationskoeffizient 0,277 0,543

Signifikanz (2-seitig) 0,162 0,006
Anfangsparasitamie Korrelationskoeffizient 0,609

Signifikanz (2-seitig) 0,002
Anfangs-HRP2-Wert Korrelationskoeffizient 0,609*

Signifikanz (2-seitig) 0,002*
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Tabelle 4: Vergleich der Mittelwerte der Anfangsparasitamie und des
Anfangs-HRP2-Wertes jeweils im Hinblick auf Geschlecht, Splenomegalie

und Gametozyten an Tag 0.
Es bestehen keine signifikanten Unterschiede. HRP2 = histidine-rich protein 2; P.f. = Plasmodi-
um falciparum; ul = Mikroliter; n = Anzahl; AU = arbitrare Einheiten.

Anfa;:gps.;a}rsssr:?mle Teststatistik C\rl]iar:?:::'UR I(Dj) Teststatistik
. 63.935 4,5
mannlich (n = 19) U =-0,053; (n=18) U =-0,333;
Geschlecht L 104.233 p<0,958 7,82 p<0,739
weiblich (n=8) (n=6)
vorhanden 36.425 3,79
Splenomegalie (n =4) U=-0,751; (n=4) U =-0,387;
nicht 82.736 p<0,453 5,64 p <0,699
vorhanden (n=23) (n=20)
vorhanden 37.554 3,51
Gametozyten (n=28) U =-0,85; (n=7) U =-0,54;
anTagO0 nicht 92.011 p<0,396 6,08 p <0,589
vorhanden (n=19) (n=17)

3.2 Studienverlauf

Es wurden 27 Patienten in die Studie eingeschlossen. Bei allen Patienten
wurde die in der Lichtmikroskopie des Blutausstriches diagnostizierte Monoin-
fektion mit P. falciparum mittels 18s-RNA-Gen-PCR bestatigt. Alle Patienten
nahmen die Medikation nach Vorschrift ein, teilweise geschah dies unter
Aufsicht durch einen Studienmitarbeiter. Sechs Patienten (22%) entwickelten im
Verlauf der Beobachtungsphase ein Wiederauftreten (reappearance) von
Plasmodium-Parasiten im Blutausstrich. Bei zwei Patienten war dies an Tag 17
der Fall, bei drei Patienten an Tag 22 und bei einem Patienten an Tag 28. Auch
in den RDTs und/oder im ELISA gab es Hinweise auf eine Infektion durch ein
positives Testergebnis bei vorher negativem Testergebnis (RDTs), bzw.
erneutem Anstieg des HRP2-Wertes oder erneutem Nachweis von HRP2 bei
vorherigem Erreichen der Nachweisgrenze (ELISA). Diese Patienten wurden
von der Per-Protocol-Analyse ausgeschlossen. Die Genotypisierung mittels
Amplifizierung der MSP-1, MSP-2 (FC und 3D7 Allele) und GLURP Polymor-
phismen zeigte, dass es sich in einem Fall um eine Rekrudeszenz handelte; in

den funf Ubrigen Fallen handelte es sich um Neuinfektionen. Die Rekrudeszenz
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tauchte an Tag 22 auf, die Neuinfektionen geschahen im Mittel 21,1 Tage nach
Therapiebeginn.

Der Erziehungsberechtigte eines Patienten brach die Teilnahme an der Studie
an Tag 22 ab, widersprach aber nicht der Verwendung der bis dato gewonne-
nen Daten. Da bei diesem Patienten der HRP2-Wert im ELISA bereits vorher
die Nachweisgrenze erreicht hatte, konnen die Daten dennoch fur die Analyse
der HRP2-Eliminationskinetik verwendet werden.

Bei zwei Patienten wurden keine HRP2-ELISA durchgeflihrt, da nicht genug
Probenmaterial aufbewahrt wurde. Somit verbleiben 19 Patienten fur die HRP2-
ELISA-Analyse.

Die folgende Abbildung 7 veranschaulicht den Studienverlauf:
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Abb. 7: Studien-Flussdiagramm
HRP2 = histidine-rich protein 2; ELISA = Enzyme-Linked Immunosorbant Assay.
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3.3 Testergebnisse in der Beobachtungsphase

Die sechs Patienten, bei denen es im Verlauf zu einem Wiederauftreten von
Parasiten kam, wurden von der Per-Protocol-Analyse ausgeschlossen. Die
nachfolgenden Ergebnisse beziehen sich auf die 21 verbleibenden Patienten.

3.3.1 Mikroskopie

3.3.1.1 Parasitamie (asexuelle Formen)

Nach Therapiebeginn mit Coarsucam® waren im Blutausstrich rasch keine
asexuellen Parasitenformen mehr nachweisbar. An Tag 1 befanden sich noch
bei 13 Patienten (61,9%) asexuelle Formen im Blutausstrich. Diese Patienten
hatten eine signifikant hohere mittlere Anfangsparasitamie (Parasitamie an Tag
0) als Patienten mit einem auf asexuelle Formen negativen Blutausstrich an
Tag 1 (126.843 P.f./ul vs. 16.468 P.f./ul.; p < 0,004).

An Tag 2 hatte nur noch der Patient mit der h6chsten Anfangsparasitamie von
508.200 P.f./ul nachweisbare asexuelle Formen im Blutausstrich (5%, ein
fehlender Wert); bei den anderen 12 Patienten, die an Tag 1 noch positiv
gewesen waren, war im Blutausstrich an Tag 2 keine Parasitamie mehr nach-
weisbar. An Tag 3 waren auch bei diesem Patienten keine asexuellen Formen

mehr nachweisbar.
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Abb. 8: Verlauf der Parasitamien im Blutausstrich.
Zeitlicher Verlauf der Parasitamie im Blutausstrich jedes Patienten der Per-Protocol-Analyse (n

= 21). Die H6he der Parasitamie ist logarithmisch auf der y-Achse abgebildet. pl = Mikroliter; n =
Anzahl.
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Abb. 9: Verlauf der Positivitat der Parasitamien im Blutausstrich.
Prozentualer Anteil an Patienten, bei denen im Blutausstrich eine positive Parasitdmie
nachgewiesen werden konnte.
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3.3.1.2 Gametozyten

Neun Patienten hatten bei Beginn bzw. im Verlauf der Studie einen positiven
Nachweis von Gametozyten im Blutausstrich (42,9%).
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Abb. 10: Verlauf der Gametozytamien im Blutausstrich.

Dargestellt sind nur Patienten, bei denen im Verlauf Gametozyten nachweisbar waren (n = 9).
Patient CK-18 ist aufgrund hoher initialer Werte nur unvollstdndig abgebildet (nicht abgebildete
Werte: Tag 0: 1890 Gametozyten/ul, Tag 1: 766 Gametozyten/ul, Tag 2: 696 Gametozyten/ul,
Tag 3: 621 Gametozyten/pl, Tag 5: 624 Gametozyten/ul, Tag 7: 466 Gametozyten/ul). pl =
Mikroliter; CK-XX = Patienten-Identifikationsnummer; n = Anzahl.

In Abbildung 10 ist erkennbar, dass die Patienten mit positiver Gametozytamie
diese bereits zu Beginn der Studie hatten (CK-02, CK-05, CK-09, CK-18, CK-
19, CK-22, CK-24) oder diese in den ersten beiden Tagen entwickelten (CK-01
und CK-11). In der ersten Woche nach Studienbeginn kam es bei den meisten
Patienten zu einer unregelmafRigen Zu- und Abnahme der Gametozytamie, ab
der zweiten Woche zu einer deutlichen Abnahme. Bei Studienende waren bei
keinem Patienten mehr Gametozyten nachweisbar. Die Patientengruppen mit
oder ohne Gametozytamie bei Beginn bzw. im Verlauf der Studie unterschieden
sich nicht im Hinblick auf die HOhe der Anfangsparasitamie (p < 0,256), des
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Anfangs-HRP2-Wertes (p < 0,556) oder der HRP2-Eliminationshalbwertszeit (p
< 0,16). Auch war das Vorhandensein einer Gametozytamie nicht mit der Dauer
der persistierenden Positivitat der HRP2-detektierenden RDTs assoziiert (siehe
3.3.2).

3.3.2 Schnelltests

Die beiden HRP2-detektierenden Schnelltests Paracheck®Pf und die T1-Bande
des BinaxNow®Malaria (im Folgenden ,BinaxT1“ genannt) zeigten zu Beginn
der Studie bei allen Patienten ein positives Testergebnis. Die mittels Kaplan-
Meier-Schatzer geschatzte mittlere persistierende Positivitat betrug bei Para-
check®Pf 20,76 Tage (SE: 2,29 Tage; 95% CI: 16,27 — 25,25 Tage), bei
BinaxT1 20,52 Tage (SE: 2,35 Tage; 95% CI: 15,92 — 25,13 Tage). Die beiden
Tests unterschieden sich kaum in ihren Ergebnissen. Ein Patient (CK-19) zeigte
bei BinaxT1 ab Tag 7 ein negatives Ergebnis, obwohl das Ergebnis des
Paracheck®Pf erst ab Tag 17 negativ ausfiel. Ein anderer Patient (CK-15)
zeigte bei Paracheck®Pf ab Tag 12 ein negatives Ergebnis, obwohl das
Ergebnis des BinaxT1 erst ab Tag 17 negativ ausfiel. Im Folgenden wird bei
Bezug auf die persistierenden Positivitat beider RDTs der Begriff ,persistieren-
de Antigenamie” verwendet, wobei als Antigen HRP2 gemeint ist.

Die Dauer der persistierenden Antigenamie war signifikant assoziiert mit der
Anfangsparasitamie (BinaxT1: p < 0,001; Paracheck®Pf: p < 0,001) und mit der
HRP2-Halbwertszeit (BinaxT1: p < 0,01; Paracheck®Pf: p < 0,008).

Hingegen konnte keine signifikante Assoziation mit dem Anfangs-HRP2-Wert
(BinaxT1: p < 0,247; Paracheck®Pf: p < 0,248) oder mit dem Vorhandensein
von Gametozyten bei Beginn bzw. im Verlauf der Studie (BinaxT1: p < 0,796;
Paracheck®Pf: p < 0,858) festgestellt werden. Bei Ende der Studie an Tag 28
waren von Paracheck®Pf und BinaxT1 noch 11/20 positiv (55%, ein fehlender
Wert).

Bei der Aldolase-detektierenden T2-Bande des BinaxNow®Malaria (im Folgen-
den ,BinaxT2“ genannt) blieb die Positivitat im Mittel nur 2,24 Tage (SD: 4,75
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Tage) bestehen. Bereits an Tag 3 zeigten nur noch zwei Patienten bei BinaxT2
ein positives Testergebnis (9,5%). Diese beiden Patienten blieben lange Zeit

positiv. Ab Tag 22 zeigten alle Patienten ein negatives Testergebnis fur Bi-
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Abb. 11: Verlauf der Positivitat der RDTs.

Prozentualer Anteil an Patienten, bei denen ein RDT zu einem Zeitpunkt ein positives Tester-
gebnis erzielte. Die Diagrammlinien von Paracheck®Pf und BinaxT1 verlaufen groBtenteils
Ubereinander. RDT = Schnelltest; BinaxT1 = T1-Bande des BinaxNOW®Malaria-Schnelltests;
BinaxT2 = T2-Bande des BinaxNOW®Malaria-Schnelltests.

3.3.3 ELISA

Bei 19 Patienten konnte eine HRP2-ELISA-Analyse durchgefuhrt werden. Ab
dem Zeitpunkt des Erreichens der Nachweisgrenze (wenn nachfolgende
Messungen ebenfalls nur die Nachweisgrenze zeigten) wurde der HRP2-ELISA
als negativ gewertet. Die Nachweisgrenze betrug 0,01 AU (arbitrary units =
arbitrare Einheiten). Der Messwert dieses Zeitpunktes wurde als letzter Mess-

wert fur die Berechnung der Eliminationskinetik verwendet.
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Abb. 12: Verlauf der HRP2-Messungen (ELISA).
Zeitlicher Verlauf der HRP2-Menge fur jeden Patienten, bei dem eine HRP2-Messung mittels
ELISA durchgefuhrt werden konnte (n = 19). Jede Linie reprasentiert die HRP2-Werte eines
Patienten. Der besseren Ubersichtlichkeit wegen ist die Menge des HRP2 prozentual auf der y-
Achse angegeben, ausgehend vom Anfangswert als 100%. HRP2 = histidine-rich protein 2;
ELISA = Enzyme-Linked Immunosorbant Assay; n = Anzahl.

Bei Einschluss in die Studie an Tag O zeigten alle Patienten einen positiven
HRP2-ELISA. Zwei Patienten zeigten bereits an Tag 1 nur noch den Wert der
Nachweisgrenze, woraus sich keine Eliminationshalbwertszeit ableiten liel3.

Zu Ende der Beobachtungsphase an Tag 28 war der HRP2-ELISA noch bei
7119 (37%) Patienten positiv. Folgende Abbildung 13 zeigt den Verlauf der
Positivitat der HRP2-ELISA-Messungen.
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Abb. 13: Verlauf der Positivitat der HRP2-ELISA.

Prozentualer Anteil an Patienten, bei denen der HRP2-ELISA zu einem Zeitpunkt eine positive
Messung erzielte. Die Nachweisgrenze der HRP2-ELISA-Messung betrug 0,01 AU. HRP2 =
histidine-rich protein 2; ELISA = Enzyme-Linked Immunosorbant Assay; AU = arbitrare
Einheiten.

Aus den HRP2-Einzelmessungen zu jedem Zeitpunkt wurde fur jeden Patienten
eine Eliminationshalbwertszeit errechnet. Dies war fur zwei Patienten aufgrund
des Erreichens der Nachweisgrenze an Tag 1 nicht moglich. Die HRP2-
Eliminationshalbwertszeit konnte somit nur fur 17 Patienten ermittelt werden. Es
zeigte sich, dass eine einfache Exponentialfunktion am besten geeignet war um
die HRP2-Abnahme im zeitlichen Verlauf darzustellen. Es handelt sich somit
um eine Eliminationskinetik erster Ordnung.

Bei funf Patienten zeigte sich zu Beginn der Beobachtungsphase zunachst ein
Anstieg der HRP2-Werte (siehe Abbildung 12), im Folgenden als Spitzenwert
bezeichnet. Bei diesen Patienten wurde die Eliminationshalbwertszeit ab dem
Zeitpunkt des Erreichens des hochsten Wertes berechnet.

Die HRP2-Eliminationshalbwertszeiten zeigten Werte von 0,33 bis 11,18 Tagen
bei einem Median von 4,05 Tagen (IQR: 2,01 - 5,73 Tage). Die mittlere HRP2-
Eliminationshalbwertszeit betrug 4,21 Tage (SD: 3,08 Tage).
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Abb. 14: Verlauf der Positivitat der RDTs vs. HRP2-ELISA.

Prozentualer Anteil an Patienten, bei denen ein HRP2-detektierender RDT bzw. der HRP2-
ELISA zu einem Zeitpunkt ein positives Testergebnis bzw. eine positive Messung erzielte. Die
Nachweisgrenze der HRP2-ELISA-Messung betrug 0,01 AU. RDT = Schnelltest; vs. = versus;
HRP2 = histidine-rich protein 2; ELISA = Enzyme-Linked Immunosorbant Assay; BinaxT1 = T1-
Bande des BinaxNOW®Malaria-Schnelltests; AU = arbitrare Einheiten.

Die Abbildung 14 zeigt, dass mehr Patienten in den HRP2-detektierenden
RDTs positive Ergebnisse erzielten als im HRP2-ELISA. Die Patienten, die
wahrend der Beobachtungsphase zu einem bestimmten Zeitpunkt zum ersten
Mal ein negatives Testergebnis der HRP2-detektierenden RDTs erreichten,
zeigten zum gleichen Zeitpunkt oder sogar bereits einige Tage vorher ein
negatives Messergebnis im HRP2-ELISA. BinaxT1 war bei diesen Patienten im
Median 3,5 Tage langer positiv als der HRP2-ELISA, Paracheck®Pf war im
Median einen Tag langer positiv. Bei nur einem Patienten (CK-19) zeigte der
HRP2-ELISA fur langere Zeit ein positives Messergebnis als BinaxT1 und
Paracheck®PH.
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Die HRP2-Eliminationshalbwertszeit korrelierte nicht mit der Anfangsparasita-
mie oder dem Anfangs-HRP2-Wert. Es zeigte sich weder ein Zusammenhang
mit Alter oder Geschlecht, noch mit Fiebertagen, dem Vorliegen einer Spleno-
megalie, dem Vorliegen bzw. der Hohe einer Gametozytamie oder dem Anteil

an pigmentierten Monozyten an Tag O (siehe Tabelle 5 und 6).

Tabelle 5: Korrelationen der HRP2-Eliminationshalbwertszeit.
Es bestehen keine signifikanten Korrelationen. * n = 16
HRP2 = histidine-rich protein 2; n = Anzahl; r; = Spearmans-Rangkorrelationskoeffizient.

HRP2-Halbwertszeit (n = 17)
Alter rs=-0,209; p < 0,422
Fiebertage rs=-0,066; p<0,8
Gametozytamie an Tag 0 rs=-0,356; p< 0,161
Anteil pigmentierte Monozyten rs=0,254; p<0,325
Anfangsparasitamie rs=0,453; p< 0,068
Anfangs-HRP2-Wert* r=-0,212; p< 0,431

Tabelle 6: Vergleich der Mittelwerte der HRP2-Eliminationshalbwertszeit
jeweils im Hinblick auf Geschlecht, Splenomegalie und Gametozyten an
Tag 0.

Es bestehen keine signifikanten Unterschiede. HRP2 = histidine-rich protein 2; n = Anzahl.

HRP2-Halbwertszeit Teststatistik
in Tagen (t; p-Wert)
Geschlecht mannlich (n = 14) 3,89 t=-0973
p <0,346
weiblich (n = 3) 5,81
Splenomegalie vorhanden (n = 4) 2,62
t=1,198
nicht vorhanden (n = 13) 4,72 p<0,249
Gametozyten an Tag 0 vorhanden (n = 6) 2,77
t=1,48
nicht vorhanden (n = 11) 5,02 p<0,16
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Die funf Patienten, die einen Spitzenwert der HRP2-Werte zeigten, hatten eine

signifikant langere mittlere HRP2-Eliminationshalbwertszeit als jene Patienten

ohne Spitzenwert (7,56 Tage vs. 2,83 Tage; p < 0,001). Sie unterschieden sich

jedoch ansonsten nicht von den Patienten ohne Spitzenwert, insbesondere

auch nicht im Hinblick auf die Hohe der Anfangsparasitamie (siehe Tabelle 7).

Tabelle 7: Vergleich der Mittelwerte bzw. Haufigkeiten bei Patienten , mit

Spitzenwert“ vs. ,,ohne Spitzenwert” der HRP2-Werte im Verlauf.

Signifikante Unterschiede sind fett hervorgehoben. Da die Anzahl der untersuchten Falle auf 19
limitiert war, handelt es sich um eine rein explorative Analyse. ° n = 13; ®n=12

vs. = versus; HRP2 = histidine-rich protein 2; n = Anzahl; P.f. = Plasmodium falciparum; ul =
Mikroliter; AU = arbitrare Einheiten; HWZ = Halbwertszeit.

Patienten Patienten Teststatistik
,mit Spitzenwert” | , ohne Spitzenwert” (Xz/t/U; p-Wert)
(n=5) (n=14)

hlecht ménnlich X =299
Geschlecht mannlich (n) 3 13 b < 0,084
t=0,441
Alter (Jahre) 78 9,2 b < 0,665
) U=-0,242
Fieber (Tage) 3.0 36 0 < 0,809
, X*=1,81
Splenomegalie vorhanden (n) 0 4 0<0,179
Vorhandensein von Gameto- X*=0,421
zyten an Tag 0 (n) 1 5 p<0,516
Gametozytamie an Tag 0 U=-0,786
(Gametozyten/ul) 2 146 p<0,432
Anteil pigmentierte Mono- U=-0,745
zyten (%) 5,2 4,7 p <0,457
N U=-1,852
Anfangsparasitamie (P.f./ul) 159781 59876 0 < 0,064
U=-0,246
Anfangs-HRP2-Wert (AU) 9,01 5,03° 0 < 0,805
t=-3,974

HRP2-HWZ (T
(Tage) 7,56 2,83" p < 0,001
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4 Diskussion

Die dieser Arbeit zugrunde liegende Studie untersuchte die HRP2-Werte von
Patienten mit akuter Malaria tropica vor Therapiebeginn und in einer Beobach-
tungsphase mit besonderem Augenmerk auf der in vivo HRP2-
Eliminationskinetik. Dies soll dazu dienen, zwei von mehreren Anwendungsbe-
reichen des HRP2 in der klinischen Diagnostik kritisch zu Uberprufen und ggf.
weiterzuentwickeln. Einen Anwendungsbereich findet HRP2 in der Malaria-
Routinediagnostik. Dort wird es taglich unzahlige Male in Form von Malaria-
Schnelltests qualitativ nachgewiesen. Ein anderer Anwendungsbereich ist noch
nicht etabliert, sondern bisher rein hypothetisch: Es wird angenommen, dass
bei einer akuten Malariaerkrankung das vor Therapiebeginn quantitativ be-
stimmte HRP2 die Gesamt-Parasitenlast widerspiegeln und aufgrund dessen
eine Prognose uber den Krankheitsverlauf getroffen werden kann. In friheren
Arbeiten wurden hierzu verschiedene Berechnungsmodelle entwickelt. *'

Bei Einschluss in die Studie untersuchten wir verschiedene Einflussfaktoren auf
das Anfangs-HRP2 wie die Infektionsdauer und -schwere oder eine erworbene
Teilimmunitat. Des Weiteren wurde im Verlauf die in vivo HRP2-
Eliminationskinetik mittels HRP2-detektierender Schnelltests und ELISA
untersucht und es wurde analysiert ob und inwiefern die Kinetik von Wirtsfakto-
ren und unterschiedlichen Krankheitsauspragungen abhangig ist. Eine genaue
Kenntnis der HRP2-Eliminationskinetik ist sowohl Voraussetzung flr ein valides
Berechnungsmodell, als auch unabdingbar, um die Bedeutung von HRP2-
detektierenden Schnelltests im klinischen Alltag beurteilen zu kdnnen.

4.1 Einschluss in die Studie

Das Screening und das Auffinden von geeigneten Patienten gestalteten sich
schwieriger als ursprunglich angenommen. Mit fortschreitender Zeit fanden sich
immer weniger Patienten mit Malariainfektionen durch P. falciparum, was
vermutlich auf die jahreszeitlichen Schwankungen der Haufigkeit von Malariain-

fektionen zurlckzufuhren ist, die verstarkt mit einer gewissen Latenz nach
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Einsetzen der Regenzeit auftreten und deren Haufigkeit nach Beginn der
Trockenzeit ebenfalls mit einer gewissen Latenz wieder zuruckgeht. Des
Weiteren gestalteten sich die Hausbesuche der Patienten wahrend der Be-
obachtungsphase als immer schwieriger, da vermehrt Polizeikontrollen an
StralRensperren durchgefuhrt wurden, was zu einem zeitlich verlangerten
Ruckweg zum Forschungslabor und somit einem verzogerten Rucktransport der
eisgekuhlten Blutproben fuhrte und womoglich die Unversehrtheit der Proben
gefahrdet hatte. Nachdem 27 Patienten in die Studie eingeschlossen worden
waren, die ersten Analysen problemlos durchgefuhrt und bis dato kein Patient
lost-to-follow-up war, war davon auszugehen, dass bereits diese Teilnehmer-
zahl| statistisch aussagekraftige Ergebnisse liefern wirde. Nach grundlichem
Abwagen durch das Studienteam wurde deshalb die Rekrutierung von Stu-
dienteilnehmern zu diesem Zeitpunkt beendet, obwohl die Anzahl der Stu-

dienteilnehmer im Protokoll ursprunglich auf 50 festgesetzt worden war.

4.1.1 Studienpopulation, demographische Merkmale

Die 27 Patienten, die in die Studie aufgenommen wurden, verteilten sich recht
homogen zwischen dem Kleinkindalter bis zum jungen Erwachsenenalter. In
einer holoendemischen Malariaregion lasst das Alter eines Patienten aufgrund
immer wiederkehrender Malariainfektionen Schlusse auf die bereits erworbene
Teilimmunitat zu: Mit zunehmendem Alter steigt auch die erworbene Teilimmu-
nitat. >>'?" Es ist somit davon auszugehen, dass innerhalb unserer Studienpo-
pulation verschiedenste Auspragungen einer bereits erworbenen Teilimmunitat
vorlagen. Bezuglich Korpergewicht und Korpergrofde entsprach die Studienpo-
pulation dem Durchschnitt der gabunischen Kinder in diesem Alter, in Anleh-
nung an die Referenzwerte der WHO. '%-"3°

4.1.2 Befunde und Testergebnisse an Tag 0

Bei Einschluss in die Studie wurden verschiedene Parameter untersucht, die
auf eine schon langer andauernde Malariaerkrankung hinweisen konnen. Es ist

bekannt, dass eine schon seit langerer Zeit bestehende Malariainfektion durch
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die groflere Anzahl an durchlaufenen Parasiten-Replikationszyklen mit einer
hoheren Parasitenlast einhergeht. Es ist anzunehmen, dass sie auch positive
Auswirkung auf die HOhe der HRP2-Menge hat, da die Halbwertszeit des HRP2
weit langer als ein Replikationszyklus ist und das HRP2 somit kumuliert.
Parameter, die auf eine schon seit langerer Zeit bestehende Malariainfektion
hinweisen konnen, sind (unter anderem):

- die anamnestische Angabe von vielen Fiebertagen vs. erst seit kurzem

bestehendes Fieber,
- bei der korperlichen Untersuchung das Vorliegen einer Splenomegalie,
- im Blutausstrich das Vorhandensein bzw. eine hohe Anzahl an Gameto-
zyten,

- im Blutausstrich ein hoher Anteil an pigmentierten Monozyten.
Die genannten Parameter kdnnen ebenso auf eine zuruckliegende, behandelte
Malariaerkrankung hinweisen, jedoch war in der vorliegenden Studie eine
Behandlung mit einem Antimalaria-Medikament in den letzten 28 Tagen ein
Ausschlusskriterium.
Mehr als 28 Tage nach einer behandelten Malariaerkrankung ist nicht damit zu
rechnen, dass noch Fieber besteht. Eine Splenomegalie kann jedoch nach
behandelter Malariaerkrankung weit langer als 28 Tage bestehen.
Es ist unwahrscheinlich, dass 28 Tage nach einer behandelten Malariaerkran-
kung noch Gametozyten im Blutausstrich nachweisbar sind; Eichner et al.
(2001) schatzten die maximale Gametozyten-Zirkulationszeit auf 22,2 Tage. ™'
Nach Therapie mit den first-line Medikamenten Artesunat/Amodiaquin oder
Artemether/Lumefantrin ist nach 28 Tagen mit keiner Gametozytamie mehr zu
rechnen. %9323 Allerdings konnten verschiedene Studien auch noch 3 - 6
Wochen nach Antimalaria-Therapien, darunter auch ACTs,
(sub)mikroskopische Gametozytdmien nachweisen. **"*" Da viele verschiede-
ne Antimalaria-Medikamente in den Apotheken in Gabun frei verkauflich sind,
ist nicht ganz auszuschlie3en, dass eine Gametozytamie von einer mehr als 28
Tage vorangegangenen Malariaerkrankung herrihrt.
Monozyten und andere phagozytierende Zellen nehmen zirkulierendes Mala-
riapigment auf, welches lichtmikroskopisch intrazellular nachgewiesen werden
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kann. Die Anzahl von pigmentierten Monozyten im Speziellen gilt als ein guter
Indikator fur die Dauer einer Malariainfektion, da ihre Halbwertszeit mehrere
Tage betragt. Day et al. (1996) stellten eine mediane Clearance von pigmentier-
ten Monozyten von 9 Tagen fest. Es ist also nicht davon auszugehen, dass
pigmentierte Monozyten nach erfolgreicher Behandlung langer als 28 Tage im
Blutausstrich nachweisbar sind. '3’

Von den genannten Parametern und in Anbetracht der Ausschlusskriterien
dieser Studie scheint der Anteil an pigmentierten Monozyten der zuverlassigste
Parameter zu sein, eine schon seit langerer Zeit andauernde Malariainfektion

anzuzeigen.

Zwei Patienten hatten Begleiterkrankungen. Ein Patient litt unter einer Mittel-
ohrentzindung und einem akuten Harnwegsinfekt, welche mit Amoxicillin
behandelt wurden, bei einem anderen Patienten wurde ein bestehendes
Panaritium chirurgisch drainiert. Es ist nicht davon auszugehen, dass diese
Begleiterkrankungen in Zusammenhang mit einer Malaria stehen, noch ihre
Therapie die Therapie der Malaria oder die Studienuntersuchungen beeinflusst
haben, insbesondere sind keine Wechselwirkungen von Artesunat/Amodiaquin

mit Amoxicillin bekannt. '#?

Die Patienten/Erziehungsberechtigten gaben im Durchschnitt eine Anzahl von
3,3 Fiebertagen an (SD: 2,8 Tage). Ein Patient litt seit 14 Tagen an Fieber.
Nach den Fiebertagen zu urteilen, handelte es sich also groftenteils um erst
seit wenigen Tagen bestehende Erkrankungen. Allerdings ist diese anamnesti-
sche Angabe sehr stark abhangig von der Betreuungssituation des Kindes (z.
B. wechselnde Betreuer an aufeinanderfolgenden Tagen) und anderen Fakto-
ren, z. B. ob ein Fieberthermometer zur objektiven Beurteilung von ,Fieber®
verfugbar ist.

Bei vier Patienten konnte eine Splenomegalie festgestellt werden. Diese als
Kriterium fur eine seit langerer Zeit andauernde Malariainfektion zu werten, ist
in einer Population mit einer hohen Pravalenz von homo- und heterozygoter

Sichelzellanamie, welche ebenfalls, besonders bei Kindern, eine Splenomegalie
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hervorrufen kann, jedoch sehr kritisch zu sehen. In der gabunischen Bevolke-
rung betragt der Heterozygotenanteil fiir Sichelzellandmie 21,1%. ' Des
Weiteren ist eine Fallzahl von vier sehr gering, um statistisch signifikante
Aussagen zu treffen.

Im Blutausstrich fanden sich bei 29,6% der Patienten Gametozyten und bei
81,5% der Patienten pigmentierte Monozyten bei einem mittleren Anteil von
5,5% pigmentierten Monozyten (SD: 5%).

Es gab eine gro3e Spannweite der Anfangsparasitamie zwischen den Patien-
ten. Alle Patienten hatten Krankheitssymptome mindestens in Form von Fieber,
kein Patient wies jedoch klinische Zeichen einer schweren Malaria oder Kompli-
kationen auf. Die gro3e Spannweite der Parasitamie bei ahnlichem Krankheits-
bild verdeutlicht die mittlerweile allgemein akzeptierte Meinung, dass nicht von
der peripher bestimmten Parasitamie auf die Schwere der Erkrankung ge-
schlossen werden kann, %'1:144-146

Die o. g. Parameter, die auf eine langer andauernde Malariaerkrankung
hinweisen konnen, korrelierten nicht mit der Hohe der Anfangsparasitamie.
Ginge man davon aus, dass alle im Wirtsorganismus befindlichen Parasiten im
peripheren Blut zirkulieren, so ware ein linearer Zusammenhang zwischen der
Dauer der Infektion, den dadurch bereits durchlaufenen Replikationszyklen und
der peripher bestimmten Parasitamie zu erwarten. Dass keiner der Parameter
fur die Dauer der Infektion mit der Parasitamie korreliert, kann zwei Grunde
haben: Einerseits ist moglich, dass die Patienten mit einer bereits erworbenen
Teilimmunitat die im Korper befindlichen Parasiten schneller eliminieren und
somit die Parasitamie trotz langer Dauer der Infektion relativ niedrig ist. Wir
konnten allerdings keinen signifikanten Zusammenhang des Alters (als Parame-
ter fur eine bereits erworbene Teilimmunitat) mit der Parasitamie feststellen.
Eine andere Erklarung ist, dass die peripher bestimmte Parasitamie aufgrund
der Sequestrierung (siehe 1.3.1) eben nicht der wirklichen Parasitenlast
entspricht. Somit ist zwar ein linearer Zusammenhang zwischen der Dauer der
Infektion und der wirklichen Parasitenlast maoglich, dieser kann aber nicht
anhand der peripheren Parasitamie gezeigt werden.
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Auch der Anfangs-HRP2-Wert zeigte eine hohe Spannweite zwischen 0,05-
33,59 AU. Wir konnten eine signifikante Korrelation des Anfangs-HRP2-Wertes
sowohl mit dem Anteil der pigmentierten Monozyten als auch mit der Hohe der
Anfangsparasitamie nachweisen. Wie oben aufgefuhrt, scheint der Anteil der
pigmentierten Monozyten ein zuverlassiger Parameter fur die Dauer der
bestehenden Infektion zu sein. Dies legt nahe, dass die Hohe des HRP2-
Wertes von der Dauer der bestehenden Infektion abhangig ist: Mit langer
dauernder Infektion nimmt auch der HRP2-Wert zu. Der positive Zusammen-
hang zwischen Parasitamie und HRP2-Wert konnte schon in mehreren Studien
gezeigt werden. '8 Er wird gestiitzt durch die Beobachtungen einer
langeren persistierenden HRP2-Antigenamie bei hoherer Parasitamie durch
Mayxay et al. (2001) und Kyabayinze et al. (2008). °>®® Aufgrund des Phano-
mens der Sequestrierung lasst sich zwar nicht direkt von der peripher bestimm-
ten Parasitamie auf die Gesamt-Parasitenlast schliel3en, jedoch ist bei einer
hohen peripheren Parasitamie eine hohe Gesamt-Parasitenlast wahrscheinlich.
Die Ergebnisse der vorliegenden Studie stutzen die Annahme von anderen
Autoren, dass das im Blut gemessene HRP2 die Gesamt-Parasitenlast wider-
spiegeln kann. 9108687147

Desakorn et al. (1997) stellten eine niedrigere Nachweisgrenze fur HRP2 in
Vollblut als in Plasma fest, allerdings hielten sie den HRP2-Nachweis in Plasma
fur ein genaueres Mal} fur die Gesamt-Parasitenlast. Wie auch schon von
anderen Studien bekannt, war die Sensitivitat fur HRP2 hoher, wenn das
Vollblut vorher gefroren und aufgetaut war. **'*° Durch das Einfrieren und
Auftauen werden die Erythrozyten lysiert, das darin befindliche HRP2 freige-
setzt und somit auch gemessen. Desakorn et al. (2005) stellten fest, dass
wahrend eines intraerythrozytaren Parasiten-Entwicklungszyklus 89% des
synthetisierten HRP2 intraerythrozytar verbleibt und erst zum Zeitpunkt der
Schizontruptur freigesetzt wird. % Bei der HRP2 Bestimmung aus lysiertem
Vollblut wird demnach das gesamte HRP2 (intraerythrozytar und sezerniert)
gemessen, wohingegen bei Bestimmung aus Plasma nur das bis zu diesem

Zeitpunkt sezernierte HRP2 gemessen wird. Allerdings sind in peripherem Blut
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die infizierten Erythrozyten mit reiferen asexuellen Parasitenstadien (und einem
hoheren HRP2-Gehalt) aufgrund der Sequestrierung unterreprasentiert. Da
auch die Parasiten in sequestrierten Erythrozyten HRP2 ins Plasma sezernie-
ren, scheint in Plasma gemessenes HRP2 ein genaueres Mal fur die Gesamt-
Parasitenlast zu sein, wenngleich die Sensitivitat herabgesetzt ist.

Es ist nicht ausgeschlossen, dass in der vorliegenden Studie die Starke der
Korrelation der Parasitamie mit dem HRP2-Wert darauf zurlckzufuhren ist,
dass dieser aus lysiertem Vollblut und nicht aus Plasma bestimmt wurde. Bei
der HRP2-Messung aus Vollblut sind sequestrierte Parasiten ebenso unterre-
prasentiert wie in der lichtmikroskopisch bestimmten Parasitamie. Dies konnte
die Verstarkung einer bestehenden Korrelation zwischen dem HRP2-Wert und
der Parasitamie bewirken. In friheren Studien konnte jedoch eine Korrelation
der Parasitamie mit dem HRP2-Wert gezeigt werden, auch wenn das HRP2 aus
Plasma bestimmt wurde. *'*"1*® Somit ist nicht davon auszugehen, dass die in
unserer Studie vorliegende Korrelation zwischen Parasitamie und HRP2-Wert
allein auf den oben genannten mdglicherweise verstarkenden Effekt zurtckzu-

fuhren ist.

Der Anfangs-HRP2-Wert war unabhangig vom Patientenalter. Somit Iasst sich
kein Einfluss der eventuell bereits erworbenen Teilimmunitat auf den HRP2-

Wert vermuten.

Beide HRP2-detektierenden RDTs fielen bei allen Patienten bei Einschluss in
die Studie positiv aus. Dies entspricht einer Sensitivitat von 100%. In frUheren
Studien wurde fur Paracheck®Pf und BinaxNOW®Malaria eine Abhangigkeit
der Sensitivitat von der HOhe der Parasitamie gezeigt. Bei Paracheck®Pf lag
die Sensitivitat bei 82 — 99,4% fir Parasitamien > 200 P.f/ul. "'®'?' Der
Hersteller von BinaxNOW®Malaria gibt eine Sensitivitat zwischen 53,9% ( <
100 P.f/ul) und 99,7% ( > 5000 P.f./ul) an. Eine Parasitdmie von 1001 - 1500
P.flul erzeuge 95% positive Testergebnisse. '?* Die Uberdurchschnittliche
Sensitivitat beider HRP2-detektierenden RDTs in unserer Studie ist erklarbar
durch die Hohe der Anfangsparasitamie. Parasitamien unter 300 P.f./ul waren
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von der Studie ausgeschlossen. Die niedrigste in der Lichtmikroskopie ausge-
zahlte Anfangsparasitamie lag bei 449 P.f./ul.

Das Ergebnis des Aldolase-detektierenden Schnelltests BinaxT2 war abhangig
von der Anfangsparasitamie und fiel bei 23/27 Patienten (85,2%) positiv aus.
Die Abhangigkeit eines positiven Testergebnisses eines Aldolase-
detektierenden RDTs von der Hohe der Parasitamie konnten auch schon
Ghanchi et al. (2009) zeigen. "’

4.2 Verlauf

Die Follow-up-Rate der Patienten war hervorragend und ubertraf deutlich die
Erwartungen. Lediglich die Erziehungsberechtigte eines Patienten brach die
Teilnahme an der Studie an Tag 22 ab, widersprach aber nicht der Verwendung
der bis dahin gewonnenen Daten, so dass diese zur Analyse der HRP2-
Eliminationskinetik zur VerfUgung standen. Jedoch mussten sechs Patienten
aufgrund eines Wiederauftretens von Parasiten von der Per-Protocol-Analyse
ausgeschlossen werden, so dass hierfur nur 21 Patienten verblieben. Die
Genotypisierung zeigte, dass es sich blof3 in einem Fall um eine Rekrudeszenz
handelte, bei den funf Ubrigen lagen Neuinfektionen vor. Diese Anzahl lag

deutlich Uber den Erwartungen.

4.2.1 Mikroskopie

Die lichtmikroskopische Untersuchung der Blutausstriche zeigte eine rasche
Clearance von asexuellen Parasiten. An Tag 3 nach Studienbeginn waren bei
keinem Patienten mehr asexuelle Parasitenstadien nachweisbar. Dies ent-
spricht der in anderen Studien festgestellten Parasiten-Clearance nach korrek-
ter Einnahme eines Artesunat/Amodiaquin-Kombinationspraparats. Auch der
Verlauf der Gametozytenzahl nach Therapiebeginn ist vergleichbar mit anderen
Studien. '°"'? Es konnte kein Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein
einer Gametozytamie bei Beginn bzw. im Verlauf und der Hohe der Anfangspa-
rasitamie oder dem Anfangs-HRP2-Wert festgestellt werden.
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Es ist bekannt, dass auch Gametozyten HRP2 synthetisieren. In fruheren
Studien wurde vermutet, dass Gametozyten moglicherweise zu einer verlanger-
ten persistierenden HRP2-Antigenamie nach Behandlung beitragen. '
Allerdings konnten spatere Studien keine signifikante Assoziation zwischen
(persistierender) Antigenamie und Gametozytamie feststellen. °2#%'*" Auch die
hier vorliegenden Daten geben keinen Hinweis darauf, dass das Vorhandensein
von Gametozyten den HRP2-Wert, sei er qualitativ bestimmt durch RDTs oder
quantitativ gemessen im ELISA, signifikant beeinflusst. Ein Grund hierfur kann
sein, dass die Menge des durch Gametozyten synthetisierten HRP2 relativ
gering ist im Vergleich zur Menge des durch asexuelle Parasitenstadien
synthetisierten HRP2 und somit nicht ins Gewicht fallt. Ein anderer maoglicher
Grund ware, dass Gametozyten nicht immer mikroskopisch sichtbar sind und es
wahrscheinlich ist, dass eine hohere Anzahl an Patienten eine (submikroskopi-
sche) Gametozytamie hatte. '*?

4.2.2 Schnelltests

In unserer Studie bestatigte sich die hohe Sensitivitat der HRP2-detektierenden
Schnelltests auch dadurch, dass wir zeigen konnten, dass auch sehr geringe
Mengen an HRP2 zu einem positiven Testergebnis fuhren. In den meisten
Fallen zeigten die HRP2-detektierenden RDTs auch dann noch ein positives
Testergebnis, wenn die Antigenmenge bereits so gering war, dass sie im ELISA
nicht mehr nachgewiesen werden konnte. Die mittels Kaplan-Meier-Schatzer
geschatzte mittlere persistierende Antigenamie betrug 20,76 Tage fur Para-
check®Pf und 20,52 Tage fur BinaxNOW®Malaria. Die Daten fur die zugrunde
liegende Ereigniszeitanalyse sind rechts-zensiert, da die Patienten nur bis zum
28. Tag nach Studienbeginn beobachtet wurden, die Testergebnisse der
Schnelltests zu diesem Zeitpunkt aber noch nicht bei allen Patienten negativ
waren. In der Tat war erst bei 10/21 Patienten (47,6%) das Ereignis ,erstmals
negativer Schnelltest” eingetreten, d. h. mehr als die Halfte der Patienten wurde
zensiert. Aufgrund der hohen Anzahl der Zensierungen kann der ,echte”
Mittelwert der Dauer der persistierenden Antigenamie noch erheblich vom
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geschatzten Mittelwert abweichen. 55% der Patienten hatten an Tag 28 noch
ein positives Testergebnis der Schnelltests. Dies lasst vermuten, dass der
,echte” Mittelwert der Dauer der persistierenden Antigenamie eher um diesen
Zeitpunkt liegt. Dies kame den Ergebnissen von Kyabayinze et al. (2008) nahe,
die jeden ihrer Patienten bis zum Negativwerden des Schnelltests beobachteten
und so eine mittlere persistierende Antigenamie von 32 Tagen feststellten,
wobei die Dauer der persistierenden Antigenamie von der Anfangsparasitamie
abhangig war. ® Die Abhangigkeit der persistierenden Antigendmie von der
Anfangsparasitdmie wurde auch schon in anderen Studien beschrieben '°°
und konnte durch unsere Studie bestatigt werden. Wie in 4.2.1 aufgefuhrt,
weisen die Ergebnisse der vorliegenden Studie nicht auf eine Beeinflussung der
persistierenden Antigenamie durch Gametozyten hin.

Es konnte keine signifikante Assoziation mit dem Anfangs-HRP2-Wert nachge-
wiesen werden. Die persistierende Antigenamie war jedoch signifikant mit der
HRP2-Eliminationshalbwertszeit assoziiert. Dies ist plausibel, wenn man
bedenkt, dass bei einer Eliminationskinetik erster Ordnung die Konzentration
einer Substanz nach 5 - 7 Halbwertszeiten haufig unter die Nachweisgrenze
fallt, auch wenn die Streuung der Ausgangskonzentration relativ grof? ist. Die
Lange der Nachweisbarkeit ist demnach also abhangig von der Halbwertszeit.
Diese Uberlegung untermauert die von uns mittels ELISA festgestellte HRP2-
Eliminationshalbwertszeit: Bei einer mittleren HRP2-Eliminationshalbwertszeit
von 4,21 Tagen musste nach ca. 21 - 29,5 Tagen (5 - 7 Halbwertszeiten) die
Grenze der Nachweisbarkeit erreicht sein. Die von uns angenommene mittlere
Dauer der persistierenden Antigenamie (Nachweisbarkeit des HRP2 mittels
RDT) liegt genau innerhalb dieses Intervalls. Die Ergebnisse der beiden
unabhangigen Methoden RDT und ELISA sind also kongruent.

Die lange persistierende Positivitat von HRP2-detektierenden RDTs stellt
ebenso wie ihre hohe Sensitivitat einen Nachteil fur die Anwendung dieser
Schnelltests in einem holoendemischen Setting dar. In Regionen mit holoen-
demischer Malaria hat ein Groldteil der Bevolkerung haufig wiederkehrende
Malariainfektionen oder eine asymptomatische Parasitamie. Noch Wochen
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nach einer vorangegangenen Infektion kann weiterhin HRP2 im Blutkreislauf
zirkulieren. Auch eine asymptomatische Parasitamie geht mit dem Vorhanden-
sein von HRP2 in der Blutzirkulation einher. Ein HRP2-detektierender RDT
wurde in diesen Fallen positiv ausfallen. Dies bedeutet, dass bei klinisch
Gesunden ein zu einem Dbeliebigen Zeitpunkt durchgefuhrter HRP2-
detektierender Schnelltest in vielen Fallen ein positives Testergebnis aufzeigen
kann.

Treten Fieber und Krankheitssymptome auf, so wird haufig ein solcher Malaria-
Schnelltest zur Diagnose oder zum Ausschluss von Malaria verwendet. Ein
Problem liegt nun in der Interpretation eines positiven Testergebnisses: Ein
positives Ergebnis zeigt lediglich den Nachweis von HRP2 an, nicht jedoch eine
akute Malariaerkrankung. Im klinischen Alltag besteht der Zweck eines diagnos-
tischen Tests aber nicht darin, Parasiten (-bestandteile) nachzuweisen, sondern
den klinischen Verdacht einer Malariaerkrankung zu bestatigen oder auszu-
schlieBen. "** In den meisten Fallen wird aber von einem positiven Testergebnis
auf eine akute Malariaerkrankung geschlossen und die Therapieentscheidung
davon abhangig gemacht. Dies fuhrt dazu, dass Malaria als Ursache des
Fiebers (falschlich) Uberdiagnostiziert wird und die wahre ursachliche Krankheit
zu spéat erkannt und behandelt wird. **'*® Es werden unnétig haufig Antimala-
ria-Medikamente eingenommen, was neben unerwunschten Arzneimittelwir-
kungen fur den Patienten zu einer verstarkten Resistenzentwicklung der
Plasmodien gegen diese Medikamente filhren kann. ''° AuRerdem werden
dadurch unnétig hohe Kosten verursacht. ° Perneger et al. (2006) schlossen
aus ihren Untersuchungen sogar, dass der Nachweis von P. falciparum-
Parasiten oder deren Produkten im Generellen in Regionen mit einer Malaria-
Pravalenz > 20% klinisch unbrauchbar ist. "> Umso mehr scheint es zweifel-
haft, ob einem positiven Testergebnis eines HRP2-detektierenden RDTs
aufgrund der langen Persistenz von HRP2 Uberhaupt eine klinische Relevanz in
einer holoendemischen Malariaregion zugesprochen werden kann. Eine
ahnliche Auffassung teilen auch Willcox et al. "'° Andererseits scheint ein
negatives Testergebnis sehr wohl dazu geeignet, Malaria als Ursache des
Fiebers auszuschliel3en.



Diskussion 71

Dieser Nachteil der HRP2-detektierenden RDTs wurde schon in anderen
Studien aufgezeigt, allerdings wurde die Dauer der persistierenden Antigenamie
bislang liberwiegend niedriger geschatzt. 69621501%6.157 B Ergebnisse unserer
Studie zeigen deutlich, dass eine persistierende Antigenamie noch Wochen
nach einer erfolgreich behandelten Malariainfektion bestehen kann und der
daraus entstehende Nachteil fur diese Methode bedeutend ist.

Hingegen konnen bei Malaria-naiven Patienten (z. B. Reisenden) oder in
Regionen mit geringer saisonaler Malariaubertragung HRP2-detektierende
RDTs ein gutes diagnostisches Instrument darstellen, da ein positives Tester-
gebnis nahezu immer auf eine akute Malariaerkrankung zuriickzufiihren ist. '
Ebenso wahrscheinlich sind HRP2-detektierende RDTs als Screeningmethode
gut geeignet, wenn zur Konfirmation eines positiven Testergebnisses ein

lichtmikroskopischer Nachweis der Parasitamie durchgefuhrt wird.

4.2.3 ELISA

Aus den HRP2-Einzelmessungen im ELISA wurde fur jeden Patienten eine
Eliminationshalbwertszeit errechnet. Aufgrund von zu wenig Probenmaterial
oder Erreichen der Nachweisgrenze an Tag 1 konnte die HRP2-
Eliminationshalbwertszeit nur fur 17 Patienten ermittelt werden. FUnf Patienten
hatten im Zeitverlauf zuerst ansteigende HRP2-Werte, erreichten spatestens an
Tag 3 den hochsten Messwert und zeigten danach eine Abnahme der HRP2-
Werte. Zur Berechnung der Halbwertszeit wurde nur die Elimination des HRP2
untersucht und daher die Abnahme des HRP2 ab dem Erreichen des hochsten
Messwertes (Spitzenwertes) betrachtet. Es zeigte sich eine Eliminationskinetik
erster Ordnung.

Die HRP2-Eliminationshalbwertszeiten der einzelnen Patienten hatten eine
Spannweite zwischen 0,33 bis 11,18 Tagen bei einem Median von 4,05 Tagen
(IQR: 2,01 - 5,73 Tage). Dies zeigt eine hohe interindividuelle Varianz der
Halbwertszeit. Das Mittel der HRP2-Eliminationshalbwertszeit betrug 4,21 Tage
(SD: 3,08 Tage).
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Dondorp et al. (2005) hatten zum Zeitpunkt der Durchfuhrung unserer Studie
die bis dahin einzige Studie veroffentlicht, in der die in vivo Eliminationskinetik
von HRP2 untersucht wurde. ° Im Jahr 2012 verdffentlichten Hendriksen et al.
eine weitere Studie zur HRP2-Eliminationskinetik. '' Weitere Studien hierzu
wurden unseres Wissens bisher nicht veroffentlicht (Stand: 04.03.2015). Die
beiden genannten Studien konnten eine Eliminationskinetik erster Ordnung
feststellen, kamen jedoch in Hinsicht auf die Eliminationshalbwertszeit auf sehr
unterschiedliche Ergebnisse. Dondorp et al. gaben eine mittlere HRP2-
Eliminationshalbwertszeit von 3,67 Tagen an, wohingegen Hendriksen et al.
eine mittlere Eliminationshalbwertszeit von 1,1 Tagen feststellten. Die von uns
errechnete mittlere Halbwertszeit liegt maRig Uber der von Dondorp et al.,
jedoch deutlich Uber der von Hendriksen et al.

In den von Dondorp et al. und Hendriksen et al. veroffentlichten Studien wurden
die Patienten bis 21 respektive sieben Tage nach Therapiebeginn beobachtet
und es fanden Untersuchungen mit quantitativen HRP2-Messungen nur an
sechs respektive drei Zeitpunkten statt (Tag 0, 1, 3, 7, 14, 21 respektive Tag O,
3, 7). Es ist davon auszugehen, dass unsere Untersuchungen uber einen
langeren Beobachtungszeitraum mit mehr Einzelmessungen zu genaueren
Ergebnissen fuhren. Zudem sind die Ergebnisse von Dondorp et al. auf eine
noch kleinere Stichprobe (13 Patienten) zuruckzufuhren.

Die drei Studien sind allerdings nur bedingt miteinander vergleichbar. Dondorp
et al. untersuchte ausschliel3lich erwachsene Patienten in Thailand, von denen
77% eine schwere Malaria hatten. Hendriksen et al. untersuchte nur Kinder <
15 Jahren mit schwerer Malaria in Tansania. Im Gegensatz dazu wurden in
unsere Studie Kinder und junge Erwachsene im Alter von sechs Monaten bis 25
Jahren eingeschlossen und das Vorliegen von klinischen Zeichen einer schwe-
ren Malaria war ein Ausschlusskriterium. Zudem wurde in der vorliegenden
Studie das HRP2 aus lysiertem Vollblut bestimmt, wahrend in den beiden
anderen Studien das HRP2 im Plasma gemessen wurde.

Es ist denkbar, dass auch nach erfolgreicher Therapie noch HRP2 enthaltende
Erythrozyten zirkulieren und das aus ihnen bei der Lyse freigesetzte HRP2 die
errechnete Eliminationshalbwertszeit langer erscheinen lasst (vergleiche 4.1.2).
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Hingegen ist es eher zweifelhaft, dass sich alleine dadurch der bedeutende
Unterschied zwischen der von uns festgestellten mittleren Halbwertszeit von
4,21 Tagen und der von Hendriksen et al. ermittelten Halbwertszeit von 1,1
Tagen erklaren lieBe. Uber Ursachen dieser groRen Diskrepanz bleibt nur zu
spekulieren. Am wahrscheinlichsten sind methodische/technische Unterschie-
de, z. B. die Verwendung eines anderen ELISA mit einer hdheren Nachweis-
grenze durch Hendriksen et al., welcher bei vielen HRP2-Kurven frih nur
Nullwerte anzeigte und somit die Halbwertszeit kirzer erscheinen liel. Ande-
rerseits kann auch die ausschlief3dliche Untersuchung von Patienten mit schwe-
rer Malaria durch Hendriksen et al. Ursache fur die Diskrepanz sein. Moglicher-
weise fuhrt ein durch die Krankheitsschwere verstarkter Stoffwechsel zu einer
schnelleren Elimination von HRP2. Theoretisch kann auch eine intensivmedizi-
nische Therapie, z. B. mit parenteraler Therapie, wie sie bei fast allen Patienten
mit schwerer Malaria angenommen werden kann, zu einer schnelleren HRP2-
Elimination fuhren. Darlber hinaus ist auch denkbar, dass bei schweren
Malariaverlaufen das HRP2 schneller in Antikdrper-Antigen-Komplexe gebun-
den wird und somit im ELISA nicht mehr nachweisbar ist. Da die Patienten nur
Uber sieben Tage beobachtet wurden, wirden diese eventuellen Ursachen,
besonders bei einer anfanglich schnelleren HRP2-Elimination kurz nach
Therapiebeginn, die ermittelte Halbwertszeit deutlich zu niedrig erscheinen

lassen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie konnten keine Abhangigkeit der HRP2-
Eliminationshalbwertszeit von Wirtsfaktoren wie Geschlecht und Alter feststel-
len, noch von Parametern der Krankheitsdauer oder verschiedener Krankheits-
auspragungen wie der Anfangsparasitamie. Es lag keine Konzentrationsabhan-
gigkeit vor. Daher scheint es moglich, diese Halbwertszeit als festen Faktor in
Modellberechnungen zu ubernehmen - bei allen Patienten und bei ver-
schiedensten Auspragungen von Malariainfektionen.

Mit den in unserer Studie untersuchten Parametern konnten wir die hohe
Varianz der Halbwertszeit nicht erklaren. Eine Einschrankung unserer Studie
konnte in diesem Hinblick die fehlende Untersuchung von Parametern der
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Stoffwechselleistung des Individuums sein, z. B. Leberwerte oder insbesondere
Nierenwerte. Da Patienten mit klinischen Zeichen einer schweren Malaria
ausgeschlossen waren, ist allerdings nicht davon auszugehen, dass bei
unseren Patienten eine Nieren- oder Leberfunktionsstérung vorlag. Auch
Hendriksen et al. konnten keine Korrelation der HRP2-Eliminationshalbwertszeit

mit der Nierenfunktion feststellen. "’

Funf Patienten zeigten zunachst einen Anstieg der HRP2-Werte bis zu einem
Spitzenwert. Diese Patienten hatten eine signifikant langere Eliminationshalb-
wertszeit als Patienten ohne Spitzenwert. Anhand der untersuchten Parameter
kann nicht erklart werden, warum einige Patienten einen Spitzenwert zeigten
und andere nicht. Im Folgenden kann deshalb Uber mogliche Ursachen nur
spekuliert werden. Gravenor et al. (2002) konnten zeigen, dass die Sterberate
der Parasiten mit unterschiedlichem Entwicklungsalter deutlich variiert und vom
gegebenen Medikament abhangig ist. '° Artesunat wirkt auf frihe Entwick-
lungsstadien toxischer als auf reife Entwicklungsstadien. '®® Woméglich sind die
Parasiten bei den Patienten mit Spitzenwert besser synchronisiert und zum
Zeitpunkt der Anfangsmessung (Tag 0) in einer spaten Phase des Replikations-
zyklus. Da das verwendete Medikament weniger toxisch auf reife Parasitensta-
dien wirkt, kdnnten sich viele Parasiten noch weiter entwickeln, weitere Erythro-
zyten infizieren und wahrend ihrer Entwicklung weiterhin HRP2 synthetisieren.
Dies wurde zu dem gemessenen anfanglichen Anstieg der HRP2-Werte flhren.
Erst im nachsten Replikationszyklus wurden diese Parasiten dann absterben.
Der neu beginnende Replikationszyklus mit Infektion von weiteren Erythrozyten
konnte durch die verzogerte Parasiten-Clearance auch die langere HRP2-
Eliminationshalbwertszeit erklaren.

In jedem Fall aber wird hier noch einmal die hohe Varianz der Halbwertszeit
zwischen verschiedenen Patienten(-gruppen) deutlich.

Die lange Eliminationshalbwertszeit von HRP2 bedeutet, dass das HRP2 mit
fortschreitender Dauer der Infektion im Wirtsorganismus akkumuliert. Das zu
einem beliebigen Zeitpunkt gemessene HRP2 spiegelt somit nicht nur die
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aktuelle Parasitenlast wider. Vielmehr setzt es sich zusammen aus dem HRP2,
welches von aktuell vorhandenen Parasiten synthetisiert wurde, und dem
HRP2, welches von Parasiten aus vorherigen Entwicklungszyklen synthetisiert
wurde. Parasiten aus vorherigen Zyklen konnten aber schon grofdtenteils durch
eine funktionierende Immunantwort, besonders bei bestehender Teilimmunitat,
eliminiert sein und gar nicht mehr relevant fur die Pathogenese und Schwere
der Erkrankung zum Messzeitpunkt. Das von ihnen synthetisierte HRP2
zirkuliert dennoch weiterhin in der Blutbahn und wird bei der HRP2-Messung
miterfasst. So kann ein hoher HRP2-Messwert, je nach Immunantwort, eine
hohe oder niedrige aktuelle Gesamt-Parasitenlast reprasentieren. Im hypotheti-
schen Extremfall liegt einem HRP2-Messwert gar keine aktuelle Parasitenlast
mehr zugrunde, wie in folgendem Gedankenexperiment verdeutlicht werden
soll: Bei erfolgreicher Antimalaria-Therapie sind meist schon nach drei Tagen
keine Parasiten mehr in Blutausstrichen nachweisbar. Es ist mdglich, dass
trotzdem noch einige Parasiten im Korper vorhanden sind. Allerdings ver-
schwinden auch diese bei erfolgreicher Therapie irgendwann (z. B. nach einer
Woche). Nichtsdestotrotz ist zu diesem Zeitpunkt noch HRP2 nachweisbar.
Daraus ergibt sich die logische Problematik, dass auch bei nicht-vorhandenen
Parasiten HRP2 vorhanden sein kann. Diese Konsequenz ist nun nicht nur bei
einer erfolgreichen Therapie, sondern auch bei einem funktionierenden Immun-
system denkbar.

Aufgrund der langen Eliminationshalbwertszeit dient unserer Meinung nach ein
HRP2-Messwert zu einem beliebigen Zeitpunkt somit eher als Verlaufsdarstel-
lung einer Malariainfektion. Dies schrankt den Nutzen von HRP2 als diagnosti-
sches Instrument einer aktiven Infektion deutlich ein. Sein Einsatz als Parame-
ter der Schwere einer Malariainfektion erscheint bei klinischen Interventionsstu-
dien sinnvoller, bei denen die Betrachtung der aktuellen und vergangenen
Parasitenzahl relevant ist. Dies konnten auch Kifude et al. (2008) aus ihren
Beobachtungen schlussfolgern. &
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4.3 Schlussfolgerung

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen eine signifikante Korrelation des
vor Therapiebeginn bestimmten HRP2-Wertes mit der Anfangsparasitamie und
dem Anteil an pigmentierten Monozyten als Parameter der Infektionsdauer. Es
lasst sich keine Abhangigkeit des HRP2-Wertes vom Geschlecht oder vom
Immunitatsstatus vermuten. Somit ist ein Zusammenhang des vor Therapiebe-
ginn gemessenen HRP2 und der Gesamt-Parasitenlast, unabhangig von
Wirtsfaktoren, wahrscheinlich. Dies stutzt die Annahme von anderen Autoren,
dass sich HRP2 als Biomarker fur Modellberechnungen der Gesamt-
Parasitenlast und somit zur Einschatzung der Schwere der Erkrankung und der
Prognose eigne. Allerdings liegen mit einer langen HRP2-
Eliminationshalbwertszeit und einer hohen Varianz dieser nicht zu vernachlas-
sigende Einschrankungen solcher Modellberechnungen vor.

Unsere Studie untersuchte schwerpunktmalig die in vivo Eliminationskinetik
des HRP2. Wir konnten eine HRP2-Eliminationskinetik erster Ordnung mit einer
mittleren Eliminationshalbwertszeit von 4,21 Tagen (SD: 3,08 Tage) feststellen.
Dabei lag weder eine Konzentrationsabhangigkeit noch eine Abhangigkeit von
Wirtsfaktoren oder verschiedenen Krankheitsauspragungen vor; die errechnete
Halbwertszeit erscheint somit allgemeingultig. Jedoch lag eine hohe interindivi-
duelle Varianz der Halbwertszeit vor. Die in unserer Studie untersuchten
Parameter konnten diese Varianz nicht erklaren.

Eine lange Eliminationshalbwertszeit bedeutet, dass das HRP2 mit zunehmen-
der Infektionsdauer im Wirtsorganismus akkumuliert. Ein hoher gemessener
HRP2-Wert vor Therapiebeginn kann also auf eine schon langer andauernde
Malariainfektion oder auf eine hohe Parasitenlast zurlickzufuhren sein. Diese
hohe Parasitenlast kann sowohl durch eine schon langer andauernde Infektion
und die damit einhergehende groRere Anzahl an bereits durchlaufenen Replika-
tionszyklen zustande kommen, als auch durch eine erst seit kurzer Zeit beste-
hende Infektion, wenn z. B. (noch) keine Teilimmunitat besteht oder diese
kompromittiert ist. Aufgrund der langen HRP2-Eliminationshalbwertszeit stammt
das gemessene HRP2 aus der aktuellen Parasitenlast sowie aus der Parasiten-
last der vorangegangenen Replikationszyklen. Dies schrankt die Verwendung



Diskussion 77

des HRP2 als Biomarker fur die aktuelle Gesamt-Parasitenlast und somit als
Instrument zur Prognoseeinschatzung bei akuten Infektionen deutlich ein. Auch
die festgestellte hohe Varianz der HRP2-Eliminationshalbwertszeit kann
Berechnungsmodelle der Gesamt-Parasitenlast anhand des HRP2-Wertes sehr
unsicher werden lassen. Es kann jedoch angenommen werden, dass HRP2 als
Parameter der Schwere einer Infektion bei klinischen Interventionsstudien
dienen kann.

Gleichermalen stellt die lange HRP2-Eliminationshalbwertszeit ein Problem far
die Verwendung von HRP2-detektierenden RDTs als alleiniges Diagnostikum in
holoendemischen Malariaregionen dar. In diesen Regionen haben viele Men-
schen haufig wiederkehrende Malariainfektionen oder eine asymptomatische
Parasitamie, d. h. ein zu einem beliebigen Zeitpunkt durchgefuhrter HRP2-
detektierender Schnelltest wirde in vielen Fallen ein positives Testergebnis
aufzeigen, ohne dass die Person akut erkrankt ist. Vielmehr kann eine persistie-
rende HRP2-Antigenamie auch noch Wochen nach einer erfolgreich behandel-
ten vorangegangenen Malariainfektion fur ein positives Testergebnis verant-
wortlich sein. Treten nun plotzlich Fieber und Krankheitssymptome auf, so wird
aber zumeist von einem positiven Testergebnis auf eine akute Malariainfektion
als Ursache von Fieber und Krankheitssymptomen geschlossen. Wird eine
Therapieentscheidung davon abhéngig gemacht, so kann diese Uberdiagnose
zu einer Ubertherapie mit méglichen negativen Folgen fiir den Patienten und
sogar fur das gesamte Gesundheitssystem fuhren. Die Verwendung von RDTs
sollte unter diesen Umstanden also nur unter der Berucksichtigung der starken
Einschrankung dieser Methode verwendet und eine therapeutische Konse-
quenz daraus abgeleitet werden.

Weitere Studien werden notig sein um ein noch genaueres Bild der HRP2-
Eliminationskinetik zu erhalten. Nach unseren Erkenntnissen erscheint es
sinnvoll, die Patienten Uber einen noch langeren Zeitraum zu beobachten, da
nach 28 Tagen noch bei mehr als der Halfte unserer Patienten HRP2 im Blut
nachweisbar war. Auch ware es interessant bei einer folgenden Studie die
ELISA-Untersuchungen mit HRP2-Messungen aus Serum und Plasma zu



Diskussion 78

wiederholen. Eine weitere Studie konnte die Aussagekraft einer HRP2-Messung
bei Patienten untersuchen, die Zeichen einer schweren Malaria aufweisen (z. B.
zerebrale Malaria) trotz niedriger peripherer Parasitamie. Die Hypothese, dass
diese Patienten einen in Relation zur Parasitamie hoheren HRP2-Messwert
aufweisen als Patienten mit unkomplizierter Malaria und vergleichbar niedriger
Parasitamie oder als Patienten, die an schwerer Erkrankung anderer Genese
leiden und zusatzlich eine (asymptomatische) Parasitamie aufweisen, sollte
diesbezuglich gepruft werden.
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5 Zusammenfassung

Hintergrund: Die Malaria ist eine tropische Infektionskrankheit, die von Parasi-
ten der Gattung Plasmodium hervorgerufen wird. Jahrlich fordert sie etwa
600.000 Menschenleben, wobei die Hauptkrankheitslast von der Bevolkerung
afrikanischer Lander sudlich der Sahara getragen wird. Besonders schwere
Krankheitsverlaufe treten bei der Malaria tropica auf, hervorgerufen durch
Plasmodium falciparum. Wird sie rechtzeitig diagnostiziert und adaquat behan-
delt, so ist ihre Prognose sehr gut. Reife Blutstadien von P. falciparum sequest-
rieren im Gefalbett. Dadurch ist nur ein Teil der Gesamt-Parasitenlast durch
Ausstriche des peripheren Blutes nachweisbar. Es wird angenommen, dass
durch Bestimmung des P. falciparum-Proteins histidine-rich protein 2 (HRP2) im
Blut die Gesamt-Parasitenlast besser als im Ausstrich geschatzt und somit auf
die Schwere der Erkrankung und auf die Prognose geschlossen werden kann.

In der vorliegenden Arbeit wird die in vivo Eliminationskinetik des HRP2 anhand
von qualitativen Messungen mittels Schnelltests und quantitativen Messungen
mittels enzymgekoppeltem Immunadsorptionstest (ELISA) sowie mdgliche
Einflussfaktoren darauf untersucht. Im Anschluss werden Berechnungsmodelle
der Gesamt-Parasitenlast und die Eignung von HRP2-detektierenden Schnell-

tests zur Malariadiagnostik diskutiert.

Methoden: Im zentralafrikanischen Gabun wurden 27 Patienten im Alter von
1,2 bis 23,3 Jahren mit unkomplizierter Malaria tropica nach Therapie mit
Artesunat/Amodiaquin Uber einen Zeitraum von 28 Tagen beobachtet. Bei
Einschluss in die Studie sowie an neun Follow-up Zeitpunkten wurden Blutpro-
ben gewonnen, bei denen mittels Lichtmikroskopie die Parasitamie, Gametozy-
tenanzahl und Anteil an pigmentierten Monozyten bestimmt wurden. Aul3erdem
wurde das Blut mit den Malaria-Schnelltests BinaxNOW®Malaria und Para-
check®Pf und einem HRP2-ELISA untersucht.

Ergebnisse: Bei Einschluss in die Studie zeigte der im ELISA gemessene
HRP2-Wert eine Spannweite von 0,05 bis 33,59 AU bei einem Median von 3,15
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AU. Der Anfangs-HRP2-Wert korrelierte signifikant mit der Anfangsparasitamie
(rs = 0,609; p < 0,002) sowie mit dem Anteil an pigmentierten Monozyten (rs =
0,543; p < 0,006). Die HRP2-Elimination kann mit einer Kinetik erster Ordnung
beschrieben werden. Die mittlere HRP2-Eliminationshalbwertszeit betrug 4,21
Tage (SD: 3,08 Tage) und war unabhangig von der HRP2-Konzentration,
Patientenalter und -geschlecht, der Anfangsparasitamie oder dem Nachweis
von Gametozyten. Es lag eine hohe interindividuelle Varianz der Halbwertszeit
vor. Die HRP2-detektierenden Schnelltests fielen bei 100% der Patienten bei
Einschluss in die Studie positiv aus. Am Ende des Beobachtungszeitraumes
hatten noch 55% der Patienten positive Testergebnisse. Die mittlere Dauer der
persistierenden HRP2-Antigenamie wurde auf 20,52 Tage (Binax-
NOW®Malaria) und 20,76 Tage (Paracheck®Pf) geschatzt und war signifikant
mit der Anfangsparasitamie (BinaxNOW®Malaria: p < 0,001; Paracheck®Pf: p
< 0,001) und mit der HRP2-Eliminationshalbwertszeit (BinaxNOW®Malaria: p <
0,01; Paracheck®Pf: p < 0,008) assoziiert.

Schlussfolgerung: Die Ergebnisse unserer Studie unterstitzen die Annahme,
dass das vor Therapiebeginn bestimmte HRP2 bedingt zur Berechnung der
Gesamt-Parasitenlast verwendet werden kann. Allerdings kommt es durch die
lange in vivo HRP2-Eliminationshalbwertszeit zu einer Akkumulation des HRP2
im Wirtsorganismus. Somit ist die Verwendung von HRP2 als Biomarker der
aktuellen Gesamt-Parasitenlast und folglich der Schwere einer Malariainfektion
vor allem in hochendemischen Gebieten eingeschrankt. Auch die hohe Varianz
der Halbwertszeit lasst Berechnungsmodelle unsicher werden.

Die Resultate der vorliegenden Studie zeigen deutlich, dass aufgrund der
langen persistierenden HRP2-Antigenamie die diagnostische Aussagekraft von
HRP2-detektierenden Schnelltests in einer Region mit holoendemischer Malaria
tropica deutlich eingeschrankt ist. Ein signifikanter Teil positiver Testergebnisse
kann durch persistierendes zirkulierendes HRP2 nach vorangegangener,
erfolgreich therapierter Infektion entstehen. Die Anwendung von solchen Tests
im klinischen Umfeld und die Ableitung einer therapeutischen Konsequenz
sollten kritisch geschehen.
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