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2 Zusammenfassung der Publikationspromotion

2.1 Titel

Molekulare Marker der Resistenz von Plasmodium falciparum gegen Sulfadoxin-Pyrimethamin

bei Schwangeren in Ghana im Kontext intermittierender praventiver Therapie.

2.2 Autorin

Lena Hommerich

2.3 Abstract

Die Malaria in der Schwangerschaft ist ein bedeutendes Problem in Afrika stdlich der Sahara. In
den Endemiegebieten haben Schwangere, insbesondere Primigravide, ein erhdhtes Risiko flr
die Infektion mit Plasmodium falciparum (P. falciparum). Trotz haufig mildem oder
asymptomatischem Verlauf fir die Mutter kénnen Fehl- und Totgeburten, intrauterine
Wachstumsretardierung, niedriges Geburtsgewicht sowie Frihgeburtlichkeit resultieren. Dies
tragt zu einer hohen Neugeborenen- und Sauglingssterblichkeit bei. Die Weltgesundheits-
organisation empfiehlt daher die intermittierende praventive Therapie in der Schwangerschaft
(engl. intermittent preventive treatment in pregnancy, |IPTp) mit Sulfadoxin-Pyrimethamin (SP).
Dabei wird im zweiten und dritten Trimenon, ungeachtet einer Infektion, eine kurative Dosis SP
gegeben. Diese Strategie ist aber durch die Ausbreitung parasitarer SP-Resistenz bedroht. Zwar
bestehen mit den Punktmutationen im parasitaren Dihydrofolatreduktase (dhfr)-Gen Marker fur
die SP-Resistenz; deren Anwendbarkeit flir die in der Regel plazentar sequestrierten

P. falciparum-Stamme ist jedoch unbekannt.

In Agogo, Ghana, wurde IPTp mit SP Ende 2004 eingeflhrt. In diesem Kontext wurden in der
vorliegenden Arbeit drei Fragestellungen bearbeitet: 1) Die Untersuchung der Entwicklung
klinisch-parasitologischer Parameter bei Gebarenden und Schwangeren aus den Jahren 1998,
2000 und 2006. 2) Die Untersuchung der Verlasslichkeit peripher-venés gewonnener Isolate zur
Bestimmung der SP-Resistenzmarker bei Schwangeren vorliegender Parasitenstamme. 3) Die

Erfassung des zeitlichen Verlaufs der Haufigkeit laut Genotypmuster SP-resistenter Stamme.

Es konnte gezeigt werden, dass nach Einfuhrung von IPTp mit SP die Pravalenzen von
P. falciparum-Infektion und mutterlicher Anamie signifikant abnahmen und das mittlere
Geburtsgewicht stieg. Nach Typisierung mittels PCR-RFLP zeigte sich zwischen plazentaren
und peripher-vendés gewonnen lIsolaten von P. falciparum eine hohe Konkordanz: Die klinische
SP-Resistenz vermitteInde dhfr-Dreifachmutation plazentarer Parasiten wurde in 91.6% der
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Falle im peripheren Blut korrekt ermittelt. Dies ermdglichte, darzustellen, dass sich der Anteil
dieser resistenten Variante von 1998 bis 2006 von 36.0% auf 73.0% verdoppelt hatte. Es wurde

aber kein Anhalt fiir eine Selektion resistenter Parasiten durch IPTp gefunden.

IPTp hat zu einer deutlichen Verbesserung klinisch-parasitologischer Parameter im
Studiengebiet gefihrt. Dem steht allerdings eine deutliche Zunahme von SP-Resistenz
entgegen. Die Untersuchungen zeigen, dass diese durch die Typisierung peripher-vendser
Isolate Schwangerer erfassbar ist. Dringend notwendig ist nun die Bestimmung des
Verhaltnisses der parasitaren dhfr-Allele zur Effektivitat von IPTp mit SP. Die SP-Resistenz wird
aber  voraussichtlich an Intensitdt und  Verbreitung  zunehmen. Erganzende
Praventionsstrategien und alternative Malariamedikamente stehen daher flr die Kontrolle der

Malaria in der Schwangerschaft im Vordergrund.

2.4 Einleitung

Die Malaria ist eine durch Protozoen der Gattung Plasmodium verursachte Infektionskrankheit.
Sie stellt weltweit die wichtigste parasitare Erkrankung dar. Nahezu die Halfte der
Weltbevolkerung lebt in tropischen und subtropischen Risikogebieten, in denen die Malaria
Ubertragen wird. Jahrlich erkranken ca. 500 Millionen Menschen, davon verlaufen 1-3 Millionen

Erkrankungen todlich. [1-4] Betroffen sind vorwiegend Kinder und schwangere Frauen. [5-8]

Die Infektion mit P. falciparum verursacht die Malaria tropica, die schwerste Form, die fir den
ganz Uberwiegenden Teil der Todesfalle verantwortlich ist. [9] Mit P. falciparum infizierte
Erythrozyten exprimieren auf deren Oberflache Rezeptoren, die die Bindung an endotheliale
Oberflachen des Wirts vermitteln. Die daraus resultierende Sequestrierung im tiefen Kapillarbett
mit nachfolgenden Mikrozirkulationsstérungen erklart einen groften Teil der Pathophysiologie
der so genannten schweren und komplizierten Malaria tropica. Eine der gefahrlichsten
Komplikationen ist dabei die zerebrale Malaria mit Bewusstseinseintribungen und
generalisierten Krampfanfallen. [10-11] In der Regel weniger dramatisch, aber ebenfalls von
erheblicher klinischer und epidemiologischer Bedeutung, ist die Sequestrierung infizierter

Erythrozyten in der Plazenta, was die so genannte ,plazentare Malaria“ verursacht. [12-15]

Jedes Jahr werden in den Malariaendemiegebieten annahernd 30 Millionen Frauen schwanger.
[16] Malaria in der Schwangerschaft ist eine der Hauptgrinde fir die hohe mdatterliche, fetale
und frihkindliche Morbiditdt und Mortalitat in Afrika stdlich der Sahara. [7-8,17-18] In den
Hochendemiegebieten verfiigen die Schwangeren zwar in der Regel Uber eine klinische
Immunitat, nicht aber Gber Mechanismen, die die plazentare Malaria, also die Sequestrierung

von Parasitenklonen mit spezifischen Rezeptoren flir Plazentaoberflachenmolekile, verhindern.
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Besonders gefahrdet sind Erstgebarende. [8, 19-21] Bei weitgehendem Fehlen sonstiger
Symptome kommt es haufig zu mutterlicher Andmie und neben Aborten und Totgeburten v. a.
zu intrauteriner Wachstumsretardierung, niedrigem Geburtsgewicht und Frihgeburtlichkeit. Als
direkte und indirekte Folgen der Malaria in der Schwangerschaft werden jahrlich 200.000

Todesfalle im Sauglingsalter geschatzt. [7-8, 17, 22-23]

Aufgrund des hohen Risikos fir Schwangere in Hochendemiegebieten empfiehlt die
Weltgesundheitsorganisation dort als Prophylaxe der Malaria in der Schwangerschaft die so
genannte intermittierende praventive Therapie mit Sulfadoxin-Pyrimethamin (SP) (engl.
intermittent preventive treatment in pregnancy; IPTp). [24] Die Strategie der IPTp sieht eine 2-3-
malige Gabe einer Einmaldosis von SP im zweiten und dritten Trimenon der Schwangerschaft
vor, unabhangig von einer nachgewiesenen Parasitamie. Es konnte gezeigt werden, dass es
unter IPTp zu einer Abnahme der plazentaren Malaria und der mutterlichen Anamie sowie zu
einer Zunahme des Geburtsgewichtes kommt. [25-30] Viele der klinischen Untersuchungen zur
Effektivitat von IPTp mit SP wurden in Ostafrika durchgefiihrt. Der Nachweis der Effektivitat nach
Einfihrung von IPTp mit SP ist in Westafrika wesentlich schlechter dokumentiert. [31-32] In
Ghana, wo eine Malaria in der Schwangerschaft sowie die damit verbundene Morbiditat haufig

ist, wurde IPTp als Praventionsstrategie Ende 2004 eingeflhrt.

Ein zunehmendes Problem generell und fir IPTp im speziellen ist die Resistenzentwicklung
gegen SP. [33-34] Die SP-Resistenz ist mit spezifischen Mutationen der flr die P. falciparum
Dihydrofolatreduktase und Dihypteroatsynthetase codierenden Gene (dhfr, dhps) assoziiert. [35]
In Ghana konnte 2002 bei 28.0% der mit SP behandelten Kinder ein Behandlungsversagen
beobachtet werden. Eine dhfr-Dreifachmutation (lle51, Arg59, Asn108) erhdhte das Risiko eines
Therapieversagens um das 10-fache. [36] Fir die Wirksamkeit von SP bei Schwangeren oder
fur IPTp mit SP liegen keine derartigen Daten im Zusammenhang mit dhfr/dhps Mutationen vor.
Zudem ist eine durchgangige Kontrolle der Wirksamkeit der IPTp-Strategie lokal oder zumindest
regional notwendig, um Entwicklungen zu nachlassender Effektivitat frihzeitig zu erfassen. Eine
bestehende hohe Pravalenz von Infektionen durch P. falciparum in der Schwangerschaft sollte
zudem Anlass zur Optimierung und Nutzung alternativer Praventionsstrategien sein, wie der
regelmafligere Gebrauch eines Moskitonetzes und die mdgliche Einflhrung neuer alternativer

Antimalariamedikamente. [37]



2.5 Zielstellung

1. Untersuchung Plasmodium falciparum-assoziierter klinischer und parasitologischer Parameter

vor und nach Einfuhrung von IPTp mit SP in Agogo, Ghana.

In Agogo, Ghana, wurde IPTp mit SP 2004 eingeflihrt. Die Auswirkungen auf klinischer und
parasitologischer Ebene sollen durch den Vergleich von Probandinnen aus Zeitrdumen vor und

nach dieser Einfihrung dargestellt werden.

2. Spiegelt die Resistenztypisierung von Plasmodium falciparum aus einem _peripher

gewonnenen Isolat das Gesamtbild einer Infektion mit Plasmodium falciparum bei Schwangeren

wider?

Wahrend der Schwangerschaft sind nur peripher-vendse Isolate von P. falciparum zuganglich.
Die plazentare Sequestrierung des Erregers kann einen Einfluss auf die im peripheren Blut
nachweisbaren Stdmme und damit auf den Nachweis molekularer Resistenzmarker haben. Dies
soll bei Patientinnen mit Nachweis von P. falciparum im plazentaren als auch im peripheren Blut
untersucht werden. Das Ergebnis hat Bedeutung fir die allgemeine Anwendbarkeit der im

peripheren Blut typisierbaren Resistenzmarker.

3. Zeitlicher Verlauf des Anteils SP-resistenter Plasmodium falciparum-Stamme vor und nach

EinfiUhrung von IPTp SP in Agogo, Ghana.

P. falciparum-lsolate aus den Jahren 1998, 2000, und 2006 (also nach Einfihrung von IPTp)
sollen hinsichtlich ihres dhfr-Musters untersucht werden, um einen resistenz-selektierenden

Effekt der Einfihrung von IPTp abzuschatzen.



2.6 Material und Methoden

Studiengebiet

Agogo ist eine Stadt mit ca. 30.000 Einwohnern im Asante Akim North District in der Ashanti
Region in Ghana. Die Vegetation wird durch sekundaren Regenwald bestimmt. Das Gebiet ist
hinsichtlich der Malaria hyper- bis holoendemisch. Mehr als 90% der Infektionen werden durch
P. falciparum verursacht. Die héchsten Transmissionsraten werden in der Regenzeit zwischen
Mai und Oktober beobachtet. [38] Agogo liegt etwa 80 Kilometer dstlich der Regionalhauptstadt
Kumasi. Das Presbyterian Mission Krankenhaus in Agogo wurde 1931 gegriindet und ist das
alteste Missionskrankenhaus in Ghana. Die hier dargestellten Studien wurden dort in den Jahren
1998, 2000-2001 und 2006 durchgefiihrt. Die Planung und Durchflihrung der Studien erfolgte in
Kooperation zwischen dem Institut flir Tropenmedizin, Charité, Berlin, dem Presbyterian Mission
Hospital Agogo und der School of Medicine, University of Science and Technology, Kumasi. Die
Studienprotokolle wurden durch die Ethikkommission der University of Science and Technology,

Kumasi, gepruft und genehmigt.

Studienpopulation

Im Jahr 1998 wurden 530 Frauen im Rahmen der Schwangerschaftsvorsorge, unabhangig vom
Gestationsalter, in eine deskriptive Studie zur Pravalenz der Malaria in der Schwangerschaft

eingeschlossen.

In einer Nachfolgestudie von Januar 2000 bis Januar 2001 wurden insgesamt 839 gebarende
Frauen und deren Kinder im Rahmen einer Studie zur Manifestation der Malaria in der

Schwangerschaft untersucht.

Im Jahre 2006 wurden unter Beteiligung der Verfasserin 277 Frauen in der
Frihschwangerschaft (<27. Schwangerschaftswoche (SSW)) und 226 gebarende Frauen mit

ihren Kindern untersucht.

Fast alle untersuchten Probandinnen stammten aus Agogo und dem landlichen Einzugsgebiet.
Die Einwilligung der teilnehmenden Frauen wurde in Form von Aufklarungsbdgen schriftlich

dokumentiert.

Anamnese und Untersuchungsgang

Eine ausfihrliche Anamnese und die klinischen Untersuchungen erfolgten durch das Personal

der Abteilung fur Geburtshilfe des Presbyterian Mission Hospital in Agogo. Die anamnestisch

erhobenen Daten Uber Herkunft der Frauen, Alter, Paritat, Ausbildungsstand, Anzahl der bereits
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erfolgten  Schwangerschaftsvorsorgetermine und  der  bisherigen  Einnahme  von
Antimalariamedikamenten wurden dokumentiert. Die Korpertemperatur wurde axillar gemessen
und Fieber als =37.5°C definiert. Eine periphere Blutprobe wurde in EDTA-R&hrchen
entnommen. Eine weitere EDTA-Blutprobe wurde in der Gruppe der gebarenden Frauen nach
der Geburt aus der maternalen Seite der Plazenta gewonnen. Die Untersuchung der Kinder
erfolgte unmittelbar nach der Geburt. Zur Bestimmung des Reifegrades diente der Finnstrom
Score (1977). Ein ermitteltes Gestationsalter von <37 Wochen galt als Frihgeburt und ein
Geburtsgewicht <2500 Gramm als niedriges Geburtsgewicht. Der Hamoglobingehalt (Hb) wurde
mit dem HemoCue Photometer bestimmt (Angelholm, Schweden). [39] Eine Andmie wurde mit
einem Hb <11g/dl, eine schwere Anamie mit einem Hb <7g/dl definiert. [40] Alle Blutproben
wurden bei +4°C in Agogo und spater bei -20°C in Kumasi gelagert und auf Trockeneis nach

Berlin transportiert.

Erregernachweis

Von jeder Blutprobe wurde ein ,Dicker Tropfen“ zur Bestimmung der Parasitendichte und zur
Differenzierung der Spezies ein Ausstrich angefertigt. In dem mit Giemsa gefarbten ,Dicken
Tropfen® des peripheren Blutes wurde mit einem Lichtmikroskop (Zeiss) die Zahl der Parasiten
pro 500 Leukozyten bestimmt. Zur Bestimmung der plazentaren Parasitendichte wurde die
Parasitenanzahl pro 100 Blickfelder bestimmt. Zur Beurteilung des zeitlichen Stadiums einer
P. falciparum-Infektion wurde das Malariapigment herangezogen. Das Stadium der plazentaren
Infektion wurde kategorisiert als friilhe Infektion (Nachweis von Parasiten), spate Infektion
(Nachweis von Parasiten und Malariapigment) und als Infektion in Abheilung (alleiniger
Nachweis von Malariapigment). Als weitere Nachweismethode einer plazentaren Infektion mit
P. falciparum diente ein Malaria-Schnelltest. Im Jahr 2000 wurde der ICT Malaria P.f/P.v Test
(Becton Dickinson, Deutschland) und im Jahr 2006 der Malaria NOW Pf./P.v Test (Inverness
Medical, Deutschland) verwendet. 15ul plazentares Blut wurden auf die mit kolloidalen
Antikdrpern behafteten Testkarten gegeben. Bei P. falciparum-Positivitat spiegeln sich die
Antigen-Antikdrper-Komplexe in Form eines sichtbaren Teststreifens wider. Ein P. falciparum-
Nachweis wurde nur als positiv dokumentiert, wenn sowohl die HRP2 (Histidine Rich Protein)

Linie als auch der Kontrollstreifen sichtbar waren. [41-42]

Resistenztypisierung

Am Institut fir Tropenmedizin Berlin erfolgte zunachst die Extrahierung der DNA mittels QlAamp
Blood Kit (Qiagen, Hilden). Zur Diagnosesicherung sowie zum Nachweis submikroskopischer

Infektionen erfolgten Untersuchungen mittels PCR (engl. polymerase chain reaction) als
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hochsensitive Methode zum Nachweis kleinster Mengen genetischen Materials. Zum Nachweis
der dhfr-Mutationen Ser108Asn, Asn51lle und Cys59Arg wurde zunachst eine geschachtelte
PCR durchgeflhrt. Im Anschluss folgte der Einsatz von fir die jeweiligen Mutationen spezifische
Endonukleasen und deren Darstellung als Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP)
in der Gelelektrophorese. [43-46] Gemischte Isolate mit sowohl einem mutierten als auch einem
Wildtyp-Allel wurden als mutiert definiert. Im Zusammenhang mit der Typisierung der
Medikamentenresistenz wurden die Konzentrationen von Chloroquin und Pyrimethamin im
Plasma mittels ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) gemessen (Dr. T.A. Eggelte,

Department of Clinical Pharmacology, Academic Medical Centre, University of Amsterdam). [47]

Statistik

Mit dem Chi-Quadrat-Test wurden die Verteilungseigenschaften der Studienpopulationen
untersucht. Zur Uberprifung der Signifikanz der Ubereinstimmung zweier Verteilungen wurde
weiter mit dem Mann-Whitney-U-Test gearbeitet und dem Kruskal-Wallis-Test, der ahnlich wie
der Mann-Whitney-U-Test vergleicht, ob sich verschiedene unabhangige Stichproben

hinsichtlich ihrer ordinalskalierten Variable unterscheiden.
2.7 Ergebnisse

Vergleich der Kenndaten von 1998-2006

Im Folgenden werden klinische und parasitologische Daten schwangerer und gebarender
Frauen vor und nach Einfihrung von IPTp SP verglichen. Es wurde zudem untersucht, ob die
Anzahl der eingenommen Dosen SP mit einer Verbesserung der Kenndaten einhergeht. 1998
berichteten 42.0% und 2000 alle teilnehmenden Frauen Uber die wochentliche Einnahme von
25 mg Pyrimethamin als Chemoprophylaxe einer Malaria. Im Jahr 2006, also ein Jahr nach
Implementierung von IPTp mit SP, wurde keine Chemoprophylaxe eingenommen, aber die
Anwendung von IPTp wurde bei 76.5% der Gebarenden dokumentiert. 23.0% der schwangeren
Frauen in 2006 verneinten sowohl eine Chemoprophylaxe als auch die Anwendung von IPTp
SP.

Die grundlegenden klinischen Charakteristika der Probandinnen von 1998 bis 2006 sind in
Tabelle 1 zusammengefasst. Statistisch signifikante Unterschiede im Alter der untersuchten
Frauen bestanden nicht. Der Anteil der Erstgebarenden aller rekrutierten Probandinnen nahm
Uber die Jahre zu. Von 1998 bis 2006 nahm der mittlere Hb-Wert statistisch signifikant zu und

die jeweiligen Anteile von matterlicher Anamie und niedrigem Geburtsgewicht ab (Tabelle 1).
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Tabelle 1. Charakteristika schwangerer und gebarender Frauen in Agogo, Ghana 1998-2006

ANC Geburten ANC Geburten
Charakteristika 1998 2000 2006 2006 p-Wert
Anzahl (n) 530 839 277 226
Alter(Jahre) Mtw. 26.6 26.2 27.3 26.9 .03
Graviditat Mtw. 3 2 2 2 <.0001
Primigravidae/parae 130 304 89 74 <.0001
ANC, Mtw. 1 4 1 4 <.0001
>3 Besuche 45/530 429/821 6/277 131/223 <.0001
GBW-Mtw. (g) n.a. 2950 n.a. 3080 .02
LBW n.a. 134/838 n.a. 28/225 19
Hb- Wert Mtw. g/dI 10.7 11.5 11.7 12.0 <.0001
Anamie
<11g/dl 284/530 295/839 90/277 53/226 <.0001
<7g/dl 5/530 15/839 11277 0/226 .03
Fieber 79/530 23/826 4/277 15/226 <.0001

ANC: engl. Antenatal Care: dt.. Schwangerschaftsvorsorge, Mtw: Mittelwert, GBW,;
Geburtsgewicht, n.a.: engl. not available: dt.: keine Daten verfigbar, LBW: engl. Low Birth
Weight; dt: niedriges Geburtsgewicht<2500g, Hb: Hadmoglobinkonzentration, p-Wert: xz-Test fur
Trend. Zum Vergleich wurden die Daten der beiden Gruppen von 2006 zusammengefasst.
Daten zur Graviditat wurden in der Gruppe der Schwangerschaftsvorsorge erhoben, die Daten
zur Paritat in der Gruppe der gebarenden Frauen.

Die Haufigkeiten des Nachweises von P. falciparum bei Schwangeren und Gebarenden von
1998 bis 2006 sind in Tabelle 2 dargestellt. Insgesamt bestand ein abnehmender Trend fiir die
P. falciparum-Infektion in der Schwangerschaft (PCR, p<0.0001). Nach Einflhrung von IPTp mit
SP wurde eine plazentare P. falciparum-Infektion signifikant seltener dokumentiert. Der
diesbezlgliche Unterschied zwischen den Jahren 2000 und 2006 war fur alle diagnostischen
Methoden statistisch signifikant (jeweils: p<0.0001), nicht aber fir die Ergebnisse der ,Dicken

Tropfen® aus peripher-venésem Blut (p=0.13).
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Tabelle 2. Nachweis von Plasmodium falciparum bei Schwangeren von 1998 bis 2006

ANC Geburten ANC Geburten
1998 2000 2006 2006
Anzahl (n) 530 839 277 226
Peripher-vendse Blutprobe
Dicker Tropfen positiv (%) 32.5 19.0 16.6 14.6
PCR positiv (%) 63.2 52.9 36.8 38.2
Plazentare Blutprobe
Dicker Tropfen positiv (%) - 34.9 - 15.0
HRP2 Schnelltest positiv (%) - 40.8 - 221
PCR positiv (%) - 59.4 - 31.9

ANC: engl. Antenatal Care: Schwangerschaftsvorsorge, HRP2: Histine Rich Protein 2

Bei Betrachtung der Unterschiede zwischen Erst- und Mehrgebarenden zwischen 2000 und
2006 konnte gezeigt werden, dass die Reduktion der Pravalenz einer plazentaren Malaria in der
Gruppe der Multiparae (-54.4%) pragnanter ausfiel als in der Gruppe der Primiparae (-31.4%).
Eine Reduktion des niedrigen Geburtsgewichtes konnte nur bei den Erstgebarenden (-37.7.%)

nicht jedoch bei den Mehrgebarenden (+ 3.9%) beobachtet werden.

In einem nachsten Schritt wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen der Verbesserung
der parasitologischen und klinischen Indizes und der Anzahl an eingenommenen Dosen von SP
existierte. Insgesamt hatten 2006 53 Gebarende kein IPTp und insgesamt 173 Frauen
mindestens eine Dosis IPTp eingenommen. Letztere wiesen eine um rund 50% geringere Rate
plazentarer Malaria auf (p<0.05). Dann wurden die in 2006 rekrutierten Frauen in Gruppen
eingeteilt, die IPTp SP nicht eingenommen (n=53), bzw. eine (n=60), zwei (n=59) oder drei
(n=54) Dosen SP eingenommen hatten. In diesen Gruppen lag der Anteil mit PCR
nachweisbarer, plazentarer Malaria bei 49.1%, 21.7% (p<0.05), 32.2%, bzw. 25.9% (p<0.05).
Das Geburtsgewicht und die Hb-Konzentration lag in der Gruppe der Frauen mit drei
eingenommenen Dosen SP am hdchsten. Zwischen Primiparae und Multiparae gab es
beziglich des Gebrauchs von IPTp SP sowie der Anzahl an eingenommenen SP Dosen keinen

erkennbaren Unterschied.
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Nachweis molekularer Marker der Resistenz gegen SP sowie deren Vergleich zwischen

peripheren und plazentaren Isolaten

Vor der Bestimmung des zeitlichen Verlaufs der mit der SP-Resistenz Kkorrelierenden
Punktmutationen im parasitaren dhfr-Gen, sollte Uberprift werden, inwiefern die Sequestrierung

der Parasiten im intervillésen Raum der Plazenta die Ergebnisse beeinflussen kann.

Bei 300 der im Jahr 2000 rekrutierten Gebarenden war eine P. falciparum-Infektion sowohl in
plazentaren als auch in peripher-venésen Proben nachweisbar. Die dhfr-Typisierung anhand der
PCR-RFLP und Darstellung mittels Agarose-Gelelektrophorese gelang in 297 der peripheren

und 294 der plazentaren Proben.

In den peripheren Proben konnte der dhfr-Wildtyp in 5% der Falle nachgewiesen werden, eine
Einfachmutation in 4.0%, eine Zweifachmutation in 36.3% und die Dreifachmutante in 53.7% der
Falle. Die entsprechenden Haufigkeiten in den plazentaren Proben waren 5.7%, 4.3%, 36.6%
und 51.3%. Konkordanz zwischen peripheren und plazentaren Proben konnte in 83.2%
(247/297) der Falle gezeigt werden. Dabei war die Konkordanz fir Codon 108 mit 97.6% hoher
als fir Codon 59 (94.2%) und Codon 51 (90.0%). Das Vorliegen der Hochresistenz-vemittelnden
dhfr-Dreifachmutation bei plazentaren Parasiten wurde in 91.6% der Falle im peripheren Blut als

solche korrekt ermittelt.

In dieser Studie konnte zudem gezeigt werden, dass ein enger Zusammenhang zwischen der
prophylaktischen Einnahme von Pyrimethamin und dem Auftreten von resistenten P. falciparum-
Stammen besteht. Bei den schwangeren Frauen ohne nachweisbaren Pyrimethaminspiegel im
Plasma wurden Parasiten mit zwei oder drei dhfr-Mutationen in 87.6% der Falle nachgewiesen,
bei Frauen mit nachweisbarem Pyrimethaminspiegel dagegen in 95.7% (p=0.03). Es wurde
zudem deutlich, dass der suppressive Effekt des Pyrimethamins auf die plazentare

Parasitendichte mit Zunahme an dhfr-Mutationen sank.

Verlauf des Anteils resistenter Plasmodium falciparum-Stamme vor und nach Einfihrung von

IPTp SP

Nachdem das dhfr-Muster von P. falciparum als genigend reprasentativ fir die gesamte
Parasitenpopulation bei Schwangeren befunden worden war (s. 0.), wurden die Isolate aus
peripher-vendsen Blutproben von 1998, 2000 und 2006 auf die entsprechenden

Punktmutationen hin untersucht.
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Der Anteil der P. falciparum-Isolate, die eine mit SP-Resistenz einhergehende dhfr-
Dreifachmutation aufwiesen, verdoppelte sich innerhalb des Zeitraumes von acht Jahren: Waren
es 1998 noch 35.6% der Isolate, wiesen diese im Jahr 2000 bereits 52.4% der Erreger auf und
im Jahr 2006 72.9% (p<0.001). Dabei konnte im Jahre 2006 kein Unterschied im Anteil der
Erreger mit dhfr-Dreifachmutation bei Frauen zur Geburt (von denen die Mehrheit IPTp
verwendet hatte) und Frauen in der Frihschwangerschaft (vor Einsatz von IPTp) beobachtet
werden: Der jeweilige Anteil lag bei 73.3%. bzw. 72.6%. Zudem war der Anteil derartiger
Parasiten bei Gebarenden, die kein IPTp (74.0%) bzw. mindestens eine Dosis eingenommen
hatten (73.0%), nahezu identisch. Einnahme von SP und ggf. deren Haufigkeit hatten somit

keinen erkennbaren Einfluss auf die dhfr-Mutationen.

2.8 Diskussion

Die hier vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass es nach der Implementierung von IPTp mit SP
an einem Krankenhaus in Ghana zu einer statistisch signifikanten Verbesserung klinischer und
parasitologischer Parameter schwangerer Frauen gekommen ist. Vereinfacht konnte die
Pravalenz einer plazentaren P. falciparum-Infektion innerhalb von acht Jahren um mehr als die
Halfte reduziert werden, und der Anteil von mautterlicher Andmie und von niedrigem

Geburtsgewicht war ebenfalls deutlich ricklaufig.

Diese erfreuliche Entwicklung ist mit einiger Wahrscheinlichkeit nicht alleine auf die Einfiihrung
von IPTp zurlickzufiihren. Andere Anderungen, zu denen aber keine Daten vorliegen, haben
wahrscheinlich ebenso dazu beigetragen, z. B. eine verbesserte Wahrnehmung des Problems
der Malaria in der Schwangerschaft, der beginnende Einsatz von Moskitonetzen und eine
verstarkte Nutzung der Schwangerenvorsorge. Ungeachtet dessen steht der verbesserten
Situation beziglich Malaria und z. B. Anamie jedoch die Verdopplung des Anteils SP-resistenter
P. falciparum-Stamme im Studiengebiet wahrend des achtjahrigen Beobachtungszeitraumes
entgegen. In Ghana konnte gezeigt werden, dass die hier als molekularer Marker verwendete
dhfr-Dreifachmutation das Risiko flir ein Therapieversagen von SP bei Kindern verzehnfacht.
Zwar steht die Uberpriifung des pradiktiven Werts der dhfr-Allele fir die Therapie oder fir IPTp
bei Schwangeren aus. Allerdings zeigt der schnelle zeitliche Verlauf der beobachteten
Entwicklung, dass die Rolle von IPTp mit SP im Rahmen der Pravention einer Malaria in der

Schwangerschaft zeitlich begrenzt sein dirfte.

SP ist als Mittel der Therapie in den allermeisten Landern Afrikas offiziell nicht mehr zugelassen.
Eine klinische Studie zur reinen therapeutischen Wirksamkeit von SP bei Schwangeren ist daher

aus ethischen Grinden nicht mehr vorstellbar. Damit werden die Resistenzmarker auch nicht
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mehr mit der therapeutischen Wirksamkeit von SP bei Schwangeren in Verbindung gesetzt
werden kénnen. Gebraucht werden aber dringend Studien, die die Wirksamkeit von IPTp mit SP
ins Verhaltnis zu den dhfr-Mutationen setzen. Erst damit wird es madglich sein, die dhfr-
Mutationen bei Schwangeren hinsichtlich der vermutlichen Effektivitdt von IPTp mit SP im
zeitlichen Verlauf zu deuten. Dies wiederum ist essentiell zur Kontrolle dieser
Praventionsstrategie. Da in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, dass die leicht
zuganglichen peripheren Blutproben der Frauen in der Schwangerschaft reprasentativ fir das
Genotypmuster auch der plazentaren P. falciparum-Erreger sind, kann dieses Ziel erreicht
werden. Allerdings ist der Nachweis der Resistenzmarker derzeit noch kein Routineverfahren in
Afrika.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten auch, dass die Anzahl an eingenommenen
Dosen von IPTp mit SP und auch die Einnahme an sich nicht mit der Haufigkeit der Pravalenz
von Punktmutationen im dhfr-Gen korrelieren. Dies ist zwar beruhigend, weil es darauf
hindeutet, dass IPTp nicht zur Resistenzentwicklung beitragt. Es stellt sich aber die Frage nach
den Grlinden flr eine derart rasche Resistenzentwicklung gegen SP bei schwangeren Frauen in
Ghana. Als eine mdgliche Ursache werden die vorangegangene Strategie der Pyrimethamin-
Chemoprophylaxe und die in 1998 und 2000 mit dhfr-Mutationen assoziierten haufigen
Pyrimethaminspiegel diskutiert. Im Widerspruch dazu steht, dass in einem angrenzenden Distrikt
von Agogo bei 60% der untersuchten Probanden Parasiten mit der dhfr- Dreifachmutation
nachweisbar waren, jedoch in nur 1.0% ein positiver Pyrimethaminspiegel. [48-49] Die
Zusammenhange diesbeziglich missen zuklnftig noch weiter untersucht werden. Eine andere
Ursache flr eine rasche Resistenzentwicklung kann ein hoher Medikamentendruck sein. SP
selbst wurde jedoch im Studiengebiet nicht exzessiv verwendet und heutzutage ausschliellich
im Rahmen des IPTp. SP-Medikamentendruck kann in der Untersuchungsregion keine
ausreichende Erklarung fir die rasche Resistenzentwicklung sein. Diskutiert wird ferner, dass
eine Parasitenlinie mit einer identischen dhfr-Dreifachmutation, die sich von Asien Uber Afrika

ausbreitet, die wesentliche Ursache flr die zunehmende SP-Resistenz sein kénnte [50]

Auch perspektivisch betrachtet, ist ein entscheidender Vorteil von SP bei der IPTp die einfache
einmalige orale Darreichungsform. SP ist kostenglinstig und kann somit von vielen Landern
Afrikas zur Pravention einer Malaria in der Schwangerschaft finanziert werden. Voraussichtlich
wird sich jedoch aufgrund der Resistenz der Gebrauch von SP im Rahmen der
Praventionskampagnen bald sehr limitieren. Daten zur Effektivitat neuerer Medikamente in der
Schwangerschaft sind sparlich, bzw. zur Anwendung als IPTp bislang nicht vorhanden. Zudem

ist die DurchfiGhrung von grolken kontrollierten randomisierten klinischen Studien bei
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schwangeren Frauen zum einen aus ethischen Griinden schwierig, zum anderen von den
meisten Landern Afrikas nicht finanzierbar. Insgesamt wird derzeit einerseits an einer
Verbesserung von IPTp mit SP in Kombination mit Insektizid behandelten Moskitonetzen [37]
andererseits an einer vermehrten und gezielteren Aufklarung Uber die Folgen einer
P. falciparum-Infektion in der Schwangerschaft gearbeitet. [51-52] Der Gebrauch von
Moskitonetzen war wahrend der Durchfiihrung der Studie in 2006 mit 8.0% sehr gering, dies

verdeutlicht das Verbesserungspotential alternativer Praventionsmdglichkeiten.

Die Effektivitat und Sicherheit neuer Antimalariamedikamente zur Prévention einer Malaria in der
Schwangerschaft wie Mefloquin (mit dem Vorteil der méglichen Einmaldosierung) miissen noch
im Rahmen klinischer Studien getestet werden. Die Ergebnisse werden erst in einigen Jahren
vorliegen. Bis dahin bleibt, als Verfahren nachgewiesener Wirksamkeit und pragmatisch
betrachtet, nur IPTp mit SP in Kombination mit dem Gebrauch von Moskitonetzen sowie der

Nachweis molekularer Marker zur Kontrolle der Resistenzentwicklung.
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