1 Einleitung

Die Malaria ist nach wie vor die bedeutendste parasitare Infektionskrankheit. Jahrlich erkranken
300-500 Millionen Menschen. Die Todesfélle werden auf zwei bis drei Millionen pro Jahr
geschatzt. Mit mehr als zwei Milliarden Menschen leben Uber 40 % der Weltbevilkerung in
malariagefihrdeten Gebieten. Uber 90 % der schweren Krankheitsverlaufe und Todesfalle treten
im tropischen Afrika stdlich der Sahara auf und betreffen hauptsachlich Schwangere und
Kleinkinder (WHO 2004; Bryce et al., 2005).

Schwangere Frauen, besonders Primigravidae, unterliegen einem erhdhten Risiko, sich mit
Plasmodium falciparum zu infizieren und klinische Malaria zu entwickeln (Alecrim et al., 2000).
Aus einer P. falciparum-Infektion wahrend der Schwangerschaft kénnen mutterliche und fetale
Anédmie, reduziertes Geburtsgewicht, Friihgeburtlichkeit und erhéhte perinatale Mortalitatsraten
resultieren (Brabin, 1983; Steketee et al., 2001; Whitty et al., 2005; Desai et al., 2007). Daher
empfiehlt die WHO allen schwangeren Frauen in endemischen Gebieten, eine antiparasitire
Chemoprophylaxe bzw. eine Praventivbehandlung (WHO 1986, 2004). In verschiedenen Studien
konnte gezeigt werden, dass eine antiparasitidre Prophylaxe bzw. Préventivbehandlung wahrend
der Schwangerschaft zu reduzierten Infektionsraten, milderen Verldufen und zu verminderten
peripheren und plazentaren Parasitendichten fiihrt. Daraus folgen wiederum hohere matterliche
Hamoglobinwerte, weniger Friihgeburtlichkeit und ein durchschnittlich hoheres Geburtsgewicht
der Neugeborenen (Cot et al., 1995, 1998; Verhoeff et al., 1998; Shulman et al., 1999; Salihu et
al., 2000; Garner & Gulmezoglu, 2006).

Die Optimierung von Prophylaxe und Préventivtherapie durch den Einsatz wirksamer
Medikamente ist entscheidend fur die Kontrolle der Schwangerschafts-assoziierten Malaria in
den Endemiegebieten. Dies wird erschwert durch die zunehmende Resistenzentwicklung der

Parasiten gegen die gangigen Malariamedikamente (WHO, 2001; Miller & Greenwood, 2002).

1.1 Malaria

1.1.1 Entwicklungszyklus von Plasmodien

Die Malariaparasiten sind Protozoen, die zur Gruppe der Sporozoen gehdren. Von den tber 100
bekannten Plasmodienspezies sind lediglich vier humanpathogen: P. falciparum, P. vivax, P.
ovale und P. malariae.

Der Entwicklungszyklus der Parasiten unterteilt sich in eine asexuelle Phase im Menschen als
Endwirt und eine sexuelle Phase in der weiblichen Anopheles-Miicke als Zwischenwirt und

Ubertrager. Durch den Stich einer Anopheles gelangen infektiése Parasitenformen in den



Blutkreislauf des Menschen. Diese sogenannten Sporozoiten befallen kurze Zeit nach
Inokkulation Leberparenchymzellen. In den Hepatozyten findet eine erste asexuelle Vermehrung
statt: die Gewebsschizogonie. Die in der Leber entstandenen extraerythrozytdren Schizonten
entwickeln sich je nach Spezies der Plasmodien verschieden. Bei P. falciparum reifen alle
Schizonten in der Leber zu Merozoiten. Bei einer Infektion mit P. vivax oder P. ovale kann ein
Teil der Schizonten in einer latenten Form (Hypnozoiten) in der Leber persistieren. Mit der
Ruptur infizierter Hepatozyten, der Freisetzung von Merozoiten und deren Eindringen in
zirkulierende Erythrozyten beginnt die erythrozytére Schizogenie. Nach deren Abschluss kommt
es wiederum zur Freisetzung von Merozoiten, die erneut die zirkulierenden Erythrozyten
befallen. Ein kleiner Teil der Merozoiten entwickelt sich zu geschlechtlichen Formen, den
Gametozyten. Diese werden von Anopheles-Micken bei einer Blutmahlzeit aufgenommen. Im
Verdauungstrakt der Anopheles vollzient sich anschlieBend die sexuelle Vermehrung
(Sporogonie). Mit der Ausbildung infektidser Sporozoiten in den Speicheldriisen der Anopheles
schlief3t sich der Zyklus (Bray & Garnham, 1982).

1.1.2 Klinik der Malaria tropica

Die Malaria tropica wird durch Infektion mit P. falciparum hervorgerufen. Im Gegensatz zu den
benignen Formen der Malaria, die durch Infektion mit P. vivax, ovale und malariae ausgelost
werden, ist die Malaria tropica potentiell letal. Im Afrika sidlich der Sahara verursachen
Infektionen mit P. falciparum ca. zwei Millionen Todesfalle im Jahr. Akute Erkrankungen
betreffen vor allem Kinder und schwangere Frauen (WHO, 2004).

Das Erscheinungsbild der akuten Malaria tropica ist zundchst durch grippedhnliche
Allgemeinsymptome  wie  Schwéche, Schittelfrost, Kopf- und  Gliederschmerzen,
Appetitlosigkeit, Ubelkeit, Durchfall und Erbrechen sowie Fieber gekennzeichnet. Bei
semiimmunen Individuen (s. u.) kann diese unspezifische Symptomatik neben einer Andamie die
einzige klinische Manifestation der Infektion darstellen. Im weiteren Verlauf entwickeln sich
Symptome wie Ikterus, Thrombozytopenie und Hepatosplenomegalie. Wird nicht therapeutisch
interveniert, kann durch Sequestrierung der befallenen Erythrozyten im Kapillarbett der inneren
Organe eine schwere und komplizierte Malaria mit lebensbedrohlichen Komplikationen
entstehen. Eine schwere Komplikation ist die zerebrale Malaria; per definitionem ein zumeist
letales Koma bei nachgewiesener P. falciparum-Infektion unter Ausschluss anderer Ursachen der
Bewusstseinsstorung. Folgende weitere Symptome und Komplikationen der schweren Malaria

konnen auftreten: hochgradige Andmie, akutes Lungen- und Kreislaufversagen,



Spontanblutungen, Krampfanfalle, Hyperpyrexie, akutes Nierenversagen, Hamoglobinurie,
Azidose, Dehydratation und Hypoglykamie (Gilles et al., 1991; WHO, 2000).

1.1.3 Entwicklung einer Immunitéat

Die Malaria tropica ist in hochendemischen Gebieten eine chronische Erkrankung (Bottius et al.,
1996). Durch die wiederholten Infektionen mit Plasmodien kommt es im Laufe eines Lebens zur
Ausbildung einer nicht-sterilen Immunitat, die spezies- und stammspezifisch ist (Bull et al.,
1998). Bereits 1910 pragte Ross den Begriff der Semiimmunitét. Diese schutzt vor h&ufiger und
schwerer Erkrankung, nicht aber vor der Infektion per se. Die Ausbildung und Aufrechterhaltung
dieser klinischen Immunitat erfordert sogar eine langerfristige und wiederholte Infektion mit
maoglichst vielen verschiedenen Plasmodienstimmen (Al-Yaman et al., 1997; Farnert et al.,
1999; Henning et al., 2004). Die hohe Variabilitat der parasitdaren Antigene erschwert diesen
Prozess, da das Immunsystem nur ganz allmahlich seine Kompetenz zur Erkennung und Abwehr
der verschiedenen Parasitenstamme erweitert (Mercereau-Puijalon, 1996). Kennzeichnend fiir
die Semiimmunitat sind eine chronisch-latente Infektion, geringe Parasitdmien und eine
schwache bis fehlende klinische Symptomatik (Bottius et al., 1996; Roper et al., 1996; Bull et
al., 1998).

Die Mechanismen des Zusammenspiels von humoraler und zelluldrer Immunantwort bei der
Kontrolle der Infektion sind noch nicht eindeutig geklart. Gegen verschiedene parasitare
Oberflachenantigene u. a. gegen das P. falciparum Erythrocyte Membrane Protein 1 (PFfEMP1)
und das Merozoite Surface Protein 1 und 2 (MSP-1/-2) wurden Antikdrper identifiziert (Holder
et al., 1999; Ricke et al. 2000). Es konnten Zusammenhange zwischen dem Nachweis dieser
Antikorper und dem Vorliegen einer klinischen Immunitdt gegenuber P. falciparum
nachgewiesen werden (Giha et al., 2000; Bull et al., 2002).

Kleinkinder zwischen 1 und 5 Jahren sind besonders gefahrdet, an Malaria zu erkranken, weil
sich noch keine ausreichende Immunitat ausbilden konnte (Greenberg et al., 1989; Snow et al.,
1999). Wéhrend der ersten Lebensmonate erkranken Neugeborene allerdings seltener an Malaria
(Brabin, 1990b). Entscheidend fiir diesen ,,Nestschutz® sind wahrscheinlich antiparasitére
mutterliche Antikdrper vom Typ IgG, die sich in der Plazenta, der Nabelschnur und in der
Muttermilch nachweisen lassen (Chizzolini et al., 1991; Desowitz et al., 1993; Hogh et al.,
1996).



1.2 Malaria in der Schwangerschaft

Im tropischen Afrika stdlich der Sahara sind jahrlich etwa 24 Millionen schwangere Frauen der
Gefahr ausgesetzt, sich mit P. falciparum zu infizieren. In endemischen Gebieten ist das Risiko,
an einer Malaria zu erkranken, fur Schwangere bis zu viermal hoher als fur Nichtschwangere
(Diagne et al., 1997; Steketee et al., 2001). Entscheidend flr das erhéhte Infektionsrisiko von
Schwangeren gegeniiber Nichtschwangeren sind hochspezialisierte Subpopulationen von P.
falciparum, die in der Lage sind, sich mittels eines spezifischen Liganden, einer Variante des
PfEMPL1, an Chondrotinsulfat A (CSA) und Hyaluronséure der Synzytioblasten in der Plazenta
zu binden. Infolgedessen kommt es zur Adhésion und Sequestrierung der spezialisierten
Parasiten im intervilldsen Raum (Fried & Duffy, 1996).

Primigravidae sind besonders gefahrdet, sich mit diesen klonalen Stdmmen von P. falciparum zu
infizieren und zu erkranken (Alecrim et al., 2000), da sie sich zum ersten Mal mit den Plazenta-
bindenden Erregern auseinandersetzen mussen. Im Kindesalter ist die Wahrscheinlichkeit, dass
diese sich im Wirt etablieren minimal. Infolgedessen bestehen keine spezifischen
Immunmechanismen.  Dagegen  konnten  Multigravidae  bereits  wahrend  friherer
Schwangerschaften spezifische Antikorper gegen CSA-bindende Parasitenstdmme ausbilden
(Fried & Duffy, 1996; Beeson & Duffy, 2005; Duffy & Fried, 2005). In vitro gelang es mit Seren
schwangerer Multigravidae, aber nicht mit den Seren von Primigravidae, die Adhé&sion von P.
falciparum an CSA zu hemmen (Ricke et al., 2000).

Andere Risikofaktoren fiir Malaria in der Schwangerschaft sind neben Primigravitat, eine
cortisolvermittelte generelle Supprimierung der zelluldren Immunitat (Bouyou-Akotet et al.,
2004), HIV-Infektion (Mount et al., 2004), junges mdtterliches Alter (< 20 Jahre) und fehlende
Antimalariaprophylaxe (Steketee et al., 2001; Garner & Gulmezoglu, 2006).

1.2.1 Plazentare Malaria

Die plazentare Malaria tritt bei bis zu 50 % der Schwangeren ohne peripher nachweisbare
Parasitdmie auf (Desowitz & Alpers, 1992; Leke et al., 1999; Mockenhaupt et al., 2002). Die
Parasitdmien in der Plazenta sind zudem meist héher als im peripheren Blut (Bulmer et al.,
1993a, 1993b; Ismail et al., 2000). Makroskopisch zeigen mit P. falciparum infizierte Plazenten
keine Unterschiede zu nicht-infizierten (Leopardi et al., 1996). Sie haben allerdings h&ufig ein
gegentber der Norm verringertes Gewicht (Walter et al., 1982). Neben der rein mechanischen
Behinderung der Blutzirkulation durch die Sequestrierung der Parasiten im intervilldsen Raum

haben funktionelle Einschrankungen durch histologische Veranderungen eine entscheidende



Bedeutung fiir die Pathophysiologie der plazentaren Malaria (Matteelli et al., 1997). Ursache
dafiir sind inflammatorische Infiltrate im intervillésen Raum infizierter Plazenten (Bulmer et al.,
1993a, 1993b; Ismail et al., 2000). In einer Studie von Ordi et al. (1998) zeigte sich bei P.
falciparum-infizierten Plazenten zu 17,6 % eine sogenannte Massive Chronische Intervillositis,
bei Primigravidae sogar zu 77 %. Diese chronische Entziindungsreaktion fihrt zu
Gewebsschadigungen wie z. B. zur Hypertrophie der Zytotrophoblasten, zu synzitialen Nekrosen
und dem Verlust von Mikrovilli (Bulmer et al., 1993a, 1993b; Ismail et al., 2000). Ein Indikator
fir die vorliegende und auch fir die stattgehabte plazentare Infektion ist das sogenannte
Malariapigment oder Hamozoin, das als Nebenprodukt des H&moglobinabbaus durch die
Parasiten entsteht (Sullivan at al., 2000).

1.2.2 Anamie in der Schwangerschaft

Die Pravalenz der Anamie (Hb < 11 g/dl) in der Schwangerschaft ist besonders hoch in den
Malariaendemiegebieten und ein Hauptrisikofaktor fiir die peripartale Mortalitat (Menendez et
al., 2000a). Die Atiologie der Schwangerschafts-assoziierten Anamie ist multifaktoriell.
Maogliche Ursachen sind neben der physiologischen Hamodilution Mangelernahrung (Eisen- und
Folatmangel), sowie Hamoglobinopathien (Thalassdmie, Sichelzellandmie), Infektionen mit
Parasiten (Wurmer, Malaria) und Viren (HIV) (Dreyfuss et al., 2000; Menendez et al. 2000a).
Eine Infektion mit P. falciparum ist in den Endemiegebieten eine der wichtigsten Ursachen fur

die mutterliche Anamie (Fleming et al., 1989; Menendez et al., 2000a).

1.2.3 Auswirkungen der mutterlichen Infektion auf das Neugeborene

Ursdchlich flr die Beeintrachtigung des Neugeborenen sind hauptsachlich die mdtterliche
Anémie (Msolla et al., 1997; Tako et al., 2004) und die Funktionseinschrankung der infizierten
Plazenta (Bulmer et al., 1993b; Matteelli et al., 1997; Moormann et al., 1999; Rogerson et al.
2003). Eine Infektion mit P. falciparum wahrend der Schwangerschaft erhoht das Risiko fir das
Auftreten von niedrigem  Geburtsgewicht, intrauteriner Wachstumsretardierung und
Frihgeburtlichkeit und damit die perinatale Sterblichkeit (Mc Gregor et al., 1983; Brabin et al.,
1990a; Le Hesran et al., 1997; Kulmala et al., 2000; Menendez et al., 2000b; Okoko et al., 2002;
Verhoeff et al., 2004).

Bei einer plazentaren Malaria scheint aul3erdem der Transfer mutterlicher 1gG-Antikorper auf
das Kind reduziert zu sein, woraus eine erhohte Infektionsanfalligkeit resultieren kann (Brair et
al., 1994; de Moares-Pinto et al., 1998, Okoko et al., 2001). So erkrankten Sauglinge im Alter



von 4-6 Monaten ofter an Malaria, wenn die Mitter in der Schwangerschaft mit P. falciparum
infiziert waren (Le Hesran et al., 1997). Mdglicherweise erhoht das Vorliegen einer plazentaren
Malaria sogar das Risiko einer kongenitalen Malaria- und HIV-Infektion (ter Kuile et al., 2004;
Menendez et al., 2007).

1.2.4 Kongenitale Malaria

Die Pravalenz kongenitaler Malaria in den Endemiegebieten sudlich der Sahara wird sehr
unterschiedlich beschrieben und variiert zwischen 0 und 37 %. Folgende Griinde werden fir
diese Varianz u. a. diskutiert: Es existieren keine eindeutigen Definitionskriterien flr die
kongenitale Malaria. In einigen Studien wurde Nabelschnurblut untersucht, wahrend in anderen
Untersuchungen peripheres Blut der Neugeborenen herangezogen wurde. Die Infektionen
wurden in einigen Studien mittels PCR, in anderen mittels Mikroskopie nachgewiesen. Es ist
auBerdem schwierig zu differenzieren, ob eine Infektion kongenital ist oder kurz nach der
Entbindung erworben wurde, wenn die Blutabnahme nicht unmittelbar postpartal erfolgte
(Menendez et al., 2007; Uneke, 2007).

Es scheint, dass die kongenitale Malaria in den endemischen Malariagebieten ein unterschatztes
Problem ist und dass die transplazentare Ubertragung der Parasiten auch bei semiimmunen

Schwangeren haufiger ist, als bisher angenommen (Menendez et al., 2007).

1.3 Malariaprophylaxe in der Schwangerschaft

Die WHO empfahl bereits 1986, dass schwangere Frauen in den Malaria-Endemiegebieten im
Rahmen der Schwangerschaftsvorsorge eine antiparasitaire Chemoprophylaxe erhalten sollten
(WHO, 1986). Das Experten-Komitee fir Malaria der WHO betonte nochmals im Jahre 2000 die
Notwendigkeit der Durchfihrung entweder einer antiparasitiren Prophylaxe oder -einer
Préaventivbehandlung wahrend der Schwangerschaft (WHO, 2000). Diese Empfehlung wird
durch viele Studien gestiitzt. So konnte in einer Metaanalyse von 16 Studien aus den Jahren
1964-2005 gezeigt werden, dass eine regelmdlig eingenommene antiparasitare
Chemoprophylaxe (verschiedene Wirkstoffe) oder eine intermittierende Préventivbehandlung bei
Erst- und Zweitgebdrenden mit einer reduzierten Pravalenz peripherer und plazentarer
Parasitdmien, niedrigeren Parasitendichten, weniger Fieberepisoden der Miutter, hoheren

mutterlichen Hamoglobinwerten, weniger Frihgeburtlichkeit, einem durchschnittlich héheren



Geburtsgewicht der Neugeborenen und niedrigeren perinatalen Mortalitatsraten assoziiert ist
(Garner & Gulmezoglu, 2006).

In einem groflen Teil der berlcksichtigten Studien, die in Afrika durchgefiihrt wurden, wurde
Chloroquin als Prophylaxe eingenommen. Neben Chloroquin spielen die Folatantagonisten eine
zentrale Rolle in der antiparasitdren Prophylaxe und Praventivtherapie. Zur intermittierenden
Praventivtherapie wird die Folsdureantagonistenkombination  Sulfadoxin-Pyrimethamin
verwendet, wahrend andere Folatantagonisten, wie Pyrimethamin und Proguanil einzeln oder in
Kombination mit Chloroquin oder Dapson prophylaktisch eingesetzt wurden (Garner &
Gulmezoglu, 2006).

Aufgrund der schnellen Resistenzentwicklung der Parasiten gegen die eingesetzten
Malariamedikamente (WHO, 2001; Miller & Greenwood, 2002) wurde ihre lokale Wirksamkeit
immer wieder gepruft. Ein GrofBteil der Studien, die die Effektivitat der eingenommenen
Prophylaxe bzw. Praventivtherapie untersuchten, wurden allerdings bis zum Ende der neunziger
Jahre in Ostafrika durchgefiihrt (Newman et al., 2006).

1.3.1 Folsaureantagonisten

Wahrend des zweiten Weltkrieges wurde zum ersten Mal sowohl die prophylaktische als auch
die therapeutische Wirksamkeit eines Folséureantagonisten (Proguanil) gegen Malariaparasiten
entdeckt (Curd et al., 1945). Auch Uber flinfzig Jahre spater spielen die Folatantagonisten noch
eine wichtige Rolle in der Prophylaxe, Praventivtherapie und Therapie von Malaria. Es werden
zwei Klassen unterschieden. Die Folatantagonisten der Klasse I hemmen die Dihydropteroin-
Synthetase, wéhrend die Folatantagonisten der Klasse Il die Dihydrofolatreduktase hemmen. In

Kombination wirken sie synergistisch (Nzila, 2006).

1.3.1.1 Pyrimethamin

Pyrimethamin, 2-4 Diaminopyrimedin, ist ein erstmals 1950 synthetisierter Folatantagonist
(Falco et al., 1951). Pyrimethamin hemmt kompetetiv die Dihydrofolatreduktase (DHFR) und
verhindert dadurch reversibel die Bildung von metabolisch aktiver Tetrahydrofolséure, die
wiederum essentiell fir die DNA-Synthese der Parasiten ist. Es besitzt eine besonders hohe
Affinitat zur DHFR von Protozoen und wirkt insbesondere auf extraerythrozytdre Schizonten
und Gametozyten, aber auch auf die erythrozytdren Formen. Pyrimethamin wird gastrointestinal

vollstdndig resorbiert und verteilt sich gut in allen Geweben. Ungefahr 80 % werden an



Plasmaeiweil gebunden. Die durchschnittliche Halbwertzeit liegt bei ca. 4 Tagen. Die
empfohlene prophylaktische Dosis in der Schwangerschaft betragt 25 mg pro Woche (Forth,
1996). Die Angaben zur minimalen Hemmkonzentration von Pyrimethamin variieren zwischen
4-6 ng/ml (Edstein et al., 1990) und 9,9 ng/ml (Smalley & Brown, 1982) fiir sensitive Erreger.
Uber die Effektivitat von Pyrimethamin als alleinige Malaria-Prophylaxe in der Schwangerschaft
existieren nur wenige Studien. Eine Studie von 1953 mit 14 nicht-schwangeren Probanden in
Nigeria attestierte einer wochentlichen prophylaktischen Dosis von 25 mg Pyrimethamin einen
umfassenden antiparasitaren Schutz (Sir Covell et al., 1953). Morley untersuchte 1964 in Nigeria
als erster die Effektivitat von Pyrimethamin als Malaria-Prophylaxe in der Schwangerschaft. Die
Frauen der Prophylaxegruppe, die 50 mg Pyrimethamin monatlich einnahmen, wiesen gegeniber
der Kontrollgruppe weniger mikroskopisch feststellbare Parasitdmien sowohl im peripheren Blut
als auch in der Plazenta auf. Aullerdem nahmen die Schwangeren mit Prophylaxe wéhrend der
Schwangerschaft mehr an Gewicht zu und brachten durchschnittlich schwerere Kinder zur Welt
als die Frauen ohne Prophylaxe. Allerdings berichtete Dodge bereits 1966 von Resistenzen
gegen Pyrimethamin in Nigeria. Eine weitere Studie wurde von Nahlen et al. 1989 ebenfalls in
Nigeria durchgefuihrt. Dort war Pyrimethamin wahrscheinlich aufgrund parasitérerer Resistenzen
als alleinige antiparasitdre Prophylaxe in der Schwangerschaft, im Jahre 1988 nicht mehr
effektiv. Mockenhaupt et al. fanden 1998 im Rahmen einer Vorstudie in der gleichen
Studienregion in Ghana bereits gegen Pyrimethamin resistente Plasmodienstimme. Dennoch
profitierten zumindestens die Primigravidae von der antiparasitiren Prophylaxe mit
Pyrimethamin und zeigten weniger periphere Parasitdmien und geringere Parasitendichten
(Mockenhaupt et al., 2001).

1.3.1.1.1 Pyrimethaminresistenz

Die molekulare Grundlage der Pyrimethaminresistenz sind Punktmutationen im DHFR-Gen von
P. falciparum. Die verminderte Wirkung von Pyrimethamin ist vor allen Dingen auf die
Hauptmutation am Codon 108 zurlickzufuhren (Curtis et al., 1996). Zusétzliche Mutationen am
Codon 51, 59 und 164 verstarken diese Resistenz (Khan et al., 1997). Uber den Basenaustausch
im DHFR-codierenden Gen wird ein Aminosaurewechsel verursacht der das aktive Zentrums der
DHFR so verdndert, dass die Affinitdt und Bindungsfahigkeit von Pyrimethamin an die
parasitire DHFR verloren geht (Delfino et al., 2002). Die im Studiengebiet nachgewiesene
Prévalenz der Hauptmutation am Codon 108 lag im Jahre 1998 bei 81 %. Eine Dreifachmutation
(Codon 108, 51 und 59) des DHFR-Gens lag in 36 % der Félle vor (Mockenhaupt et al., 2001).



Zum Studienzeitpunkt im Jahre 2000 wurde von der ghanaischen Gesundheitsbehdrde die
waochentliche Einahme von 25 mg Pyrimethamin als antiparasitdire Prohylaxe in der
Schwangerschaft weiterhin empfohlen, obwohl die Ergebnisse der zeitgleich festgestellten

hochgradigen Pyrimethamin-Resistenz bereits vorlagen.

1.3.1.2 Sulfadoxin-Pyrimethamin

Die Kombination aus den Folatantagonisten Sulfadoxin und Pyrimethamin (SP) nutzt deren
synergistische Wirkung und hemmt sowohl die Dihydropteroin-Synthetase als auch die
Dihydrofolatreduktase. Sulfadoxin hat wie Pyrimethamin eine Halbwertszeit von ca. 90 h.
Wegen der teratogenen Nebenwirkungen des Sulfonamids wird SP bei Schwangeren nicht als
kontinuierliche Prophylaxe verwendet, sondern nur ab dem 2. Trimester als intermittierende
Praventivtherapie (IPT). Als IPT angewendet wird SP eine gute Vertraglickeit in der
Schwangerschaft attestiert (Peters et al., 2007). Die intermittierende Préventivtherapie beinhaltet
mindestens zwei Gaben einer therapeutischen Dosis Sulfadoxin und Pyrimethamin im zweiten
und dritten Schwangerschaftstrimester (WHO, 2004). In Gebieten mit hoher HIV-Inzidenz sollte
eine monatliche Dosierung angestrebt werden (Parisie et al., 1998; Filler et al., 2006).

In Malawi wurde 1993 erstmals die Gabe von SP als intermittiernde Préventivbehandlung in der
Schwangerschaft durchgefiinrt und zeigte dort gute Erfolge (Schultz et al., 1994). Trotz
zunehmender Resistenzen gegen SP profitieren schwangere Frauen und ihre Neugeborenen in
den Endemiegebieten nach wie vor von der Praventivbehandlung (Newman et al., 2003; Garner
& Gulmezoglu, 2006; ter Kuile et al., 2007). Durch die Praventivbehandlung von
asymptomatischen Individuen wird allerdings mdglicherweise die Ausbreitung von Resistenzen

gegen SP zusitzlich beschleunigt (O’Meara et al., 2006).

1.3.1.3 Dapson, Proguanil und Chlorproguanil

Proguanil und Chlorproguanil werden zu Chlorcycloguanil metabolisiert, das die
Dihydrofolatreduktase von Plasmodien hemmt. Proguanil wurde als erster Folatantagonist zur
antiparasitiare Prophylaxe und Therapie eingesetzt (Curd et al., 1945; Carrington et al., 1951)
und wurde seitdem einzeln oder in Kombination mit Chloroquin zur antiparasitaren Prophylaxe
auch in der Schwangerschaft angewendet (Mutabingwa et al., 1993).

Dapson wurde 1908 als erster Folatantagonist im Rahmen der Entwicklung von Azofarbstoffen
entdeckt (Fromm & Wittmann, 1908). Die Substanz ist ein Sulfon, das vergleichbar mit den

Sulfonamiden die Folséuresynthese auf der Stufe der Dihydropteroin-Synthetase hemmt (Nzila,



2006). In Kombination mit Pyrimethamin wurde es auch in der Schwangerschaft als

antiparasitare Prophylaxe verwendet.

1.3.2 Chloroquin

Chloroquin ist ein 4-Aminochinolinderivat. Es wirkt Gber die Storung der obligaten
Hamoglobinutilisation der mit P. falciparum infizierten Erythrozyten, indem es durch
Komplexbildung mit dem anfallenden toxischen Ferriprotoporphyrin IX dessen Entgiftung
hemmt. Die Akkumulation von Ferriprotoporphyrin 1X fiihrt dann schlielich zum Zelltod des
infizierten Erythrozyten und damit auch des Parasiten (Ginsburg et al., 1999). Es wird aus dem
Gastrointestinaltrakt gut resorbiert. Die Plasmaeiweil3bindung liegt bei 60 % und es reichert sich
verstérkt in Erythrozyten, Leber, Niere, Milz, Iris und Choroidea an. Daher ist die Halbwertszeit
von Chloroquin sehr lang und liegt bei etwa drei Wochen.

Chloroquin wurde tber Jahrzehnte in den endemischen Malariagebieten besonders in Westafrika
auch wéahrend der Schwangerschaft als Prophylaxe und Therapeutikum erster Wahl verwendet
(Orton & Garner, 2005; Garner & Gulmezoglu, 2006; Newman et al., 2006). Zusétzlich ist die
unkontrollierte Selbstmedikation mit Chloroquin hdufig (Foster, 1991; Akanbi et al., 2005).
Deswegen gibt es bereits seit zwanzig Jahren Chloroquin-resistente Parasitenstdmme in jedem
endemischen Malariagebiet siidlich der Sahara (WHO, 1987). Dennoch zeigte Chloroquin
prophylaktisch angewandt in mehreren Studien weiterhin positive Effekte. Das Risiko fur
miutterliche und fetale Andmie war reduziert, auflerdem zeigten sich geringere periphere
Parasitdmien und ein durchschnittlich hoheres Geburtsgewicht der Neugeborenen (Nyirjesy et
al., 1993; Cot, 1995 und 1998, Ndyomugyenyi et al., 2000). Eine neuere Studie von Sirima et al.
(2003) aus Burkina Faso zeigte dagegen das Versagen von Chloroquin als Prophylaxe in der
Schwangerschaft. Im Vergleich mit dem IPT mit SP war die Chemoprophylaxe mit Chloroquin
deutlich unterlegen (Schultz et al., 1994; Kayentao et al., 2005).

1.3.3 Mefloquin

Der genaue Wirkmechanismus von Mefloguin konnte noch nicht aufgedeckt werden. Das Center
of Disease Control erkléarte es 1990 fiur kontraindiziert als Prophylaxe in der Schwangerschaft
aufgrund des teratogenen Risikos besonders im ersten Trimester (CDC, 1990). Dennoch testete
Fleming Mefloquin als Malariaprophylaxe in der Schwangerschaft bei hoher

Chloroquinresistenzrate in Nigeria (Fleming, 1990). Seitdem wurde Mefloquin als Prophylaxe ab
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dem 2. Trimester in der Schwangerschaft hauptséchlich in Asien angewendet (Nosten et al.,
1994, 2000; Newman et al., 2003).

1.4 Maternofetaler Transfer von Chloroquin und Pyrimethamin

Es existieren nur wenige Studien, die untersuchen, ob Chloroquin und Pyrimethamin
diaplazentar von der Mutter auf den Fetus Gbertragen werden. In einer Studie zum Transfer von
Chloroquin uber die Plazenta bei Schafen wurden sehr niedrige Konzentrationen von Chloroquin
bei den Feten gemessen und ein dementsprechend geringer Transfer konstatiert (Augustijns et
al., 1991). Im Rahmen einer semiquantitativen Analyse zur plazentaren Chloroquintibertragung
beim Menschen ergaben sich fetale Chloroquinkonzentrationen (Urin und Blut) von
ca. 50 % der mudtterlichen Konzentrationen (Essien et al., 1982). Wohingegen eine weitere
Studie anhand von miitterlicher Blutkonzentration und den Spiegeln im vendsen und arteriellen
Nabelschnurblut eine anndhernd hundertprozentige Chloroquintbertragung feststellte
(Akintonwa et al., 1988).

In einem ex vivo Plazentamodell zur Feststellung der diaplazentaren Pyrimethamintbertragung
lag der Transfer auf den Fetus bei 38-80 %. Die maternofetale Transferrate war unabhangig von
der Konzentration des Pyrimethamins im mdtterlichen Blut (Peytavin et al., 2000). Zwei Studien
zum diaplazentaren Transfer von Pyrimethamin-Sulfadoxin fanden bei den Neugeborenen
Konzentrationen zwischen 50 und 100 % der mutterlichen Konzentrationen (Dorangeon et al.,
1990; Trenque et al., 1994). Beide Studien bezogen sich auf Dosierungen zur
Toxoplasmosebehandlung.

Es ist bisher nicht eindeutig geklart, wie der Transfer der Antimalariamedikamente in der
Plazenta stattfindet und in welchem quantitativen Verhéltnis mutterliche und neonatale Spiegel
stehen. Ob die Plazentagéngigkeit antiparasitérerer Prophylaxe einen Einfluss auf plazentare
Parasitdmien hat und ob die neonatalen Spiegel einen Effekt auf das Neugeborene haben, z. B.
auf das Risiko einer kongenitalen P. falciparum-Infektionen, konnte ebenfalls bisher nicht

geklart werden.
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1.5 Zielsetzung

Den protektiven Effekt einer antiparasitdren Prophylaxe bzw. Préventivtherapie wéahrend der
Schwangerschaft auf die Prévalenz und die klinische Manifestation einer Infektion mit P.
falciparum  haben  verschiedene  Untersuchungen belegt. Aufgrund der raschen
Resistenzentwicklung gegen die gangigen Antimalaria-Medikamente ist es nétig, besonders auch
ihre lokale Wirksamkeit in den verschiedenen Endemiegebieten regelmaRig zu tberprifen. Die
vorliegende Studie hat das Ziel, die Effekte der Pyrimethaminprophylaxe im Kontext der
zeitgleich festgestellten hohen Pyrimethaminresistenz zu untersuchen.

Dafiir sollen zuerst die Pravalenz und die Manifestation der plazentaren Infektion mit P.
falciparum bei Schwangeren in einem holoendemischen Malariagebiet in Ghana dargestellt
werden. In einem néchsten Schritt soll der Zusammenhang verschiedener Faktoren wie Alter,
Herkunft, Bildungsniveau, Teilnahme an der Schwangerenvorsorge und die Anzahl bisheriger
Schwangerschaften mit dem Nachweis von Pyrimethamin im Blut der Probandinnen erfasst
werden. Anschliefend wird Uberprift werden, inwieweit vorhandene Medikamentenspiegel bei
den schwangeren Probandinnen einen Effekt auf die Pravalenz der plazentaren Infektion mit P.
falciparum, die plazentaren Parasitendichten und die Andamie haben und welchen Einfluss die
mutterlichen Medikamentenspiegel auf die Prévalenz von niedrigem Geburtsgewicht,
Frihgeburtlichkeit und kongenitaler Malaria nehmen.

Aulerdem soll analysiert werden, in welchem quantitativen Verhéltnis die maternofetale
Ubertragung von Pyrimethamin und Chloroquin stattfindet. Weiterhin soll geklart werden,
inwieweit plazentare Malaria das Ubertragungsverhaltnis verandert und ob ein Zusammenhang
mit dem Auftreten kongenitalen P. falciparum-Infektionen existiert. Es gibt bisher nur wenige
Untersuchungen zur quantitativen und zur qualitativen Einordnung der maternofetalen
Ubertragung antiparasitarer Chemoprophylaktika.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sollen dazu beitragen, die Kontrollmanahmen gegen
Malaria in der Schwangerschaft sowohl in der untersuchten Region als auch in vergleichbaren
Endemiegebieten zu  optimieren. Eine effektive resistenzgerechte  antiparasitare
Chemoprophylaxe bzw. Préventivtherapie kann die Pravalenz und die Manifestation der Malaria

in der Schwangerschaft vermindern und damit auch die perinatale Sterblichkeit reduzieren.
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2 Probanden, Material und Methoden

2.1 Studiengebiet

Ghana liegt in Westafrika am Golf von Guinea etwa 7° nordlich des Aquators. Begrenzt von
seinen Nachbarstaaten Elfenbeinkuste, Burkina Faso und Togo erstreckt es sich auf eine Flache
von ca. 230.000 km2. Die 18 bis 20 Millionen Einwohner Ghanas setzen sich aus verschiedenen
Volkern und ethnischen Gruppen zusammen. Den groRten Bevdlkerungsanteil stellt der Stamm
der Akan. Ghanas Klima ist tropisch mit zwei Regenzeiten im Siden (Mai/Juni und

Oktober/November) und einer im Norden (Juli-September).

Abbildung 2.1.1 Karte von Ghana
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Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Untersuchungen wurden am Presbyterian Mission Hospital
in Agogo, Ashanti Akim North District durchgefiihrt (Gebiet markiert mit einem Stern in der
Abbildung 2.1.1). Das 1931 von der Baseler Mission gegriindete Krankenhaus stellt fur die
132.000 Einwohner der Region das wichtigste Zentrum medizinischer Versorgung dar. Malaria
wird im District Health Report von 1998 als haufigster Grund fur eine klinische Einweisung
genannt. Eine Vorstudie im Herbst 1998 zeigte, dass 64 % der Schwangeren, die die
Schwangerschaftsvorsorge besuchten, mit P. falciparum infiziert waren (Mockenhaupt et al.,

2000a). Die Ashanti-Region ist hyper- bis holoendemisch fiir Malaria (Browne et al., 2000).
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2.2 Studiengruppe

Im Rahmen eines Kooperationsprojektes zu ,,Malaria in der Schwangerschaft und im ersten
Lebensjahr* des Instituts fiir Tropenmedizin in Berlin, der University of Science and Technology
in Kumasi und dem Presbyterian Mission Hospital in Agogo wurden vom 24. Januar 2000 bis
zum 24. Januar 2001 Proben von 893 Miittern, deren Plazenten und Neugeborenen gesammelt.
Jede Frau, die zur Entbindung ins Agogo Hospital kam, wurde von einer Hebamme in der
lokalen Stammessprache Uber Ziele und Bedingungen der Studie aufgeklart und um ihre
Teilnahme gebeten. Das Einverstdndnis zur Teilnahme an der Studie wurde durch Unterschrift
oder Daumenabdruck dokumentiert. Mutter, Plazenta und Kind erhielten eine gemeinsame
Studiennummer. Daten von Probandinnen und Neugeborenen, die um den Geburtstermin herum
verstarben, sowie Zwillingsgeburten wurden nicht in die Studie aufgenommen. Probandinnen,
die eine Kdrpertemperatur von mehr als 37,5 °C oder einen Hb < 11 g/dl hatten, wurden einem
Arzt vorgestellt. Die Studie wurde von der Ethikkommission der School of Medical Sciences,

University of Science & Technology, Kumasi, Ghana genehmigt.

2.3 Datenerhebung, Blutentnahme und Materialgewinnung

Soweit nicht anders vermerkt, wurden die Untersuchungen in Agogo von April bis August 2000
durch die Verfasserin und eine weitere Doktorandin vorgenommen. AuRerdem erfolgte die
Auszéhlung von ca. 600 ,,Dicken Tropfen“ durch die Verfasserin anschlieBend in Berlin. Die
mikroskopische Untersuchung der plazentaren Praparate erfolgte durch Herrn PD Dr. F. P.
Mockenhaupt. Die Konzentration von Chloroquin und Pyrimethamin im Blut wurde mittels
ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) von Dr. T. A. Eggelte unter Beteiligung der
Verfasserin am Department of Clinical Pharmacology, Academic Medical Center, University of
Amsterdam bestimmt. Alle anderen Daten und Befunde wurden freundlicherweise von Herrn PD

Dr. F. P. Mockenhaupt zur Verfiigung gestellt.

2.3.1 Mutter

Die Hebammen des Agogo Hospital dokumentierten fiir jede Schwangere auf einem Fragebogen
GroRe und Gewicht, Alter, Bildungsstand und Beruf sowie Gestationswoche und Paritét.
Aufllerdem wurden die Einnahme von Medikamenten und die Anzahl der wahrgenommenen
Vorsorgeuntersuchungen wahrend der Schwangerschaft festgehalten. Der Geburtsverlauf wurde

in die Kategorien spontan versus Sectio caesaria und kompliziert versus unkompliziert eingeteilt
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und dokumentiert. Die axillare Temperatur wurde gemessen und klinische Daten wie Ikterus und
Odeme wurden erfasst. Innerhalb von sechs Stunden pra- oder postpartal wurden von den
Hebammen 8 ml vendses Blut aus der Vena cubitalis entnommen. Zumeist erfolgte die
Weiterverarbeitung der Proben sofort, ansonsten wurden sie fir maximal 24 Stunden bei + 4 °C

im Kuhlschrank gelagert.

2.3.2 Plazenta

Die Plazenten wurden entweder sofort nach Expulsion oder nach maximal sechs Stunden
Lagerung im Kuihlschrank bei + 4 °C untersucht. Folgende Daten und Materialien wurden
gewonnen:

1. Ermittlung des Plazentarohgewichts inklusive Nabelschnur und Amnionhille

2. Inspektion der Plazenta- und Nabelschnurmorphologie, wobei vor allem auf Kalkherde,
Mekoniumablagerungen, Odeme und Formanomalien geachtet wurde

3. Messung der Breite, Hohe und L&nge der Plazenta und der Lange der Nabelschnur

4. Plazentablutgewinnung: Dieser Schritt wurde vor der Abtrennung von Nabelschnur und
Amnionhille durchgefuhrt, um die Vermengung von plazentarem und Nabelschnurblut zu
vermeiden. Zur Blutgewinnung wurden oberflachliche Koagel entfernt und mit einem
Plazentamesser eine parazentrale Inzision von 2 cm Tiefe und 4 cm Lange gesetzt, das Blut in
den Schnitt ausgestrichen, mit einer Injektionsspritze aufgesogen und in eine EDTA-R&hrchen
(mindestens 2,5 ml) gegeben.

5. Ermittlung des Plazentanettogewichtes nach Entfernen von Nabelschnur und Amnionhille

6. Plazentamaterialgewinnung: Flr spétere histologische Beurteilungen des Plazentagewebes
wurden parazentral zwei Gewebebldcke (2 cm x 2 cm x Hohe der Plazenta), zwei Proben der
Amnionhille sowie zwei Nabelschnurstiicke (plazentanah/plazentafern) mit einer Schere
herausgeschnitten. Alle Proben wurden zusammen in einer 4 % Formalinlésung konserviert und
bei Raumtemperatur bis zum Transport nach Deutschland gelagert. Aullerdem wurde fur
molekularbiologische Untersuchungen an funf verschiedenen Stellen Plazentagewebe (ca. 0,5

cm?) entnommen und in einem Citrat-Rohrchen bei -20 °C aufbewahrt.

Alle ermittelten Daten wurden auf einem Plazentabegleitbogen des Pathologischen Instituts der

Charité Universitatsklinik zu Berlin dokumentiert.
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2.3.3 Neugeborenes

Unmittelbar nach der Geburt wurden von den Hebammen bei jedem Neugeborenen nach 1, 5 und
10 Minuten die APGAR-Werte (Apgar et al., 1958) dokumentiert, sowie das Geburtsgewicht mit
einer Handwaage ermittelt. Zwischen 12 und 24 Stunden post partum wurden die Neugeborenen
klinisch untersucht, initial unter Anleitung der Kinderarztin C. v. Gértner. Der erhobene Status
beinhaltete die Messung der axillaren Temperatur, der Korperlange und des Kopfumfanges mit
einem MaRband. Die Bestimmung des Gestationsalters erfolgte anhand wvon sieben
verschiedenen Reifekriterien nach Finnstrom et al. (1977): Fur die einzelnen Kriterien werden
Punkte vergeben. Beurteilt werden die Transparenz der Haut, die Festigkeit des
Ohrmuschelknorpels, das Ausmal plantarer Hautfalten, die GréRe des Brustdrisengewebes, die
Brustwarzenbildung, das Wachstum der Daumenfingerndgel und die Beschaffenheit des
Kopfhaares. Aus dem Gesamtpunktwert wurde dann das Gestationsalter abgeleitet. AnschlieRend
wurde bei jedem Neugeborenen 2 ml vengses Blut aus dem Rete venosum dorsalis manus

abgenommen und in ein EDTA-ROhrchen gefillt.

2.4 Bestimmung der Parasitdmien mittels Mikroskopie

Zur Bestimmung der Parasitendichten wurden von jeder Blutprobe (Mutter, Plazenta und
Neugeborenes) zwei ,,Dicke Tropfen* angefertigt. Eine Menge von 5 pl EDTA-Blut wurde dafur
mit einer Eppendorf-Pipette auf einen Objekttrager appliziert und mit der Pipettenspitze auf einer
ca. 1,5 cm? groRBen Flache verteilt. Die Praparate wurden luftgetrocknet und eines anschlieRend
sofort gefarbt, wahrend das zweite bis zum Transport nach Berlin bei Raumtemperatur gelagert
und erst dort gefarbt wurde. Zum Farben wurden die unfixierten Praparate fir 20-30 Minuten in
eine 4 % (v/v) Giemsa in Titrisol-Pufferldsung mit einem pH von 7,2 (Merck) gelegt,
anschlieBend abgespilt und bei Raumtemperatur getrocknet. Die mikroskopische Beurteilung
der geférbten ,,Dicken Tropfen* erfolgte mit einem Lichtmikroskop (Wilozyt, Will, Wetzlar) bei
eintausendfacher VergroRerung unter einem Olimmersionsobjektiv. Wenn klinische Symptome
bestanden, die auf eine Infektion mit P. falciparum hindeuteten, wurden die Préparate sofort
mikroskopisch untersucht. 10 % der Préparate wurden zuféllig ausgewéhlt, um von einem
zweiten Untersucher beurteilt zu werden. Kam es zu abweichenden Ergebnissen, wurden diese
korrigiert. Zur Beurteilung der Parasitamien von Mutter und Kind wurde die Zahl asexueller
Parasiten pro 500 gezéhlter Leukozyten festgestellt. Die Parasitendichten wurden als Parasiten
pro pl Blut aus der Zahl der Leukozyten pro pl Blut errechnet. Die plazentaren Parasitendichten

wurden aus der Anzahl der asexuellen Parasiten pro 100 Blickfelder ermittelt. AuRerdem wurde
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die Anwesenheit von Malaria-Pigment in den Leukozyten der Plazentapraparate dokumentiert.
Eine anschlieBende Kategorisierung der mikroskopischen Befunde der Plazentapréparate erfolgte
nach Fried et al. (1998) in vier Gruppen. Diese Einteilung basiert auf einer histologischen
Klassifikation flr plazentare Malaria nach Bulmer et al. (1993a). Folgende Kategorien werden

danach unterschieden:

I: keine Infektion: keine Parasiten und kein Pigment nachweisbar
I1: chronische/abgelaufene Infektion: keine Parasiten aber Pigment nachweishar
I11: akut-chronische Infektion: Parasiten und Pigment vorhanden

IV: akute Infektion: kein Pigment, nur Parasiten nachweisbar

Diese Kategorien wurden im Folgenden in modifizierter Form verwendet, indem die Kategorie
I11 sowohl der Gruppe Il als auch der Gruppe IV zugeordnet wurde, so dass Schwangere ohne
nachweisbare plazentare Infektion zum einen den Schwangeren mit akuter Infektion und zum

anderen denjenigen mit chronischer Infektion gegentbergestellt werden konnten.

2.5 Bestimmung der hdmatologischen Parameter

Die Bestimmung des Hamoglobinwertes von Mutter und Kind erfolgte direkt nach der
Blutentnahme mittels eines Schnelltests. Fir diesen Test wurden 15 pl Blut in eine Kivette
aufgesogen, und diese dann in ein HemoCue® Photometer eingelegt (von Schenk et al., 1986).
Die tagliche Uberpriifung des Gerates wurde mit einer vom Hersteller mitgelieferten Eichkiivette
vorgenommen.

Die Messung von Hamatokrit, Erythrozyten- und Leukozytenzahl sowie des mittleren
korpuskuldren Volumens (MCV) und der mittleren korpuskuldren Hb-Konzentration (MCH)
erfolgte innerhalo von 24 Stunden nach Abnahme mittels eines halbautomatischen
Zellz&hlgerates (HC555, Clinicon, Mannheim). Die Bestimmung dieser Werte funktioniert nach
folgendem physikalischen Prinzip: Ein nach Protokoll gefertigter Ansatz einer Blutsuspension
wird durch eine Kapillare definierten Durchmessers gepumpt. Das Gerat misst die Anderung des
Strémungswiderstandes, die abhangig von den passierenden Partikeln (Erythrozyten und
Leukozyten) ist. Die GroRe der Widerstandsédnderung ist proportional zum Volumen der
passierenden Partikel und ermdglicht die Bestimmung von Erythrozyten- und Leukozytenzahl.
Der Mittelwert der ermittelten Einzelvolumina entspricht dem MCV. Die Summe der

Einzelvolumina bezogen auf das Gesamtvolumen ergibt das Gesamtpartikelvolumen, den
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Héamatokrit. Die Messung der Erythrozytenzahl schlieft die Leukozytenzahl als zu
vernachlassigende Quantitat mit ein. Um die Leukozytenzahl zu bestimmen, werden die
Erythrozyten durch Zugabe eines cyanidhaltigen Reagenz lysiert, so dass nur noch die
Leukozytenkerne in der Suspension verbleiben. Diese hdmolysierte Suspension wird auch fur die
photometrische Messung des Hamoglobinwertes verwendet. Aufgrund von klimabedingter
Kondenswasserbildung in der photometrischen Messapparatur wurden die mit dem Zellzahlgeréat
ermittelten Hb-Werte nicht verwendet. Das Gerdat wurde taglich nach den Vorgaben des
Herstellers kalibriert und gereinigt. Fur die Messansdtze wurden 10 ml isotonischer
Verdinnungslosung mit 40 pl EDTA-Blut versetzt und gut durchmischt. Wiederum 40 pl dieser
Stammsuspension wurden in 10 ml isotonischer Ldsung verdinnt. Dieser Ansatz diente der
Bestimmung von Erythrozytenzahl, H&matokrit, MCV und MCH. Zur Messung der
Leukozytenzahl wurden diesem Ansatz 6 Tropfen Hamoglobin Lysing Reagenz (Clinicon)
beigefiigt.

2.6 Extraktion von DNA

Von jeder EDTA-Blutprobe wurde ein stabilisiertes Aliquot angefertigt. Daftr wurden 90 pl
Erythrozytensediment zu 270 pl eines 2:1-Gemisches aus einem Guanidiniumhydrochlorid
enthaltenden Puffer (AS 1, Quiagen) und einem PBS-Puffer (phosphate buffered saline) in ein
Eppendorfrohrchen gegeben. Dadurch kénnen die Proben auch ohne Kiihlung problemlos bis zu
3 Monate gelagert werden.

Fir die nachfolgend beschriebene Polymerase-Ketten-Reaktion ist es notig, genomische DNA
aus den stabilisierten Blutproben zu extrahieren. Zuerst werden die Zellen durch Proteinkinase-K
lysiert. Dann macht man sich die Eigenschaft der Nukleinsauren zunutze, sich in Anwesenheit
der chaotrophen Substanz Guanidiniumhydrochlorid an Silikatmolekiille zu binden. Nach
mehreren Waschschritten mit alkoholischen Lésungsmitteln erfolgt die Elution der DNA in
wassrige Losung (Gillepsie & Hardman, 1979). Fur das Verfahren das QIAmp Blood wurde Kit
(Quiagen, Hilden) angewendet. Alle Arbeitsschritte erfolgten nach den Anweisungen des

Herstellers. Es lagen keine Konzentrationsangaben der verwendeten Substanzen vor.

Lyse-Puffer (AL):  wadssrige Losung von Guanidinuimhydrochlorid
Proteinkinase-K: aus Titrachium album (1,1 g/ml)
Waschpuffer (AW): ethanolische Lésung von NaCl und Tris(hydroxymethyl)-

aminomethan/HCL
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Elutionspuffer (AE): wassrige Losung von NaCl und Tris(hydroxymethyl)-

aminomethan/HCL

Zuerst wurden die Proben bei 56 °C fiir 20 Minuten inkubiert. Danach wurde absolutes Ethanol
hinzugemischt. Diese Mischung wurde in mit Silikatfiltern versehene Zentrifugationssaulen mit
Auffanghulsen (Microspin columns, Quiagen, Hilden) gegeben und mit 8000 Umdrehungen pro
Minute (UpM) eine Minute lang zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen. Anschliefend
folgten zwei Waschgange durch Zugabe von jeweils 500 pl Waschpuffer, eine weitere
Zentrifugation bei 8000 UpM fur eine Minute und wiederum das Verwerfen des Filtrates. Die
Elution der an den Silikatfilter gebundenen Nukleinsauren wurde durch Zugabe von 100 pl
Elutionspuffer oder 10 nM Tris-HCL (pH 9,0), anschlieender funfmindtiger Inkubation bei 70
°C und Zentrifugation bei 8000 UpM fir eine Minute erreicht. So konnten aus jeder Probe etwa
6 bis 10 pl genomische DNA gewonnen werden.

2.7 Nachweis einer P. falciparum-Infektion mittels PCR

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR, engl.: Polymerase Chain Reaction) ist eine
hochsensitive Methode zum Nachweis kleinster Mengen genetischen Materials (Saiki et al.,
1985). Ein Stick doppelstrdngige DNA, das die nachzuweisende Gensequenz enthélt, fungiert
als Matrize. In repetitiven Reaktionsschritten wird die gesuchte Sequenz exponentiell
vervielfaltigt (amplifiziert). Initial erfolgt eine Denaturierung des DNA-Doppelstranges zu
einzelstrangiger DNA bei 95-99 °C. Anschliel’end binden synthetische Oligonukleotide (Primer)
nach Temperaturabsenkung an die komplementaren Abschnitte der DNA. Die Primer flankieren
damit die nachzuweisende Gensequenz. VVon den doppelstrangigen DNA-Sequenzen (Primer +
gesuchte Sequenz) ausgehend synthetisiert eine beigefligte DNA-Polymerase unter Verbrauch
von Desoxynukleotidtriphosphaten (ANTP) einen zu der gesuchten Sequenz komplementéren
Strang. Daflr ist es notig, die Temperatur auf das Syntheseoptimum der thermostabilen
Polymerase anzuheben. Die Polymerase ist zumeist aus Thermophilus aquaticus gewonnen: Taq-
Polymerase. Die Reaktionsschritte werden zwischen 25 und 50 Mal wiederholt, wobei das
jeweils enstandene Produkt als Substrat fiir die nachfolgende Amplifikation dient, so dass die
Menge der nachzuweisenden DNA-Sequenz exponentiell anwdchst. AbschlieRend wird ein
letzter Reaktionsschritt mit der Polymerase durchlaufen, in dem kein neuer DNA-Abschnitt
entsteht, sondern die Komplementierung unvollstdndig synthetisierter DNA-Strange erfolgt. Die

vorliegende PCR-Diagnostik wurde auf den Grundlagen des Protokolls der Erstbeschreiber der
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PCR Saiki et al. (1985) und nach den speziellen Ausfuhrungen von Snounou et al. (1993) zur
PCR-Diagnostik von P. falciparum-Infektionen durchgefiihrt. Die Primer wurden nach Vorlage
der Nukleotidsequenz von dem Anbieter MWG biotech gefertigt. Die Taqg-Polymerase (5000
U/ml), das dNTP-Gemisch (Ultrapure dNTP Set) und der Reaktionspuffer (50 mM KCL + 1,5
mM MgCI2 + 10 mM Tris-HCL: pH 9,0) wurden von der Firma Pharmacia bezogen.

Der Nachweis einer Plasmodium-Infektion erfolgte in zwei hintereinander geschalteten PCR-
Durchgidngen. Im ersten Durchgang, der sogenannten ,,outer PCR, wird ein fiir die Gattung
Plasmodium spezifisches Gen amplifiziert, das fur die Ribonukleinsdaure der kleinen Untereinheit
der parasitdren Ribosomen codiert (sStRNA-Gen). Im zweiten Durchgang, der ,,nested” PCR,
wird das entstandene Amplikon als Matrize fir die Amplifizierung von P. falciparum-
spezifischen Bereichen des ssTRNA-Gens verwendet. Die beiden PCR-Ansétze unterscheiden
sich nur in der Primersequenz. Zur Amplifikation des Plasmodium spezifischen Gens dienten die
Primer: rPULS (5°- CCT GTT GTT GCC TTA AAC TTC — 3°) und rPUL6 (5°- TTA AAA
TTG TTG CAG TTA AAA CG — 3°). In einem Volumen von 50 ul Reaktionspuffer (500 mM
dNTP + rPUL5 und 6 + 1,5 U Taqg-Polymerase) erfolgte die Amplifikation. Als Matrize wurde
0,5 ul DNA verwendet, das entspricht 50 ng bei einer Konzentration von 100 ng/ul. Als
Reaktionsbehdltnis kam ein PCR-ROhrchen mit Stempel-Deckel (Safecup, Sarstedt) zur
Anwendung. Die zyklische Amplifikation erfolgte in einem automatischen PCR-Geréat

(Triothermoblock, Biometra) in folgenden Schritten:

1. Initiale Denaturierung bei 95 °C fur 5 Minuten

2. 25 Zyklen von: - Denaturierung bei 94 °C fiir 1 Minute
- Primeranlagerung bei 58 °C fir 2 Minuten
- Extension bei 72 °C fur 2 Minuten

3. Abschliel}ende Extension bei 72 °C flir 5 Minuten

Der Reaktionsansatz, die Konzentrationen der verwendeten Reagenzien und die
Temperatureinstellungen entsprachen bei der ,,nested“ PCR den Bedingungen der ,,outer” PCR.
Ein Volumen von 0,5 pl des Reaktionsproduktes der ,,outer PCR wurde fiir die ,,nested PCR
als Matrize fur die Amplifikation der speziesspezifischen Abschnitte des ssTRNA-Gens benutzt.
Far P. falciparum kamen die Primer: rFALL (5°-TTA AAC TGG TTT GGG AAA ACC AAA
TAT ATT-3°) und rFAL2 (5°‘-ACA CAA TGA ACT CAA TCA TGA CTA CCC GTC-3°) zur
Anwendung. Die hergestellten DNA-Fragmente von 205 bp Lange wurden anschlielend in der

Agarose-Gel-Elektrophorese dargestellt.
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2.8 Grolenbestimmung doppelstrangiger DNA-Molekiile

DNA-Fragmente sind durch ihre Aminogruppen negativ geladen, deshalb wandern sie in einem
elektrischen Feld von der Kathode zur Anode. Diese Eigenschaft macht man sich in der Agarose-
Gel-Elektrophorese zunutze. Die DNA-Fragmente wandern bei anliegender Spannung durch die
Poren eines Agarose-Gels hindurch, wobei groRere Fragmente stérker in ihrer Mobilitét
behindert werden als kleinere. Auf diese Weise kommt es zu einer Auftrennung der DNA-
Fragmente nach ihrer GrolRe, die anhand von mitlaufenden DNA-Standards bekannter
Basenpaarlange abgeschatzt werden kann. Um die DNA-Fragmente sichtbar zu machen, wird
dem Agarose-Gel Ethidiumbromid beigefugt, das mit der DNA interkaliert und unter
ultraviolettem Licht fluoresziert. Der Anteil von Agarose an der Gelmatrix, die anliegende
Spannung und der Zeitraum, in dem das elektrische Feld besteht, beeinflussen die Trennscharfe
dieser Untersuchungsmethode. Die Durchfiihrung der Gel-Elektrophorese erfolgte nach dem
modifizierten Protokoll von Sharp et al. (1973).

Verwendete Substanzen:

- 1x TBE-Laufpuffer: 90 mM Tris-Base (pH 9,0), 90 mM Borséure, 2mM Na?-EDTA,
autoklaviert

- Ethidiumbromid-L6sung (Boehringer Mannheim): Ethidiumbromid 10 mg/ml

- Blaumarker: 0,25 % Bromphenolblau, 0,2 % Xylen Cyanol FF, 40 % Glycerol

- standardisierte  DNA-Molekulargewichtsmarker  (Boehringer  Mannheim):  V:Bgll-
geschnittenes Plasmid pBR322 und Hinfl-geschnittenes Plasmid pBR322

Zur Herstellung eines 1,5 % Agarose-Gels wurden 0,7 g Agarose in 40 ml 0,5 x TBE-Puffer in
der Mikrowelle geschmolzen und mit 1 pl Ethidiumbromid versetzt. In die Taschen des
erkalteten Gels wurden 7 pl des PCR-Produkts zusammen mit 0,8 pl Blaumarker pipettiert.
Parallel dazu wurden die standardisierten DNA-Molekulargewichtsmarker auf das Gel
aufgetragen. Die Elektrophorese wurde in einer Minigelkammer (Biorad) mit einer Spannung
von 8 V/cm 20 Minuten lang durchgefiihrt. AnschlieRend konnten im durchscheinenden UV-

Licht fluoreszierende Banden dargestellt werden. Diese wurden auf Polaroidfotos dokumentiert.
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2.9 Bestimmung von Chloroquin und Pyrimethamin

Die Bestimmung der Pyrimethamin- und Chloroquinkonzentrationen erfolgte mittels ELISA
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) aus Plasmaproben (Eggelte, 1990). Diese waren in
Ghana durch Zentrifugation gewonnen und bei -20 °C gelagert worden. Der Transport nach
Berlin und weiter nach Amsterdam erfolgte auf Trockeneis. Fir den ELISA werden spezifische,
gegen das zu bestimmende Antigen gerichtete Antikdrper an ein Tragermaterial (z. B.
Polysterol) gebunden. Nach Inkubation mit der Probe bilden sich Immunkomplexe, an die sich
anschlieBend zugefligte Enzym-markierte Anti-Antikorper anlagern. Durch das Zufligen eines
Substrates, das mit dem Enzym reagiert, entsteht eine Farbreaktion, die eine sehr genaue
photometrische Messung ermaglicht.

Die Konzentrationsbestimmung von Pyrimethamin richtete sich nach folgendem Protokoll:
Verwendet wurden monoklonale F130-3 Pyrimethamin-Antikérper. Mikrotiterplatten (96-Loch)
wurden mit 100 pl einer F130-3-Verdunnung (1:10.000) beschichtet. Anschlieend wurden
jeweils zweimal 50 pl einer 1:10-Verdinnung jeder gesammelten Plasmaprobe auf die
Mikrotiterplatten aufgebracht. Dann erfolgte die Zugabe von 50 pl einer 1:100.000-Verdinnung
des Pyrimethamin-Antikorpers. Nach einer Inkubationszeit wvon einer Stunde bei
Raumtemperatur und einem anschlielenden Waschschritt wurde Tetramethylbenzidin-
Peroxidase hinzugegeben. Nach neuerlicher Inkubation fir 15-30 Minuten im Dunkeln wurde
die Farbreaktion durch Zugabe von 50 ul H2SO4 (1 M) unterbrochen und anschlieend konnte
mit einem Mikrotiterplatten-Lesegeréat (Titertek, Flow Laboratories) die optische Dichte bei 450
nm ermittelt werden. Fir jede Mikrotiterplatte wurde parallel eine Kalibrierungskurve mit
Pyrimethamin-Standardldsungen in serieller Verdunnung erstellt. Die Ergebnisse wurden als
prozentuale Hemmung der optischen Dichte im Vergleich zum Standard dargestellt und anhand
der Kalibrierungskurven konnte so die jeweilige Pyrimethaminkonzentration der Proben
abgeleitet werden.

Analog wurde die Konzentrationsbestimmung von Chloroquin durchgefuhrt: Mikrotiterplatten
(96-Loch) wurden mit 100 pl einer 1:10.000-Verdinnung des monoklonalen Chloroquin-
Antikorpers F 149-12 beschichtet. AnschlieBend wurden jeweils zweimal 50 pl einer 1:10-
Verdlinnung jeder gesammelten Plasmaprobe auf die Mikrotiterplatten aufgebracht. Dann
erfolgte die Zugabe von 50 pl einer 1:75.000-Verdinnung des Chloroquin-Antikdrpers. Nach
einer Inkubationszeit von einer Stunde bei Raumtemperatur und einem anschlielenden
Waschschritt  wurde Tetramethylbenzidin-Peroxidase hinzugegeben. Nach neuerlicher

Inkubation fiir 15-30 Minuten im Dunkeln wurde die Farbreaktion durch Zugabe von 50 ul
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H2S04 (1 M) unterbrochen und anschliefend konnte mit einem Mikrotiterplatten-Lesegerat
(Titertek, Flow Labaratories) die optische Dichte bei 450 nm ermittelt werden. Fur jede
Mikrotiterplatte wurde parallel eine Kalibrierungskurve mit Chloroquin-Standardlésungen in
serieller Verdinnung erstellt. Die Ergebnisse wurden als prozentuale Hemmung der optischen
Dichte im Vergleich zum Standard dargestellt und anhand der Kalibrierungskurven konnte so die

jeweilige Chloroquinkonzentration der Proben abgeleitet werden.

2.10 Statistische Berechnungen

Alle durchgefiihrten statistischen Analysen basieren auf den theoretischen Grundlagen nach
Claul? et al. (1999) und Guggenmoos-Holzmann & Wernecke (1995). Die Berechnungen wurden
mit den Programmen Statview (SAS), Epilnfo (CDC) und Excel (Microsoft) durchgefiihrt.
Assoziationen zwischen nominalen Variablen wurden mittels Mehrfelder-Kontingenztests auf
ihre  Heterogenitdt  geprift.  Zundchst wurde die  Nullhypothese mit  einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 formuliert. Bei Zutreffen der Nullhypothese waren die
Merkmale voneinander unabhangig. Traf die Nullhypothese nicht zu, so bestand ein
Zusammenhang zwischen den Merkmalen. Die Haufigkeit der Merkmalsassoziationen wurde
anhand des y*-Tests in Vier- oder Mehrfeldertafeln analysiert. Wenn im »*-Test signifikante
Abweichungen der beobachteten H&ufigkeiten von den zu erwartenden Werten gefunden
wurden, wurde als Mal? fiir die Stérke der Assoziation der Merkmale die Odds Ratio bestimmt.
Die Odds Ratio beschreibt die Wahrscheinlichkeit innerhalb eines Konfidenzintervalls von 95 %,
mit der eine Merkmalsausprégung in einer Stichprobe auftritt bzw. nicht auftritt. Bei Merkmalen,
deren Auspragungen in logischer Reihenfolge standen (z. B. Paritat), wurde zur Uberpriifung
eventueller signifikanter Unterschiede der XZ-Test fur Trend herangezogen.

Assoziationen zwischen normalverteilten stetigen Variablen wurden mit dem t-Test nach Student
analysiert. Bei nichtparametrischen stetigen Variablen kam der U-Test nach Mann-Whitney zur
Anwendung. Dieser verteilungsunabhangige Rangtest basiert auf dem Wilcoxon-Test fir
unabhangige Stichproben. Wurden mehrere unabhéngige Stichproben miteinander verglichen, so
wurde der Kruskall-Wallis-Test (KWT) angewandt, der eine Verallgemeinerung des U-Tests
darstellt. Fur alle Testverfahren wurde wiederum die Nullhypothese mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 formuliert.

Fur die multivariate Analyse wurde ein logistisches Regressionsmodel benutzt. Es wurden dabei
nur unabhéngige Variablen beriicksichtigt, die in der univariaten Analyse signifikant mit dem

abhangigen Merkmal assoziiert waren. Die so ermittelte Odds Ratio beschreibt die
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Wabhrscheinlichkeit, mit der eine unabhdngige Variabel mit dem abhangigen Merkmal assoziiert
ist unter Berlcksichtigung anderer unabhangig assoziierter Variablen (z. B. Risikofaktoren fiir
mutterliche Anamie).

Der Grad des linearen Zusammenhanges zwischen den mautterlichen und neonatalen
Medikamentenspiegeln wurde als Spearman’scher Korrelationskoeffizient r flr metrisch
skalierte Variablen ohne Normalverteilung angegeben. Der Wertebereich von r erstreckt sich
uber -1 <r>1, wobei fiir r-Werte > 0 eine positive Korrelation bzw. eine direkte Proportionalitét
und fur r-Werte < 0 eine indirekte Proportionalitét bzw. negative Korrelation besteht. Aus dem
Korrelationskoeffizienten r wurde dann mittels Fisher Transformation ein p-Wert abgeleitet. Die

Nullhypothese wurde mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 formuliert.
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3 Ergebnisse

3.1 Studiengruppe

Vom 24. Januar 2000 bis zum 24. Januar 2001 wurden insgesamt 893 schwangere Frauen, ihre
Plazenten und Neugeborenen untersucht, wovon 770 in die vorliegende Studie aufgenommen
wurden. Die Frauen wurden im Rahmen der Schwangerenvorsorge und der Entbindung im
Agogo Presbyterian Mission Hospital betreut. Die in diesem Zeitraum aufgetretenen
Zwillingsgeburten (n = 28) und peripartalen Todesfalle (n = 22) wurden nicht in die Studie
einbezogen, da ihre Werte bezliglich des Auftretens von Anamie, Frihgeburtlichkeit und
niedrigem Geburtsgewicht deutlich von den Einlingsgeburten abwichen bzw. nicht erhoben
wurden. Weitere 73 Frauen konnten aufgrund von fehlendem oder nicht-verwertbarem
Probenmaterial zur Messung der Medikamentenspiegel nicht eingeschlossen werden. Fur alle
anderen untersuchten Parameter liegen nahezu vollstandige Datenséatze vor. Fehlende Werte sind
in den folgenden Berechnungen durch die Angabe der jeweiligen Gesamtheiten gekennzeichnet.
Die Probandinnen wurden nach Anzahl ihrer Schwangerschaften in drei Gruppen unterteilt:
Primigravidae (P1, n = 280), Gravidae mit zwei und drei Schwangerschaften (P2&3, n = 289)
und Gravidae mit vier und mehr Schwangerschaften (P>4, n = 201). Die Kenndaten der
Schwangeren sind in Tabelle 3.1.1 zusammengefasst. Die Gebarenden waren durchschnittlich 26
Jahre alt, wobei die &lteste 47 Jahre und die jingste 15 Jahre alt war. Das Alter stieg mit
zunehmender Schwangerschaftszahl an [pitest < 0,0001]. Mit 70,8 % (539/761) hatte der grofite
Anteil der Frauen die Grundschule besucht. Weitere 12,2 % (93/761) hatten die Mittelschule
absolviert und 1,6 % (12/761) die Hochschulreife erreicht. Keine Schulausbildung hatten 15,4 %
(117/761) der Frauen. Das Bildungsniveau fiel mit zunehmender Schwangerschaftsanzahl [pxwr
< 0,0001]. Die durchschnittliche Teilnahme an der Schwangerschaftsvorsorge lag bei vier
Terminen, die haufigste bei zwolf und die geringste bei einem Termin. Nur 3,9 % (29/752) der
Schwangeren nahmen das Angebot der Schwangerschaftsvorsorgeuntersuchung nicht wabhr.

Nur zwanzig Frauen hatten bei Aufnahme Fieber (Temperatur > 37,5°C). Bei rund einem Drittel
der Frauen (264/768) wurde eine Andmie (Hb < 11 g/dl) beobachtet, davon waren 5,3 %
(14/264) hochgradig anamisch (Hb < 7 g/dl). Der mittlere Himoglobinwert lag bei 11,4 g/dl, die
ermittelten Werte bewegten sich zwischen 4,6 g/dl und 16,4 g/dI.

Etwa ein Funftel der Kinder kam per Kaiserschnitt zur Welt. Das mittlere Plazentagewicht lag
bei 459 g. Die leichteste Plazenta wog nur 213 g und die schwerste 602 g. Das Plazentagewicht

stieg signifikant mit zunehmender Schwangerschaftsanzahl [p.test = 0,03].
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Tabelle 3.1.1 Kenndaten der Probandinnen

Paritat P1 P2&3 P>4 Gesamt
N 280 289 201 770
Alter® (Jahre) 214+36 261+44 331+51" 262+63
[n] [278] [286] [197] [759]
Anteil Wohnort in Agogo” 50,0 54,0 41,8 49,4

[n] [140/280]  [156/289]  [84/201] [380/770]
Bildungsniveau® (0-3)* 1,1+0,6 1,0+06 08+06" 1,0+06
[n] [278] [286] [197] [761]
Anzahl  Schwangerschaftsvorsorge- 3,8 +2,2 42+24 3,7+2,0 3,9+2,0
untersuchungen®; [n] [279] [284] [196] [752]
Hamoglobin® (g/dl) 112+1,8 115+16 114+18 114+17
Anteil mit Anamie” 38,0 31,3 33,8 34,4

[n] [106/279]  [90/288]  [68/201] [264/768]
Anteil mit Fieber® 3,6 1,8 2,5 2,6

[n] [10/277] [5/286] [5/197] [20/760]
Anteil Kaiserschnittentbindungen® 21,4 20,1 25,6 22.0

[n] [60/280] [58/288]  [51/199] [169/767]
Plazentagewicht” (netto, g) 439+101  462+100 483+110° 459+ 105
[n] [276] [287] [198] [761]

P1: Primiparae, P2&3: Zweit- und Drittgebarende, P>4: Viert- und Mehrgebérende, a: Angabe als Mittelwert mit
Standardabweichung; b: Angabe in Prozent; *: definiert als: 0 = keine Schulbildung, 1 = Grundschule, 2 =
Mittelschule, 3 = Hochschulreife; {: Werte steigen signifikant mit zunehmender Schwangerschaftsanzahl; +: Werte
fallen signifikant mit zunehmender Schwangerschaftsanzahl

Die Kenndaten der Neugeborenen sind in Tabelle 3.1.2 zusammengefasst. Frihgeburtlichkeit
(Gestationsalter < 37 SSW) trat bei einem knappen Flnftel der Entbindungen auf. Das mittlere
Gestationsalter betrug 38,5 SSW, wobei das niedrigste 27,0 SSW betrug und das hochste 43,1
SSW. Der Anteil zu frilh geborener Kinder fiel signifikant mit zunehmender Paritéit [pyiend <
0,0001]. Das mittlere Gestationsalter stieg entsprechend mit zunehmender Schwangerschaftszahl
an. Allerdings unterschieden sich nur die Primiparae deutlich von den anderen beiden
Paritatsgruppen [pe.rest = 0,001].
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Tabelle 3.1.2 Kenndaten der Neugeborenen

Paritat P1 P2&3 P>4 Gesamt
N 280 289 201 770
Gestationsalter® (SSW) 38,0+24* 38,7+2,3 38,8+2,3 38,5123
[n] [280] [288] [201] [769]
Anteil mit Frithgeburtlichkeit® 26,8 15,6 12,41 18,9

[n] [75/280] [45/288] [25/201] [145/769]
Geburtsgewicht® (g) 2751+ 479 3006 +436 3104 +508" 2939 + 493
Anteil Geburtsgewicht” < 2500 g 25,8 10,8 10,5" 16,2

[n] [72/279] [31/288] [21/201] [124/768]
Anteil intrauterine Wachstums- 14,6 5,8 51" 8,5
verzogerung®; [n] [30/205] [14/243] [9/176] [53/624]

P1: Primiparae, P2&3: Zweit- und Drittgebarende, P>4: Viert- und Mehrgebarende a: Angabe als Mittelwert mit
Standardabweichung; b: Angabe in Prozent; SSW: Schwangerschaftswochen; f: Werte steigen signifikant mit
zunehmender Schwangerschaftsanzahl; +: Werte fallen signifikant mit zunehmender Schwangerschaftsanzahl; *:
Wert unterscheidet sich signifikant von den anderen beiden Paritatsgruppen

Von den Neugeborenen hatten 16 % ein Geburtsgewicht unter 2500 g. Der Anteil der
Neugeborenen mit niedrigem Geburtsgewicht fiel mit zunehmender Schwangerschaftsanzahl
[px%ena < 0,0001]. Dementsprechend stieg das mittlere Geburtsgewicht mit zunehmender Paritat
[Peest = 0,03]. Eine intrauterine Wachstumsverzégerung, d. h. ein erniedrigtes Geburtsgewicht
bei reifen Neugeborenen fand sich bei 8,5 % (53/624) der Kinder. Ihr Anteil verringerte sich mit

zunehmender Schwangerschaftsanzahl [pxztrend =0,01].

3.2 Pravalenz einer Infektion mit P. falciparum

In 98 % der mittels PCR aus peripherem Blut ermittelten Infektionen (400/408) fand sich
ausschlieBlich P. falciparum. Mischinfektionen lagen bei drei Schwangeren mit P. falciparum
und P. malariae, bei weiteren drei Probandinnen mit P. falciparum und P. ovale und bei einer
Probandin mit allen drei Spezies vor. Eine Schwangere war ausschlieflich mit P. malariae
infiziert.

Bei 52,9 % (407/770) der Schwangeren lie} sich mittels PCR eine Infektion mit P. falciparum
im peripheren Blut nachweisen, wéhrend sich mittels Mikroskopie nur bei 19,2 % (148/770) eine
Infektion zeigte [px” < 0,0001]. Sowohl die durch PCR als auch die durch Mikroskopie ermittelte
Pravalenz  einer  peripheren  P.  falciparum-Infektion  fiel ~ mit  zunehmender

Schwangerschaftsanzahl [pxztrend < 0,0001].
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Bei keinem der Neugeborenen konnte mittels PCR aus einer peripheren Blutprobe eine

kongenitale Infektion mit P. falciparum nachgewiesen werden

3.2.1 Pravalenz plazentarer Parasitamien

Die Préavalenz der durch PCR erhobenen Parasitdmien im plazentaren Blut lag mit 59,6 %
(459/770) deutlich iiber der durch Mikroskopie ermittelten von 34,3 % (264/770) [px* < 0,0001].
Der Anteil der submikroskopischen Infektionen betrug somit 42,9 % (197/459). Sowohl die
durch PCR [pxztrend = 0,006] als auch die durch Mikroskopie [pxztrend < 0,0001] ermittelte
Pravalenz einer plazentaren Infektion fiel mit zunehmender Schwangerschaftsanzahl.
Entsprechend stieg der Anteil submikroskopischer Infektionen mit zunehmender Anzahl an
Schwangerschaften [pxreng < 0,0001]. Zwei der mikroskopisch sichtbaren Infektionen konnten
mittels PCR nicht bestétigt werden (Abb. 3.2.1.1).

Abbildung 3.2.1.1 Pravalenz der Infektion mit P. falciparum im plazentaren Blut
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P1: Primiparae, P2&3: Zweit- und Drittgebdrende, P>4: Viert- und Mehrgebérende

Die plazentaren Parasitendichten aller mikroskopisch nachweisbaren Infektionen reichten von
einem bis 180.000 Parasiten pro 100 Blickfelder (P/100BF). Das geometrische Mittel lag bei 85
Parasiten pro 100 Blickfelder (95%-Konfidenzintervall: 54 bis 99). Die Parasitendichten sanken

28



in Abhangigkeit von der Paritdt statistisch signifikant ab: P1: 129 P/100BF (95 bis 175), P2&3:
66 P/100BF (42 bis 105) und P>4: 45 P/100BF (21 bis 96) [pxwr < 0,0001].

3.2.2 Pravalenz von Malariapigment

Der in der Literatur geprigte Begriff der ,plazentaren Malaria® steht fiir den Nachweis von
Parasiten und/oder Malariapigment in plazentarem Gewebe oder Blut. Davon abzugrenzen ist die
»plazentare Parasitimie®, die eine Parasitdmie im plazentaren Gefallbett beschreibt, ohne den
Nachweis von Pigment zu bericksichtigen (Kapitel 3.2.1.). Es konnte bei 30,4 % (234/769) der
Probandinnen mittels Mikroskopie Malariapigment in den Leukozyten der Plazenta als Korrelat
fiir eine chronische plazentare Infektion nachgewiesen werden. Die Pravalenz von Pigment nahm
deutlich mit zunehmender Schwangerschaftszahl ab: P1: 41,8 % (117/280); P2&3: 28,8 %
(83/288) und P>4: 16,9 % (34/201) [py’trena < 0,0001].

3.3 Einflussfaktoren auf die Pravalenz plazentarer Infektionen

Neben der Paritdit wurden als mogliche Einflussfaktoren der Wohnort, das Alter, die
Schulbildung und die H&ufigkeit der Teilnahme an der Schwangerschaftsvorsorge untersucht.
Der Wohnort (Stadt versus Land) und die Schulbildung hatten weder auf die Prdvalenz von
plazentaren Parasitdamien noch auf die Anwesenheit von Pigment einen statistisch signifikanten
Einfluss. Das Alter erwies sich dagegen als starke Einflussgréf3e. Bei Infektionsnachweis mittels
PCR nahm das Risiko einer Infektion pro zusatzlichem Lebensjahr um 5 % ab [p < 0,0001; Odds
Ratio (OR): 0,95 (0,92-0,97)] und bei Nachweis mittels Mikroskopie um 7 % [p < 0,0001; OR:
0,93 (0,90-0,95)]. Das Risiko einer chronischen plazentaren Infektion fiel sogar um 8 % pro
Lebensjahr [p < 0,0001; OR: 0,92 (0,90-0,95)]. Einen &hnlich starken Einfluss hatte die
Haufigkeit der Teilnahme an der Schwangerschaftsvorsorge. Hier verringerte sich die
Wahrscheinlichkeit eines positiven PCR-Befundes mit jedem zusétzlichen Besuch der
Schwangerschaftsvorsorge um 8 % [p = 0,01; OR: 0,92 (0,86-0,98)] und fiir einen positiven
Mikroskopiebefund um 7 % [p = 0,02; OR: 0,93 (0,86-0,99)]. Das Risiko fiir eine chronische
plazentare Infektion verringerte sich nicht signifikant durch haufige Teilnahme an der Vorsorge
[p=0,1; OR: 0,94 (0,88-1,01)].
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3.4 Klinische Manifestation der plazentaren Infektion mit P. falciparum

3.4.1 Fieber

Fieber war in der Studienpopulation eine seltene Manifestation der Infektion mit P. falciparum.
Nur 3,5 % (16/453) der durch PCR als solche identifizierten Infizierten und 1,3 % (4/307) der
nicht infizierten Miitter hatten Fieber [pyx? = 0,06]. Mikroskopisch nachweisbar infizierte Miitter
hatten mit 4,6 % (12/261) statistisch signifikant hdufiger Fieber als die nicht infizierten
Schwangeren mit 1,6 % (8/498) [py’ = 0,02]. Aufgrund der geringen Prévalenz von Fieber in der
Studiengruppe wurde es in den folgenden Analysen als Einflussfaktor mit einbezogen, nicht aber
als klinisch relevante Manifestation einer Infektion untersucht.

3.4.2 Anamie

Eine Infektion mit P. falciparum war unabh&ngig von der Nachweismethode mit einer erhdhten
Pravalenz von Anamie assoziiert [py? < 0,0001] (Tabelle 3.4.2.1 und 3.4.2.2). Die Probandinnen
mit Pigmentnachweis zeigten gegeniiber den Probandinnen ohne Pigmentbefund mit 1 g/dl die
grolte Differenz der mittleren Hdmoglobinspiegel [pt.test < 0,0001]. Die durch Mikroskopie und
PCR ermittelten infizierten Schwangeren hatten jeweils um 0,7 g/dl erniedrigte mittlere
Hamoglobinwerte im Vergleich mit ihrer nicht-infizierten Vergleichsgruppe [pe-test < 0,0001].

Tabelle 3.4.2.1 Pravalenz der Andmie in Abhédngigkeit von einer Infektion mit P. falciparum

Paritat P1 P2&3 P>4 Gesamt
Mikroskopie

Negativ 27,6 [42/152] 28,2 [55/195] 31,2 [49/157] 29,0 [146/504]
Positiv 50,4* [64/127] 38,0[35/92] 43,2 [19/44] 44,9* [118/263]
PCR

Negativ 21,4 [21/98] 19,7 [23/117] 32,3 [31/96] 24,1 [75/311]
Positiv 47,0*[85/181] 39,2*[67/171] 35,2 [37/105] 41,4* [189/457]
Pigment

Negativ 25,3 [41/162] 25,0 [51/204] 31,7 [53/167] 27,2 [145/533]
Positiv 55,6* [65/117] 47,0* [39/83] 44,1 [15/34] 50,9*[119/234]

P1: Primiparae, P2&3: Zweit- und Drittgebdarende, P>4: Viert- und Mehrgebédrende Angabe in Prozent; *: Die
Anamie-Pravalenz ist signifikant héher als in der nicht infizierten Vergleichsgruppe.
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Auch nach Stratifizierung in die drei Paritatsgruppen waren die infizierten Schwangeren h&ufiger
von Anémie betroffen als die nicht-infizierten und hatten niedrigere mittlere Hamoglobinwerte.
Nur in der Gruppe der Viert- und Mehrgebérenden war der Unterschied zwischen infizierten und

nicht-infizierten Schwangeren deutlich geringer und statistisch nicht signifikant.

Tabelle 3.4.2.2 Mittlere Hamoglobinwerte in Abhangigkeit von einer Infektion mit P.

falciparum

Paritat P1 P2&3 P>4 Gesamt
Mikroskopie

Negativ 11,7+1)9 11,7+£1,5 115+138 116 +1,7
Positiv 10,7 £1,6* 11,1 +£1,6* 112+16 10,9 £1,6*
PCR

Negativ 121+17 119+14 115+2,0 11,8+1,7
Positiv 10,8 £1,8* 11,2 +£1,6* 113+16 111 +1,7*
Pigment

Negativ 118+1,6 11,7+14 114+138 11,7+£1,6
Positiv 104 +1,8* 11,0£1,7* 112+16 10,7 £1,8*

P1: Primiparae, P2&3: Zweit- und Drittgebarende, P>4: Viert- und Mehrgebérende; Hamoglobinwert in g/dl,
Angabe als Mittelwert mit Standardabweichung; *: Der mittlere Hdmoglobinwert ist signifikant niedriger als in der
nicht infizierten Vergleichsgruppe.

3.4.3 Fruhgeburtlichkeit

Eine Infektion mit P. falciparum war tendenziell mit niedrigem Gestationsalter und somit einer
erhdhten Prévalenz von Fruhgeburtlichkeit assoziiert (Tabelle 3.4.3.1 und 3.4.3.2). Statistisch
signifikant war der Unterschied bei den chronisch infizierten Muittern, die doppelt so haufig wie
ihre Vergleichsgruppe mit negativem Pigmentnachweis ihr Kind zu frih auf die Welt brachten
[px? < 0,0001]. Entsprechend war das mittlere Gestationsalter bei den Probandinnen mit
Pigmentnachweis um eine Woche niedriger als bei den Schwangeren ohne Pigmentnachweis [p:.
Test = 0,009].

Nach Stratifizierung in die Paritatsgruppen zeigte sich, dass nur die chronisch infizierten
Primiparae ein deutlich niedrigeres Gestationsalter [petest < 0,0001] und damit eine erhdhte
Pravalenz von Frihgeburtlichkeit hatten als die Primiparae ohne Pigmentnachweis [pxz <
0,0001].
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Tabelle 3.4.3.1 Pravalenz von Fruhgeburtlichkeit in Abhdngigkeit von einer Infektion mit P.

falciparum

Paritat

P1

P2&3

P>4

Gesamt

Mikroskopie
Negativ
Positiv

PCR
Negativ
Positiv
Pigment
Negativ

Positiv

24.8 [38/153]
28,4 [36/127]

25,5 [25/98]
27,5 [50/182]

17,2 [28/163]

40,2* [47/117]

15,0 [29/194]
17,2 [16/93]

12,1 [14/116]
18,0 [31/172]

15,2 [31/204]
16,9 [14/83]

13,4 [21/157]
9,1 [4/44]

15,6 [15/96]
9,5 [10/105]

12,6 [21/167]
11,8 [4/34]

17,7 [89/504]
21,2 [56/264]

17,4 [54/310]
19,8 [91/459]

15,0 [80/534]
27,8* [65/234]

P1: Primiparae, P2&3: Zweit- und Drittgebarende, P>4: Viert- und Mehrgebérende; Angabe in Prozent; *: Die
Prévalenz von Friihgeburtlichkeit ist signifikant hdher als in der nicht-infizierten Vergleichsgruppe.

Tabelle 3.4.3.2 Mittleres Gestationsalter in Abhangigkeit von einer Infektion mit P. falciparum

Paritat P1 P2&3 P>4 Gesamt
Mikroskopie

Negativ 38,1+23 38,721 38,6 £25 385+23
Positiv 38,0+24 38,6 £2,0 38,8+ 1,6 384+2,3
PCR

Negativ 382+2,0 38,8+2,0 389+27 38,6 +2,3
Positiv 38,0+ 2,6 385+21 39,0+19 385+21
Pigment

Negativ 384+23 388+21 39,0+24 38,8+23
Positiv 37,2 £2,4* 38,5+2,0 38,617 38,1+ 2,2*

P1: Primiparae, P2&3: Zweit- und Drittgebdrende, P>4: Viert- und Mehrgebarende; Gestaionsalter in
Schwangerschaftswochen, Angabe als Mittelwert mit Standardabweichung; *: Das mittlere Gestationsalter ist

signifikant niedriger als in der nicht infizierten Vergleichsgruppe.
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3.4.4 Niedriges Geburtsgewicht und intrauterine Wachstumsverzégerung

Eine Infektion mit P. falciparum war mit einer Erniedrigung des mittleren Geburtsgewichts
assoziiert (Tabelle 3.4.4.1 und 3.4.4.2). Die durch Mikroskopie als solche ermittelten infizierten
Probandinnen brachten im Mittel ein 93 g leichteres Kind zur Welt als die nicht infizierten
Mitter [prrest = 0,01]. Bei den durch PCR ermittelten infizierten Schwangeren betrug die
Differenz 71 g [pitest = 0,04] und bei den chronisch infizierten Muttern 167 g [pr.rest < 0,0001].
Eine chronische plazentare Infektion erhohte signifikant das Risiko fur das Auftreten von

niedrigem Geburtsgewicht [py® = 0,02].

Tabelle 3.4.4.1 Pravalenz von niedrigem Geburtsgewicht in Abhédngigkeit von einer Infektion

mit P. falciparum

Paritat P1 P2&3 P>4 Gesamt
Mikroskopie

Negativ 24,3 [37/152] 11,3 [22/195] 9,6 [15/157] 14,7 [74/504]
Positiv 27,6 [35/127] 9,8 [9/92] 13,6 [6/44] 19,0 [50/263]
PCR

Negativ 20,4 [20/98] 11,1 [13/117] 12,5 [12/96] 14,5 [45/311]
Positiv 28,8 [52/181] 10,5 [18/171] 8,6 [9/105] 17,3 [79/457]
Pigment

Negativ 19,1 [31/162] 11,2 [23/205] 10,8 [18/167] 13,5 [72/534]
Positiv 35,0%[41/117] 9,8 [8/82] 8,8 [3/34] 22,3* [52/233]

P1: Primiparae, P2&3: Zweit- und Drittgebarende, P>4: Viert- und Mehrgebérende; Angabe in Prozent; *: Die
Prévalenz von niedrigem Geburtsgewicht ist signifikant hoher als in der nicht infizierten Vergleichsgruppe.

Nach Stratifizierung in die einzelnen Paritatsgruppen zeigten nur die infizierten Primiparae
gegenuber der negativen Vergleichsgruppe deutliche Unterschiede: Ein positiver PCR-Befund
und eine chronische plazentare Infektion waren signifikant mit einer Senkung des mittleren
Geburtsgewichts assoziiert [prrest = 0,009]. Die Neugeborenen der chronisch infizierten
Primiparae hatten fast doppelt so haufig ein zu niedriges Geburtsgewicht wie die Kinder der
Primiparae ohne Pigmentnachweis [py? = 0,002].

Das Auftreten von intrauteriner Wachstumsverzégerung erwies sich als unabhédngig von der

Infektion mit P. falciparum.
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Tabelle 3.4.4.2 Mittleres Geburtsgewicht in Abhangigkeit von einer Infektion mit P. falciparum

Paritat P1 P2&3 P>4 Gesamt
Mikroskopie

Negativ 2790 £+ 469 3004 + 437 3106 £+ 518 2971 + 489
Positiv 2705 + 89 3015 + 438 3095+ 476 2875 + 498*
PCR

Negativ 2834 £ 422 3036 + 439 3067 £+ 528 2982 +£ 473
Positiv 2706 + 503* 2986 + 434 3138 + 489 2910 £ 505*
Pigment

Negativ 2826 £ 476 3027 £ 456 3104 £ 507 2990 £ 491
Positiv 2648 + 466* 2957 + 382 3106 £+ 519 2823 +481*

P1: Primiparae, P2&3: Zweit- und Drittgebdrende, P>4: Viert- und Mehrgebérende; Geburtsgewicht in Gramm,
Angabe als Mittelwert mit Standardabweichung; *: Das mittlere Geburtsgewicht ist signifikant niedriger als in der
nicht-infizierten Vergleichsgruppe.

3.5 Einflussfaktoren auf die klinischen Befunde

Neben der Paritit und der plazentaren Infektion wurden das Alter, der Wohnort, das
Bildungsniveau, die Haufigkeit der Teilnahme an der Schwangerschaftsvorsorge und Fieber als
maogliche Einflussfaktoren auf die Pravalenz von Andmie, Frihgeburtlichkeit und niedrigem
Geburtsgewicht untersucht. Als Risikofaktor fir Frihgeburtlichkeit wurde zusatzlich Anédmie
und als Risikofaktoren fir ein niedriges Geburtsgewicht Andmie und Frihgeburtlichkeit in die

Analysen miteinbezogen.

3.5.1 Anadmie

Das Alter, die Schulbildung und der Wohnort der Probandin hatten keinen Einfluss auf die
Préavalenz der Andmie. Miitter mit Fieber waren signifikant haufiger andmisch als Mutter ohne
Fieber: 60 % (12/20) versus 33,5 % (247/738) [py’ = 0,01]. Die Haufigkeit der Teilnahme an der
Schwangerschaftsvorsorge war ebenfalls signifikant mit Andmie assoziiert. Mit jedem
zusatzlichen Besuch der VVorsorge reduzierte sich das Risiko einer Andmie um 15 % [p < 0,0001;
OR: 0,85 (0,79-0,91)].
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3.5.2 Fruhgeburtlichkeit

Anédmie zeigte sich als Risikofaktor fir Frihgeburtlichkeit. Es kamen 23,1 % (61/264) der
Kinder andmischer Mdtter zu frih auf die Welt und 16,7 % (84/503) der Kinder von Mittern
ohne Anamie [py’ = 0,03]. Die Teilnahme an der Schwangerschaftsvorsorge reduzierte das
Risiko von Frihgeburtlichkeit deutlich um 9 % pro Besuch [p = 0,02; OR: 0,91 (0,83-0,99)].
Weder das Alter der Mitter noch Wohnort, Schulbildung und Fieber beeinflussten die Pravalenz

von Friihgeburtlichkeit.

3.5.3 Niedriges Geburtsgewicht

Einen deutlichen Einfluss auf das Geburtsgewicht zeigte die mdtterliche Anédmie. 22 % (58/264)
der andmischen Mitter brachten ein Kind mit einem Geburtsgewicht unter 2500 g zur Welt. Bei
den Miittern ohne Andmie waren es nur 13,1 % (66/504) [py” = 0,001]. ErwartungsgemaR war
das Risiko fir ein niedriges Geburtsgewicht bei Friihgeburtlichkeit am grofiten. 49 % (71/145)
der zu friih geborenen Kinder waren untergewichtig, dagegen nur 8,5 % (53/624) der
termingerechten Neugeborenen [py? < 0,0001]. Das Alter der Miitter reduzierte das Risiko fur
niedriges Geburtsgewicht um 5 % pro Lebensjahr [p = 0,002; OR: 0,95 (0,92-0,98)]. Ebenso
sank mit jedem Besuch der Schwangerschaftsvorsorge die Wahrscheinlichkeit von niedrigem
Geburtsgewicht um 12 % [p = 0,005; OR: 0,88 (0,80-0,96]. Fieber, der Wohnort und die

Schulbildung der Miitter wirkten sich nicht auf das Geburtsgewicht der Neugeborenen aus.

3.6 Pravalenz antiparasitarer Medikamentenspiegel

3.6.1 Pyrimethamin

Eine Pyrimethaminkonzentration von > 10 ng/ml zum Zeitpunkt der Entbindung wurde als
prophylaktischer Spiegel und ein Wert von 1-9 ng/ml als grenzwertiger Spiegel definiert
(Eggelte, 1990: Eggelte TA, personliche Mitteilung). Von den 770 Schwangeren wiesen 35,7 %
(n = 275) einen prophylaktischen Pyrimethaminspiegel auf, bei 42,5 % (n = 327) lagen
grenzwertige Spiegel vor und 21,8 % (n = 168) hatten kein Pyrimethamin im Blut. Fur die
grenzwertigen Befunde lag das geometrische Mittel der Spiegel bei 2 ng/ml (95%-
Konfidenzintervall: 2-3 ng/ml) und fir die prophylaktischen Spiegel bei 43 ng/ml (95%-
Konfidenzintervall: 39-47 ng/ml).
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3.6.1.1 Einflussfaktoren auf die Pravalenz von Pyrimethamin

Neben der Paritat wurde der Einfluss des Alters, des Wohnortes, der Schulbildung und der
Haufigkeit der Teilnahme an der Schwangerschaftsvorsorge auf das Vorliegen von
Pyrimethamin untersucht. Das Alter und die Paritdt der Frauen hatten keinen signifikanten
Einfluss auf die Prévalenz von Pyrimethamin. Sowohl in der univariaten als auch in der
multivariaten Analyse zeigten der Wohnort, das Bildungsniveau und die Hé&ufigkeit der
Teilnahme an der Schwangerschaftsvorsorge Assoziationen mit dem Vorliegen von
prophylaktischen und grenzwertigen Pyrimethaminspiegeln (Tabelle 3.6.2.1).

Frauen aus Agogo hatten haufiger Pyrimethamin im Blut als die Schwangeren aus den
umliegenden Dorfern. Ein hoheres Bildungsniveau war deutlich mit einer hoheren
Wahrscheinlichkeit von grenzwertigen und prophylaktischen Spiegeln assoziiert. Schwangere,
die die Vorsorge oft wahrnahmen, hatten deutlich haufiger prophylaktische Spiegel. Beziiglich

der grenzwertigen Befunde war dieser Zusammenhang nicht signifikant.

Tabelle 3.6.2.1 Einflussfaktoren auf die Prdvalenz von grenzwertigen und prophylaktischen

Pyrimethaminspiegeln

Pyrimethamin-Konzentration

grenzwertig prophylaktisch

Odds Ratio [KI] p-Wert Odds Ratio [KI] p-Wert
Univariat
Agogo” 2,07 [1,39-3,09] 0,0002 1,75 [1,16-2,64] 0,005
Bildungsniveau* 1,54 [1,01-2,14] 0,01 1,53[1,08-2,16] 0,01
ANC 1,07 [0,98-1,18] 0,1 1,28 [1,17-1,41] <0,0001
Multivariat
Agogo” 1,93 [1,3-2,84] 0,001 1,61 [1,07-2,42] 0,02
Bildungsniveau* 1,54 [1,08-2,2] 0,01 1,56 [1,1-2,18] 0,01
ANC 1,05 [0,95-1,15] 0,4 1,25[1,14-1,38] < 0,0001

P1: Primiparae, P2&3: Zweit- und Drittgebédrende, P>4: Viert- und Mehrgebérende; Kl: Konfidenzintervall; ANC :
engl.: Antenatal Care = Schwangerschaftsvorsorge; *: definiert als: 0 = keine Schulbildung, 1 = Grundschule, 2 =
Mittelschule, 3 = Hochschulreife; +: Wohnort in der Stadt
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3.6.2 Chloroquin

Es lieB sich bei 17,8 % der Schwangeren (137/770) Chloroquin von > 10 ng/ml im peripheren
Blut nachweisen. Weder das Alter noch die Paritat, der Wohnort, die Schulbildung oder die
Héaufigkeit der Teilnahme an der Schwangerschaftsvorsorge waren signifikant mit der Pravalenz
von Chloroquin im Blut assoziiert. Bei 10 % (77/770) aller Schwangeren fand sich weder
Pyrimethamin noch Chloroquin. VVon den 168 Frauen ohne Pyrimethaminnachweis hatten 18,5 %
(31/168) und von den 602 Frauen mit prophylaktischem oder grenzwertigem
Pyrimethaminbefund hatten 17,6 % (106/602) Chloroquin im Blut.

Chloroquin hatte weder auf die Prdvalenz einer akuten noch einer chronischen plazentaren
Infektion mit P. falciparum signifikanten Einfluss. Auch auf die klinischen Manifestationen der
plazentaren Malaria: Fieber, Andmie, niedriges Geburtsgewicht und Frihgeburtlichkeit zeigte
die Anwesenheit von Chloroquin keinen wesentlichen Effekt. Deswegen wurde die Pravalenz
von Chloroquin nur noch bezlglich des maternofetalen Transfers (Kapitel 3.11.2) beruicksichtigt.

3.7 Effekte von Pyrimethamin auf die Pravalenz plazentarer Infektionen

Schwangere, bei denen sich kein Pyrimethamin im peripheren Blut nachweisen lie}, waren
haufiger mit P. falciparum infiziert als Frauen mit prophylaktischen bzw. grenzwertigen
Pyrimethaminspiegeln [py? = 0,01]. Es zeigte sich auBerdem ein signifikant abnehmender Trend
der Infektionprivalenz mit steigendem Pyrimethaminspiegel [py’rens = 0,01] (Tabelle 3.7.1).
Nach Stratifizierung in die drei Paritdtsgruppen waren die Primiparae mit negativem
Pyrimethaminbefund unabhéngig von der Nachweismethode der Infektion signifikant haufiger
infiziert als die Primiparae mit grenzwertigen bzw. prophylaktischen Pyrimethaminspiegeln
[jeweils Py> = 0,04]. Es zeigte sich ebenfalls ein deutlich abnehmender Trend der
Infektionshaufigkeit bei Primiparae mit grenzwertigen Pyrimethaminspiegeln gegentber den
Primiparae mit negativem Pyrimethaminbefund. Die Primiparae mit prophylaktischen Spiegeln
waren wiederum noch seltener infiziert als die Primiparae mit grenzwertigen Spiegeln [jeweils
sztrend = 0,004]. Bei den Multiparae war der positive Einfluss vorhandener Pyrimethaminspiegel

auf die Prévalenz einer Infektion nicht signifikant.
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Tabelle 3.7.1 Effekte von Pyrimethamin auf die Prdvalenz einer plazentaren Infektion mit P.

falciparum

Pravalenz (%, n/n) Paritat Gesamt
von P. falciparum 1 2&3 >4

getrennt nach

Pyrimethaminspiegel

Mikroskopie
Negativ 63,2 [36/57] 33,9 [20/59] 23,1 [12/52] 40,5 [68/168]
Grenzwertig 46,3 [66/121]* 32,3 [42/130] 22,4 [17/76] 35,2 [115/327]

Prophylaktisch 34,3 [35/102]*" 31,0 [31/100] 20,6 [15/73]  29,5[81/275]*"

Negativ 80,7[46/57]  66,1[39/59] 59,6 [31/52] 69,1 [116/168]

Grenzwertig 66,1[80/121]* 59,2 [77/130] 51,3[39/76] 59,6 [195/327]*

Prophylaktisch 54,9 [56/102]*" 56,0 [56/100] 48,0 [35/73] 53,8 [148/275]*
Pigment

Negativ 52,6 [30/57]  32,2[19/59]  19,2[10/52] 35,1 [59/168]

Grenzwertig 455 [55/121] 30,8 [40/130] 19,7 [15/76] 33,6 [110/327]

Prophylaktisch 31,4 [32/102]*" 24,0 [24/100] 12,3 [9/73] 23,6 [65/275]*

P1: Primiparae, P2&3: Zweit- und Drittgebarende, P>4: Viert- und Mehrgebérende; *: Die Infektionspravalenz ist
signifikant niedriger als in der Pyrimethamin-negativen Vergleichsgruppe. T: Werte zeigen signifikant abnehmenden
Trend mit zunehmendem Pyrimethaminspiegel.

Die plazentaren Parasitendichten wurden durch die prophylaktische Einnahme von
Pyrimethamin nicht signifikant beeinflusst [pxwr = 0,2]. Nach Stratifizierung in die
Paritatsgruppen zeigte sich, dass Primiparae mit prophylaktischen und grenzwertigen
Pyrimethaminspiegeln mit 68 P/100BF (95%-Konfidenzintervall: 42 bis 105) deutlich niedrigere
plazentare Parasitendichten hatten als Schwangere ohne Pyrimethamin im Blut: 121 P/100BF (95
bis 175)[pkwr = 0,004]. Bei den Multiparae war dieser Zusammenhang wiederum nur tendenziell

sichtbar.

3.8 Effekte von Pyrimethamin auf die klinischen Befunde

3.8.1 Anamie

Schwangere mit Pyrimethamin im Blut hatten seltener eine Andmie und hohere mittlere
H&moglobinwerte als Mutter ohne Pyrimethaminspiegel [pxz = 0,0009 und Py1est = 0,02] (Tabelle
3.8.1.1 und Tabelle 3.8.1.2).
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Tabelle 3.8.1.1 Pravalenz der Andmie in Abhédngigkeit von der Pyrimethaminkonzentration

Pravalenz (%, n/n) Paritat Gesamt
von Andmie getrennt

nach Pyrimethamin- 2&3 24

spiegel
Negativ 56,1[32/57]  47,5[28/59]  36,5[19/52] 47,0 [79/168]
Grenzwertig 35,5 [43/121] 27,7 [36/130] 32,9 [25/76] 31,8  [104/327]

Prophylaktisch 30,477 [31/102] 26,07 [26/100] 32,9[24/73] 29,57 [81/275]

P1: Primiparae, P2&3: Zweit- und Drittgebdrende, P>4: Viert- und Mehrgebdrende; *: Die Anédmieprévalenz ist
signifikant niedriger als in der Pyrimethamin-negativen Vergleichsgruppe. 1: Werte zeigen signifikant abnehmenden
Trend mit zunehmendem Pyrimethaminspiegel.

Noch deutlicher zeigte sich dieser Unterschied nach Stratifizierung in die drei Paritatsgruppen
bei den Primiparae [py? = 0,007 und perest = 0,02]. Auch bei den Zweit- und Drittgebarenden
waren die Mutter mit grenzwertigen und prophylaktischen Pyrimethaminspiegeln seltener von
Andmie betroffen und hatten hohere mittlere Himoglobinwerte [px2 = 0,04 und petest = 0,04].
Fir die Gesamtgruppe, die Primiparae und die Zweit- und Drittgebérenden liel} sich auBerdem
Trends abnehmender Andmiepravalenz mit zunehmenden Pyrimethaminspiegeln beobachten
[pX%ens = 0,01]. Bei den Viert- und Mehrgebarenden zeigten sich keine signifikanten

Zusammenhange.

Tabelle 3.8.1.2 Hamoglobinwerte in Abhdngigkeit von der Pyrimethaminkonzentration

Hamoglobinwert® Paritat Gesamt

(g/dl) getrennt nach

Pyrimethaminspiegel 2&3 24
Negativ 106 +2,1 11,3+1,8 115+17 11,1+2,0
Grenzwertig 11,3+ 1,7* 11,7 + 1,4* 11,4+ 17 11,5+ 1,6*
Prophylaktisch 116+1,7* 11,7+ 1,7* 11,3+1,8 115+1,7*

Pyrimethamin-negativen Vergleichsgruppe. P1: Primiparae, P2&3: Zweit- und Drittgebirende, P>4: Viert- und
Mehrgebdrende; a: Angabe als Mittelwert mit Standardabweichung; *: Der mittlere Himoglobinwert ist signifikant
hoher als in der Pyrimethamin-negativen Vergleichsgruppe.
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3.8.2.Fruhgeburtlichkeit

Vorhandene Pyrimethaminspiegel hatten auch nach Stratifizierung in die Paritatsgruppen keinen
relevanten Einfluss auf die Pravalenz von Fruhgeburtlichkeit. (Tabelle 3.8.2.1 und Tabelle
3.8.2.2).

Tabelle 3.8.2.1 Pravalenz von Fruhgeburtlichkeit in  Abhéngigkeit wvon  der

Pyrimethaminkonzentration

Préavalenz (%, n/n) Paritat Gesamt
von Frihgeburt-

lichkeit getrennt nach 2&3 24
Pyrimethaminspiegel

Negativ 24,6 [14/57]  22,0[13/59]  13,5[7/52] 20,2 [34/168]
Grenzwertig 20,7 [25/121] 21,5[28/130] 13,2[10/76] 19,2 [63/327]
Prophylaktisch 21,6 [22/102] 17,0 [17/100] 13,6 [10/73] 17,8 [49/275]

P1: Primiparae, P2&3: Zweit- und Drittgebarende, P>4: Viert- und Mehrgebdrende

Tabelle 3.8.2.2 Gestationsalter in Abhéngigkeit von der Pyrimethaminkonzentration

Gestationsalter® Paritat Gesamt

(SSW) getrennt nach

Pyrimethaminspiegel 2&3 24
Negativ 38,2+23 384+20 38,7+2.2 38,4+2.2
Grenzwertig 38,0+2,6 385+21 38,7+2.2 385+24
Prophylaktisch 380+21 38,7+2,0 38,625 385+2.2

P1: Primiparae, P2&3: Zweit- und Drittgebarende, P>4: Viert- und Mehrgebérende; a: Angabe als Mittelwert mit
Standardabweichung; SSW: Schwangerschaftswochen

3.8.3 Niedriges Geburtsgewicht

Auch auf die Pravalenz von niedrigem Geburtsgewicht zeigten vorhandene Pyrimethaminspiegel
keinen relevanten Einfluss (Tabelle 3.8.3.1 und Tabelle 3.8.3.2). Auch nach Stratifizierung in die
Paritatsgruppen ergaben sich keine signifikanten Zusammenhénge.
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3.8.3.1 Tabelle Prévalenz von niedrigem Geburtsgewicht in Abhdngigkeit von der

Pyrimethaminkonzentration

Pravalenz (%, n/n) Paritat Gesamt
von niedrigem

Geburtsgewicht 2&3 >4

getrennt nach
Pyrimethaminspiegel

Negativ 26,3[15/57] 15,3 [9/59] 11,5 [6/52] 17,9 [30/168]
Grenzwertig 256 [31/121]  11,5[15/130] 9,2 [7/76] 16,2 [53/327]
Prophylaktisch 25,5 [26/102] 7,0 [7/100] 10,9 [8/73] 14,9 [41/275]

P1: Primiparae, P2&3: Zweit- und Drittgebdrende, P>4: Viert- und Mehrgebérende

3.8.3.2 Tabelle Geburtsgewicht in Abhéngigkeit von der Pyrimethaminkonzentration

Geburtsgewicht? Paritat Gesamt
getrennt nach
Pyrimethaminspiegel 1 2&3 24
Negativ 2865 + 543 2901 + 464 3070 + 568 2969 + 539
Grenzwertig 2793 + 435 3009 + 428 3140 + 491 2924 + 481

Prophylaktisch 2756 + 483 3073 £ 419 3119 + 475 2939 + 480

P1: Primiparae, P2&3: Zweit- und Drittgebiarende, P>4: Viert- und Mehrgebérende, a: Angabe als Mittelwert mit
Standardabweichung in Gramm

3.9 Effekte von Pyrimethamin bei vorliegender plazentarer Infektion

In den folgenden Berechnungen wurden die durch PCR ermittelten infektiologischen Daten als
Nachweis einer akuten Infektion und die Pigmentbefunde als Korrelat fiir eine chronische
Infektion verwendet. Die mittels Mikroskopie erhobenen Daten wurden nicht mehr gesondert

berucksichtigt.

3.9.1 Anadmie

Vorhandene prophylaktische oder grenzwertige Pyrimethaminspiegel senkten die
Andmiepravalenz bei den infizierten Probandinnen (Tabelle 3.9.1.1). Signifikant war dieser
Zusammenhang nur bei den Primiparae [py? = 0,04]. Bei diesen zeigte sich auBerdem ein
deutlich abnehmender Trend der An&mieprévalenz in  Abhdngigkeit wvon der

Pyrimethaminkonzentration [pxztrend =0,03].
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Tabelle 3.9.1.1 Einfluss von Pyrimethamin auf die Prévalenz von Andmie bei infizierten

Schwangeren

Pravalenz (%, n/n) Paritat Gesamt

von Anamie getrennt

nach Pyrimethamin- 1 2&3 24

spiegel

PCR positiv
Negativ 63,0 [29/46] 46,2 [18/39] 29,0 [9/31] 47,4 [55/116]
Grenzwertig 43,8°[35/80]  43,3[29/67] 30,8 [12/39] 41,8 [76/185]
Prophylaktisch 39,3"7[22/56] 45,5 [30/66] 31,4 [11/35] 39,8 [63/158]

Pigment positiv

Negativ
Grenzwertig

Prophylaktisch

73,3 [22/30]
52,7 [29/55]
43,8 [14/32]

42,1 [8/19]
40,0 [12/30]
44,1 [15/34]

60,0 [6/10]
33,3 [5/15]
44,4 [419]

61,0 [36/59]
46,0 [46/100]
44,0 [33/75]

P1: Primiparae, P2&3: Zweit- und Drittgebirende, P>4: Viert- und Mehrgebdrende; *: Die Andmiepravalenz ist
signifikant niedriger als in der Pyrimethamin-negativen Vergleichsgruppe. 1: Werte fallen signifikant mit
zunehemndem Pyrimethaminspiegel.

Die mittleren Hamoglobinwerte waren tendenziell hoher bei den infizierten Mduttern mit
Pyrimethaminspiegeln als bei den infizierten Probandinnen ohne Pyrimethaminnachweis.
Signifikant war dieser Unterschied nur bei den

Primiparae mit prophylaktischen

Pyrimethaminspiegeln [petest = 0,04] (Tabelle 3.9.1.2).
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Tabelle 3.9.1.2 Einfluss von Pyrimethamin auf die mittleren Hdmoglobinwerte bei infizierten

Schwangeren

Hamoglobinwerte? Paritat Gesamt
(g/dl) getrennt nach

Pyrimethaminpiegel 2&3 24

PCR positiv
Negativ 10,3+£2,0 111+19 114+138 109+2,0
Grenzwertig 10,8+ 1,6 11,3+1,3 11,3+1,4 11,3+1,5
Prophylaktisch 11,2+ 1,7* 11,0+1,7 11,3+1,6 11,1+1,7

Pigment positiv
Negativ 9,8+2,0 112+138 105+1,38 10,0+ 2,0
Grenzwertig 105+£1,6 114+138 112+15 11,0+£1,7
Prophylaktisch 10,8 + 1,8* 11,0+16 10,8 + 0,9 10,9+16

P1: Primiparae, P2&3: Zweit- und Drittgebarende, P>4: Viert- und Mehrgebérende; a: Angabe als Mittelwert mit
Standardabweichung; *: Wert ist signifikant hoher als in der Pyrimethamin-negativen Vergleichsgruppe.

3.9.2 Fruhgeburtlichkeit

Bei vorliegender Infektion hatten die vorhandenen Pyrimethaminspiegel nur einen tendenziell
positiven Einfluss auf die Pravalenz von Fruhgeburtlichkeit.

Entsprechend unterschieden sich die Werte fur das mittlere Gestationsalter nicht signifikant in
Abhéngigkeit von der Pyrimethaminkonzentration. Auch die Stratifizierung in die

Paritatsgruppen ergab keine signifikanten Zusammenhange (Tabelle 3.9.2.1 und Tabelle 3.9.2.2).
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Tabelle 3.9.2.1 Einfluss von Pyrimethamin auf die Prévalenz von Frihgeburtlichkeit bei

infizierten Schwangeren

Préavalenz (%, n/n)
von Frihgeburtlich-
keit getrennt nach
Pyrimethaminspiegel

Gesamt

PCR positiv
Negativ
Grenzwertig
Prophylaktisch
Pigment positiv

Negativ
Grenzwertig

Prophylaktisch

Paritat

1 2&3 >4

28,3 [13/46] 28,2 [11/39] 9,7 [3/31]
25,0 [20/80] 22,3 [15/67] 10,3 [4/39]
21,4 [12/56] 21,2 [14/66] 8,6 [3/35]
30,0 [9/30] 31,6 [6/19] 20,0 [2/10]
32,7 [18/55] 13,3 [4/30] 13,3 [2/15]
31,3 [10/32] 11,8 [4/34] 0 [0/9]

23,3 [27/116]
21,1 [39/185]
17,7 [28/158]

28,8 [17/59]
24,0 [24/100]
18,7 [14/75]

P1: Primiparae, P2&3: Zweit- und Drittgebiarende, P>4: Viert- und Mehrgeb&rende

Tabelle 3.9.2.2 Einfluss von Pyrimethamin auf das mittlere Gestationsalter bei infizierten

Schwangeren

Gestationsalter® Paritat Gesamt

(SSW) getrennt nach

Pyrimethaminspiegel 2&3 24

PCR
Negativ 384+24 383+21 389+18 385+22
Grenzwertig 38,2+2,8 386+2,1 38,8+1,8 386+24
Prophylaktisch 38,6 +2,3 38,7+2,0 38,7+2,0 387+21

Pigment
Negativ 38,2+2,2 38,6 £2,3 384+19 38,5122
Grenzwertig 37,9+£2,6 38,8+2,0 38,5+1,8 383+24
Prophylaktisch 382+22 38,9+20 388+1,1 38,6 £2,0

P1: Primiparae, P2&3: Zweit- und Drittgebdrende, P>4: Viert- und Mehrgebérende; a: Angabe als Mittelwert und
Standardabweichung; SSW: Schwangerschaftswochen
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3.9.3 Niedriges Geburtsgewicht

Das Auftreten von niedrigem Geburtsgewicht bei infizierten Schwangeren war auch nach

Stratifizierung in die drei Paritatsgruppen nicht mit der Pyrimethaminkonzentration assoziiert

(Tabelle 3.9.3.1 und Tabelle 3.9.3.2).

Tabelle 3.9.3.1 Einfluss von Pyrimethamin auf die Pravalenz von niedrigem Geburtsgewicht bei

infizierten Schwangeren

Pravalenz (%, n/n) Paritat Gesamt

von niedrigem

Geburtsgewicht 2&3 24

getrennt nach

Pyrimethaminspiegel

PCR positiv
Negativ 28,3 [13/46] 15,4 [6/39] 9,6 [3/31] 19,0 [22/116]
Grenzwertig 30,0 [24/80] 13,4 [9/67] 7,7 [3/39] 19,5 [36/185]
Prophylaktisch 26,8 [15/56] 4,5 [3/66] 8,5 [3/35] 13,2 [21/158]

Pigment positiv
Negativ 36,7 [11/30] 15,8 [3/19] 10,0 [1/10] 25,4 [15/59]
Grenzwertig 32,7 [18/55] 10,0 [3/30] 13,3 [2/15] 23,0 [23/100]
Prophylaktisch 25,0 [8/32] 5,9 [2/34] 0 [0/9] 13,3 [10/75]

P1: Primiparae, P2&3: Zweit- und Drittgebédrende, P>4: Viert- und Mehrgebarende
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Tabelle 3.9.3.1 Einfluss von Pyrimethamin auf das mittlere Geburtsgewicht bei infizierten

Schwangeren

Geburtsgewicht® () Paritat Gesamt

getrennt nach

Pyrimethaminspiegel 2&3 24

PCR positiv
Negativ 2735 + 537 2847 £ 423 3060 £ 552 2853 £ 535
Grenzwertig 2634 + 447 2965 + 445 3079 £ 451 2859 + 488
Prophylaktisch 2731 +530 3006 + 465 3098 + 463 2993 + 496

Pigment positiv
Negativ 2697 + 521 2851 + 339 3189 + 439 2881 +£471
Grenzwertig 2611 + 390 2994 + 444 3119 + 693 2897 £ 528
Prophylaktisch 2743 + 480 2985 + 342 3290 £+ 169 2981 + 409

P1: Primiparae, P2&3: Zweit- und Drittgebdrende, P>4: Viert- und Mehrgebérende; a: Angabe als Mittelwert und
Standardabweichung; SSW: Schwangerschaftswochen

3.10 Multivariate Analysen

3.10.1 Pyrimethaminnachweis und plazentare Infektion mit P. falciparum

In den folgenden multivariaten Analysen soll der Einfluss vorhandener Pyrimethaminspiegel im
Blut auf die Infektion mit P. falciparum untersucht werden. Berticksichtigt wurden auRerdem
alle anderen Faktoren, die in den univariaten Analysen sowohl mit einer akuten (PCR) als auch
mit einer chronischen (Pigment-positiven) Infektion signifikant assoziiert waren.

Sowohl grenzwertige als auch prophylaktische Pyrimethaminspiegel reduzierten das Risiko einer
akuten Infektion mit P. falciparum in multivariater Analyse (Tabelle 3.10.1.1). AuRerdem hatten
Viert- und Mehrgebdarende deutlich seltener eine akute plazentare Infektion als Primiparae. Fir
die Zweit- und Drittgebdrenden war das Risiko einer akuten Infektion gegenuiber den Primiparae
wiederum nicht signifikant reduziert. Zusétzlich hatten das Alter und die Teilnahme an der
Schwangerschaftsvorsorge einen deutlichen Einfluss auf das Vorliegen einer akuten Infektion
der Plazenta mit P. falciparum. Pro Lebensjahr sank das Risiko einer akuten plazentaren

Infektion um 6 % und um 8 % pro Besuch der Schwangerschaftsvorsorge.
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Tabelle 3.10.1.1 Assoziation von Pyrimethamin und anderen Faktoren mit der Pravalenz von

akuten plazentaren Infektionen durch P. falciparum

Univariat Multivariat

Pravalenz % [n] Odds Ratio [KI] p-Wert  Odds Ratio [KI] p-Wert
Pyrimethamin
Negativ 69,1 [168] 1 1
Grenzwertig 59,6 [327] 0,61[0,40-0,91] 0,01 0,66 [0,43-1,00] 0,04
Prophylaktisch 53,8 [275] 0,58 [0,39-0,87] 0,005 0,56 [0,37-0,84] 0,005
Paritat
P1 65,0 [280] 1 1
P2&3 59,5 [289] 0,79 [0,56-1,11] 0,2 0,81[0,57-1,15] 0,3
P>4 52,2 [201] 0,58 [0,39-0,84] 0,004 0,59 [0,41-0,85] 0,005
ANC” n.a. 0,92 [0,86-0,98] 0,01 0,92 [0,86-0,99] 0,01
Alter” n.a. 0,95[0,92-0,97] <0,0001 0,95[0,92-0,97] <0,0001

ANC: engl.: Antenatal Care = Schwangerschaftsvorsorge; +: Risikominderung pro Vorsorgebesuch; *:
Risikominderung pro Lebensjahr; KI = 95%-iges Konfidenzintervall; n.a. = nicht anwendbar

Das Risiko einer Pigment-positiven Infektion der Plazenta mit P. falciparum wurde durch
vorhandenen Pyrimethaminspiegel im Blut reduziert (Tabelle 3.10.1.2). Signifikant war dieser
Zusammenhang nur beziiglich prophylaktischer Spiegel in der univariaten Analyse. AuRRerdem
hatte die Anzahl der Schwangerschaften einen groRen Einfluss auf das Vorliegen einer
chronischen Infektion. So war das Risiko fur eine chronische Infektion bereits bei den Zweit-
und Drittgebarenden gegeniiber den Primiparae um die Halfte reduziert. Noch deutlicher war der
Unterschied zwischen den Viert- und Mehrgebérenden und den Primiparae.

Einen positiven Effekt zeigte das Alter. Das Risiko einer chronischen Infektion sank um 5 % pro

zusatzliches Lebensjahr.
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Tabelle 3.10.1.2 Assoziation von Pyrimethamin und anderen Faktoren mit der Pravalenz von

Malariapigment

Univariat Multivariat
Pravalenz % [n] Odds Ratio [KI] p-Wert  Odds Ratio [KI] p-Wert

Pyrimethamin

Negativ 35,1 [168] 1 1

Grenzwertig 33,6 [327] 0,76 [0,50-1,14] 0,2 0,82 [0,55-1,21] 04
Prophylaktisch 23,6 [275] 0,65 [0,42-0,99] 0,04 0,69 [0,46-1,05] 0,08
Paritat

P1 41,8 [280] 1 1

P2&3 28,8 [288] 0,55 [0,41-0,78] 0,001 0,56 [0,40-0,80] 0,001
P>4 16,9 [201] 0,27[0,17-0,43] <0,0001 0,28[0,18-0,44] <0,0001
Alter” n.a. 0,92 [0,90-0,95] <0,0001 0,94[0,92-0,96] < 0,0001

*: Risikominderung pro Lebensjahr; KI = 95%-iges Konfidenzintervall; n.a. = nicht anwendbar

3.10.2 Pyrimethaminnachweis und klinische Befunde

3.10.2.1 Anamie

In der multivariaten Analyse wurden alle Faktoren berucksichtigt, die univariat signifikant mit
einer Andmie assoziiert waren. Prophylaktische Pyrimethaminspiegel reduzierten signifikant das
Risiko einer Andmie (Tabelle 3.10.2.1). Der Effekt grenzwertiger Spiegel zeigte sich dagegen in
der multivariaten Analyse als nicht ausreichend fir eine Minderung des Anamierisikos. Einen
besonders positiven Einfluss hatte die Schwangerschaftsvorsorge. Durch jeden zusétzlichen
Besuch der Vorsorge reduzierte sich das Risiko flr eine Andmie um 14 %.

Der grofite Risikofaktor fur das Auftreten einer Andmie war eine chronische Infektion der
Plazenta. Auch das Vorliegen einer akuten plazentaren Infektion und das Vorhandensein von
Fieber erhohten das Risiko einer Andmie, allerdings waren diese Zusammenhdnge in der

multivariaten Analyse statistisch nicht signifikant.
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Tabelle 3.10.2.1 Assoziation von Pyrimethamin und anderen Faktoren mit der Pravalenz von

Anamie

Univariat Multivariat
Pravalenz % [n] Odds Ratio [KI] p-Wert  Odds Ratio [KI] p-Wert

Pyrimethamin

negativ 47,0 [168] 1 1

grenzwertig 31,8 [327] 0,65 [0,44-0,96] 0,03 0,78 [0,51-1,19] 0,1
prophylaktisch 29,5 [275] 0,63[0,43-0,93] 0,02 0,65 [0,43-0,97] 0,03
ANC* n.a. 0,85[0,80-0,91] <0,0001 0,86 [0,80-0,93] <0,0001
Pigment

Negativ 27,2 [533] 1 1

Positiv 50,9 [234] 2,77 [2,01-3,81] <0,0001 2,70[1,92-3,70] <0,0001
PCR

Negativ 24,1 [311] 1 1

Positiv 41,4 [457] 2,22 [1,61-3,06] <0,0001 1,38[0,95-2,0] 0,09
Fieber

Nicht vorhanden 33,5 [738] 1 1

Vorhanden 60,0 [20] 2,98 [1,20-7,39] 0,01 2,42 [0,94-6,27] 0,07

ANC: engl.: Antenatal Care = Schwangerschaftsvorsorge; +: Risikominderung pro Vorsorgebesuch; Kl = 95%-iges
Konfidenzintervall; n.a. = nicht anwendbar

3.10.2.2 Frihgeburtlichkeit

Waéhrend in den univariaten Analysen das Vorliegen einer chronischen Infektion der Plazenta
das Risiko von Friihgeburtlichkeit noch signifikant erhohte, liel} sich dieser Einfluss multivariat
nicht bestatigen. Ebenso war Andmie univariat noch deutlich mit einem erhéhten Risiko von
Frihgeburtlichkeit assoziiert, in der multivariaten Analyse liel} sich diese Assoziation nicht

nachweisen.
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Tabelle 3.10.2.2 Assoziation von Pyrimethamin und anderen Faktoren mit der Prévalenz von

Frihgeburtlichkeit

Univariat Multivariat

Pravalenz % [n] Odds Ratio [KI]  p-Wert Odds Ratio [KI]  p-Wert
Pyrimethamin
negativ 20,2 [168] 1 1
grenzwertig 20,2 [237] 0,97[0,62-1,571 0,9 0,98 [0,62-1,61] 0,9
prophylaktisch 16,4 [275] 0,77[0,47-1,25] 0,3 0,79[0,47-1,32] 04
Paritat
P1 26,8 [280] 1 1
P2&3. 15,6 [288] 0,51[0,34-0,77] 0,001 0,49 [0,32-0,74] 0,0008
P>4 12,4 [201] 0,39 [0,24-0,64] 0,0002 0,36 [0,22-0,60] <0,0001
ANC* n.a. 0,91[0,83-0,99] 0,02 0,91[0,83-0,99] 0,03
Pigment
negativ 15,0 [534] 1 1
positiv 27,8 [234] 1,52 [1,04-2,21] 0,03 1,25[0,84-1,86] 0,3
Andmie
nicht vorhanden 16,7 [503] 1 1
vorhanden 23,1 [264] 1,50 [1,04-2,17] 0,03 1,35[0,92-1,98] 0,1

ANC: engl.: Antenatal Care = Schwangerschaftsvorsorge; +: Risikominderung pro Vorsorgebesuch; Kl = 95%-iges

Konfidenzintervall; n.a. = nicht anwendbar

Ein deutlich gemindertes Risiko flir eine Frihgeburt zeigte sich sowohl in den univariaten als

auch in den multivariaten Analysen mit zunehmender Anzahl an Schwangerschaften. AuBerdem

reduzierte die haufige Teilnahme an der Schwangerschaftsvorsorge das Risiko einer Frihgeburt
um 9 % pro Besuch (Tabelle 3.10.2.2).

Vorhandene Pyrimethaminspiegel zeigten weder in der univariaten noch in der multivariaten

Analyse einen Einfluss auf die Pravalenz von Friihgeburtlichkeit.
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3.10.2.3 Niedriges Geburtsgewicht

Alle Faktoren, die in den univariaten Analysen eine signifikante Assoziation mit dem Auftreten

von niedrigem Geburtsgewicht zeigten, sowie zusétzlich die Anwesenheit von Pyrimethamin

wurden in die folgende multivariate Analyse miteinbezogen (Tabelle 3.10.2.3).

Tabelle 3.10.2.3 Assoziation von Pyrimethamin und anderen Faktoren mit der Pravalenz von

niedrigem Geburtsgewicht

Univariat Multivariat

Pravalenz % [n] Odds Ratio [KI]  p-Wert Odds Ratio [KI]  p-Wert
Pyrimethamin
Negativ 16,2 [327] 0,91[0,55-1,50] 0,7 0,94 [0,53-1,67] 0,8
Grenzwertig 14,9 [275] 0,89[0,53-1,50] 0,6 0,91[0,52-1,62] 0,7
Prophylaktisch 16,4 [275] 0,77 [0,47-1,25] 0,3 0,79[0,47-1,32] 04
Paritat
P1 25,8 [279] 1 1
P2&3. 10,8 [288] 0,35[0,22-0,55] <0,0001 0,34[0,21-0,55] <0,0001
P>4 10,5 [201] 0,34 [0,20-0,57] <0,0001 0,34 [0,20-0,57] <0,0001
Alter” n.a. 0,95[0,92-0,98] 0,002 0,96 [0,92-0,99] 0,01
ANC* n.a. 0,88 [0,80-0,96] 0,005 0,90[0,81-0,99] 0,03
Frihgeburtlichkeit
Vorhanden 8,3 [624] 1 1
Nicht vorhanden 49,0 [145] 10,30 [6,70-15,84] <0,0001 9,17 [5,90-14,26] < 0,0001
Pigment
Negativ 13,5 [534] 1 1
Positiv 22,3 [233] 1,56 [1,05-2,33] 0,02 1,14[0,74-1,77] 0,5
Andmie
Nicht vorhanden 13,1 [504] 1 1
Vorhanden 22,0 [264] 1,87 [1,27-2,77] 0,001 1,68 [1,08-2,61] 0,02

*: Risikominderung pro Lebensjahr; ANC: engl.: Antenatal Care = Schwangerschaftsvorsorge; +: Risikominderung
pro Vorsorgebesuch; Kl = 95%-iges Konfidenzintervall; n.a. = nicht anwendbar

Erwartungsgemal erhohte sich das Risiko von niedrigem Geburtsgewicht bei Frihgeburtlichkeit

stark. Wahrend in der univariaten Analyse eine chronische plazentare Infektion mit einem
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gesteigerten Risiko von niedrigem Geburtsgewicht einherging, war dieser Zusammenhang in der
multivariaten Analyse nicht signifikant. Ein erhohtes Risiko, ein untergewichtiges Neugeborenes
zur Welt zu bringen, hatten zudem Miutter mit einer Anamie.

Faktoren, die das Risiko von niedrigem Geburtsgewicht minderten, waren eine zunehmende
Schwangerschaftsanzahl, hdheres Alter (4 % pro Lebensjahr) und die Haufigkeit der Teilnahme
an der Schwangerschaftsvorsorge (10 % pro Besuch).

Vorhandene Pyrimethaminspiegel zeigten keinen Einfluss auf die Prévalenz von niedrigem

Geburtsgewicht.

3.11 Maternofetaler Transfer von Pyrimethamin und Chloroquin

3.11.1 Pyrimethamin
Die Pyrimethaminspiegel der Mdtter gingen in einem direkt proportinalen Verhaltnis auf die
Neugeborenen tber [r = 0,886; p < 0,0001] (Abbildung 3.11.1.1).

Abbildung 3.11.1.1 Maternofetaler Transfer von Pyrimethamin
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Auch bei vorliegender akuter Infektion (PCR) war das maternofetale Ubertragungsverhéltnis von
Pyrimethamin linear. Der plazentare Transfer von Pyrimethamin unterschied sich nicht
signifikant in Abhangigkeit von einer plazentaren Infektion [rinfizert = 0,781; p < 0,0001 VS. nicht-
infiziert = 0,970; p < 0,0001](Abbildung 3.11.1.2).

Abbildung 3.11.1.2 Maternofetaler Transfer von Pyrimethamin in Abhédngigkeit von einer

plazentaren P. falciparum-Infektion (PCR)
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Abbildung 3.11.1.3 Maternofetaler Transfer von Pyrimethamin in Abhdngigkeit vom Nachweis
plazentaren Malariapigments
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Bei einem Pigmentnachweis in der Plazenta war das Ubertragungsverhaltnis von Pyrimethamin
von Mutter auf Kind ebenso positiv korreliert wie bei den Gebédrenden ohne Pigmentnachweis
[rPigmen[ = 0,930, p < 0,0001 VS. I Pigment-negativ = 0,876, p < 0,0001] (Abbildung 31113)

3.11.2 Chloroquin
Die Chloroquinspiegel der Mitter gingen ebenfalls in einem direkt proportinalen Verhéltnis auf
die Neugeborenen Uber [r = 0,818; p < 0,0001] (Abbildung 3.11.2.1).

Abbildung 3.11.2.1 Maternofetaler Transfer von Chloroquin
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Weder eine akute Infektion (PCR) noch ein Pigmentnachweis veranderten den maternofetale
Transfer von Chloroquin signifikant [Finfiziet = 0,829; p < 0,0001 VS. Ticht-infiziet = 0,919; p <
0,0001 und rpigment = 0,776; p < 0,0001 VS. I'pigment-negativ = 0,888; p < 0,0001] (Abbildung 3.11.2.2
und 3.11.2.3).
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Abbildung 3.11.2.2 Maternofetaler Transfer von Chloroguin in Abhangigkeit von einer

plazentaren P. falciparum-Infektion (PCR)
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Abbildung 3.11.2.3 Maternofetaler Transfer von Chloroquin in Abhangigkeit vom Nachweis

plazentaren Malariapigments
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4 Diskussion

Im Folgenden werden Aufbau, Methodik und Ergebnisse der Studie kritisch beurteilt. Nach der
Bewertung der verwendeten Methoden erfolgt die Einordnung der Ergebnisse zur Epidemiologie
der plazentaren Malaria in der Schwangerschaft im Studiengebiet im Hinblick auf vorliegende
Erkenntnisse. AnschlieBend soll der Effekt von Pyrimethamin als antiparasitare
Chemoprophylaxe auf die Pravalenz plazentarer Infektionen mit P. falciparum und auf die
klinische Manifestation der plazentaren Infektion in der Studiengruppe diskutiert werden.
AbschlieBend werden die vorliegenden Ergebnisse zum maternofetalen Transfer wvon
Pyrimethamin und Chloroquin bewertet.

4.1 Beurteilung der angewandten Methoden

4.1.1 Aufbau der Studie

Die Daten der vorliegenden Arbeit wurden im Rahmen einer Querschnittstudie erhoben. Dies bot
den Vorteil, eine relativ groBe Anzahl von Probandinnen (770) Uber den reprasentativen
Zeitraum eines Jahres rekrutieren zu kénnen. Die GroRe der Studiengruppe ermdglichte eine
epidemiologisch sinnvolle Einteilung der Schwangeren in drei anndhernd gleich groRe Gruppen
nach Anzahl ihrer Schwangerschaften. So konnte u. a. die besondere Geféhrdung von
Primiparae durch Malaria in der Schwangerschaft verdeutlicht werden.

Prinzipiell sind Querschnittstudien nicht geeignet, Aussagen tber Verlaufe zu machen (z. B. Uber
die Effekte einer Chemoprophylaxe auf die Infektionspréavalenz wéhrend der Schwangerschaft),
sondern erlauben eher Aussagen uber Punktprévalenzen verschiedener Faktoren. Grundlage der
infektiologischen Untersuchungen dieser Arbeit waren die aus Plazentablut gewonnenen Daten,
die ohne Risiko fur Mutter und Kind jedoch nur zum Zeitpunkt der Geburt erhoben werden
konnen. Da Malaria im hochendemischen Studiengebiet als eine vorwiegend chronische
Infektion auftritt (Bottius et al., 1996; Roper et al., 1996), ist es dennoch méglich, Assoziationen
zwischen verschiedenen Prévalenzen einzeln untersuchter Faktoren zu zeigen (Kreienbrock &
Schach, 1997). Als Anhalt fur die Chronizitat der plazentaren Infektion bzw. als Nachweis einer
abgelaufenen Infektion diente Leukozyten-assoziiertes Pigment.

Die der vorliegenden Arbeit zugrunde liegenden, bei der Geburt aus peripherem Blut erhobenen
Medikamentenspiegel, lassen ebenfalls nur bedingt Rickschlisse auf den Rest der
Schwangerschaft zu. Die Wahrscheinlichkeit ist jedoch relativ hoch, dass die kontinuierliche

Compliance der Probandinnen waéhrend der Schwangerschaft derjenigen am Ende der
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Schwangerschaft durchschnittlich entsprach (Claul? et al., 1999). Fiur die Beurteilung des
maternofetalen Transfers der Medikamente war aul3erdem die zeitnahe Abnahme (< 24 h) der

mutterlichen und der kindlichen Blutprobe Voraussetzung fur die Reliabilitat der Daten.

4.1.2 Blutgewinnung aus der Plazenta

Um eine Kontamination der Plazenta mit parasitarer DNA zu vermeiden, wurden sowohl die
Transportbehélter als auch alle Arbeitsgerdte mit NaOH dekontaminiert. Ein falsch-positiver
Nachweis mit P. falciparum-DNA kann somit nahezu ausgeschlossen werden.

Die Vermischung von Nabelschnurblut und Plazentablut wurde durch unmittelbares postpartales
Abbinden der Nabelschnur auf der platzentanahen Seite vermieden. Die Abnahme der
plazentaren Blutprobe wurde auerdem uber eine tiefe parazentrale Inzision vorgenommen,

wodurch die Beimischung fetalen Blutes reduziert wird.

4.1.3 Infektionsnachweis mittels Mikroskopie und PCR

Fiir den Infektionsnachweis mittels Mikroskopie wurde der ,,Dicke Tropfen* als Goldstandard
gesetzt. Die Auszdhlung der Parasiten wurde auf 100 Blickfelder vorgenommen und nicht wie
bei anderen Untersuchern auf 200 Leukozyten, um dann mithilfe eines Dreisatzes die
Parasitendichten pro pl zu berechnen (Tjitra et al.,, 1999). Da keine Normwerte fir
Leukozytenzahlen in plazentarem Blut vorliegen, ist letzteres Verfahren aber anféllig fur
Fehlermdglichkeiten durch falsche Leukozytenzahlen z. B. bei lokaler Leukozytose im Rahmen
einer chronischen Intervillositis bei Schwangeren mit Malaria (Ordi et al., 1998).

Da die Sensitivitat der Mikroskopie derjenigen der PCR unterlegen ist (Clendennen et al., 1996;
Snounou et al., 1993, Mockenhaupt et al., 2002) und um dem hdufigen Auftreten von
submikroskopischen Infektionen gerecht zu werden, wurde jede plazentare Probe zusatzlich
einem PCR-Verfahren zum Nachweis parasitirer DNA unterzogen. Frihere Studien haben
gezeigt, dass bei submikroskopischen Infektionen die im Gewebe sequestrierten Parasiten
mikroskopisch nicht nachzuweisen waren (Mockenhaupt et al., 2002).

Der Nachweis des Leukozyten-assoziierten Malariapigments erfolgte mikroskopisch auf 100
Blickfelder. Der Pigmentnachweis mittels histologischer Untersuchung der Plazenten, der es
ermoglicht, nicht nur Leukozyten-assoziiertes Pigment, sondern auch Pigment in
Fibrinablagerungen und der Basalmembran der Plazenta nachzuweisen (Walter, 1982; Bulmer et

al., 1993a; Ismail et al., 2000), ist genauer, aber weniger praktikabel.
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4.1.4 Erhebung der klinischen Daten

4.1.4.1 Fieber

Fieber wird nach wie vor als ein Leitsymptom fir die Diagnose einer akuten Malaria
herangezogen und wurde deswegen erhoben. Allerdings ist die einmalige axilléare
Temperaturmessung mit einem handelsiiblichen digitalen Thermometer bei Aufnahme der
Frauen vor der Geburt natirlich nicht als reprasentativ fir den Rest der Schwangerschaft
anzusehen, sondern stellt als akutes Symptom anders als eher chronische Entwicklungen, wie z.
B. eine Anamie, nur eine Punktprdvalenz zum Zeitpunkt der Geburt dar. Weiterhin wurden
andere maogliche Ursachen fir das Allgemeinsymptom Fieber wie z. B. ein in der

Schwangerschaft haufiger Harnwegsinfekt nicht ausgeschlossen.

4.1.4.2 Anamie

Die hadmatologischen Daten wie Erythrozyten-, Leukozytenzahlen und der Hamatokrit wurden
mit einem halbautomatischen Zellzahler (HC555) bestimmt. Die Hamoglobinmessung wurde
separat mit einem Hemocue® Photometer durchgefiihrt, da die Messung des Zellzahlers
aufgrund einer Kondenswasserbildung in der Photozelle zu ungenau war. Die korpuskuléren
Messwerte wurden dadurch nicht beeintréchtigt. Die Korrelation der Messwerte von Hemocue®
Photometern und halbautomatischen Zellzahlern wird als gut beschrieben (Stoltzfu3, 1997).

Zur Klassifizierung der erhobenen Daten wurden die von der WHO festgelegten Normwerte flr
Schwangere herangezogen (WHO, 1972). Ebenso wie fast in der gesamten vorliegenden
Literatur (Menendez et al., 2000a) wird eine Andmie in der Schwangerschaft durch einen

H&amoglobinwert von weniger als 11 g/dl definiert.

4.1.4.3 Gestationsalter und Geburtsgewicht

Da kein Standardtest zur Reifebestimmung afrikanischer Neugeborener existiert, wurde ein
Verfahren von Finnstrom et al. (1977) verwendet, das auf Standardwerten fur europdische
Neugeborene basiert. Subjektive Einschatzungsunterschiede durch verschiedene Untersucher
wurden durch die Einfachheit des gewahlten Verfahrens minimiert. Bei der Punktvergabe fur die
Reifegrade waren die folgenden Kriterien mdgliche Fehlerquellen: die Entwicklung des
Kopfhaares und die Durchsichtigkeit der Haut. Es ist also denkbar, dass aufgrund der dunklen
Hautfarbe und des ausgepragten Haarwuchses die Neugeborenen tendenziell als reifer beurteilt

wurden, als sie es tatsachlich waren.
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Die Erhebung des Geburtsgewichts erfolgte mit einer tblichen Handwaage und wurde anhand

von international anerkannten Kategorien und Normwerttabellen klassifiziert.

4.1.5 Nachweis von Pyrimethamin und Chloroquin

Die Pyrimethamin- und Chloroquinspiegel wurden mittels Immunoassay (ELISA) unter
Laborbedingungen direkt aus Plasmaproben der Mutter und der Neugeborenen bestimmt. Dieses
Verfahren zeichnet sich durch eine hohe Sensitivitat und Spezifitit aus, sogar wenn es unter
Feldbedingungen mittels Urinteststreifen angewendet wird. Pyrimethamin kann bis 10 ng/ml
sicher nachgewiesen werden und Chloroquin bis 5 ng/ml. Auch die Spiegel unterhalb dieser
sicheren Nachweisgrenzen sind aus unverdiinnten Plasmaproben mit hoher Wahrscheinlichkeit
noch zuverlassig detektierbar (Witte et al., 1990; Eggelte et al., 1992; Schwick et al., 1998). Die
hohe Korrelation der miutterlichen und neonatalen Spiegel auch in den nur grenzwertig
detektierbaren Bereichen spricht fir diese hohe Sensitivitat. Die hohe Spezifitat wird durch die
Anwendung hochspezifischer monoklonaler Antikorper erreicht (Witte et al., 1990; Eggelte,
1990). Das angewandte Verfahren entspricht in seiner Sensitivitat der Chromatographie (High-
Performance Liquid Chromatography, HPLC). Die Angaben zur Sensitivitat der HPLC variieren
zwischen 1-10 ng/ml sowohl fur Pyrimethamin als auch fir Chloroquin bei ebenfalls hoher
Spezifitat (White, 1985; Astier et al., 1997).

4.2 Diskussion der Ergebnisse

Schwangere Frauen — besonders Primiparae — unterliegen einem besonderen Risiko, sich mit P.
falciparum zu infizieren (Alecrim et al., 2000). Die Folgen sind vor allem mutterliche Anémie,
Frihgeburtlichkeit und niedriges Geburtsgewicht (Brabin, 1983; Steketee et al., 2001; Whitty et
al., 2005; Desai et al., 2007). Plazentare Infektionen mit spezialisierten P. falciparum-Klonen
stellen eine besondere Geféahrdung fur Mutter und Kind dar (Fried and Duffy 1996; Diagne et al.,
1997; Steketee et al., 2001). In der vorliegenden Arbeit wurde die Pravalenz von plazentaren P.
falciparum-Infektionen in einem holoendemischen Malariagebiet in Abhangigkeit von der Paritét
untersucht und die Zusammenhange zwischen plazentarer Infektion und dem Auftreten von
Fieber, Andmie, Friuhgeburtlichkeit und niedrigem Geburtsgewicht ebenfalls in Abh&ngigkeit
von der Paritdt betrachtet. Verschieden Studien konnten bereits zeigen, dass eine antiparasitére
Chemoprophylaxe wéhrend der Schwangerschaft zu geringeren Infektionsraten, weniger
schweren Verlaufen und zu niedrigeren peripheren und plazentaren Parasitendichten fihrt.

Daraus folgten wiederum hohere mitterliche Hamoglobinwerte, weniger Frihgeburtlichkeit und
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ein durchschnittlich hoheres Geburtsgewicht der Neugeborenen (Cot et al., 1995, 1998; Verhoeff
et al., 1998; Shulman et al., 1999; Salihu et al., 2000; Garner & Gulmezoglu, 2006). Als
Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob in einem Gebiet mit zeitgleich
festgestellter, ausgepragter Pyrimethaminresistenz die prophylaktische Einnahme von
Pyrimethamin einen Einfluss auf die Pravalenz plazentarer Infektionen mit P. falciparum und auf
die klinische Manifestation der Infektion in der Studienpopulation hatte. Desweiteren wurde der
maternofetale Transfer von Pyrimethamin und Chloroquin bestimmt. Es gibt bisher wenige
Untersuchungen zur quantitativen und qualitativen Einordnung der maternofetalen Ubertragung
antiparasitarer Chemoprophylaktika und ob bzw. inwieweit ein Zusammenhang mit einer
vorliegenden plazentaren P. falciparum-Infektion und einer neonatalen P. falciparum-
Infektionen existiert. Die wichtigsten Ergebnisse dieser Arbeit sind im Folgenden

zusammengefasst:

Primiparae sind besonders geféhrdet durch plazentare P. falciparum-Infektionen.

Plazentare — besonders Malariapigment-positive — Infektionen mit P. falciparum resultierten in
einer erhohten Pravalenz von mautterlicher Andmie, Frihgeburtlichkeit und niedrigem
Geburtsgewicht besonders bei Primiparae.

Es konnten keine kongenitalen P. falciparum-Infektionen nachgewiesen werden.

Die Einnahme von Pyrimethamin reduzierte zwar bei den Primiparae die Prévalenz plazentarer

Infektionen aber nur in geringem Ausmass. Bei Multiparae war der Effekt nicht signifikant.
Lediglich bei den Primiparae reduzierte sich das Risiko einer Andmie durch die Einnahme von
Pyrimethamin. Auf die Prévalenz von Friihgeburtlichkeit und niedrigem Geburtsgewicht hatte

Pyrimethamin keinen signifikanten Einfluss, unabhéngig von der Paritét.

Das maternofetale Ubertragungsverhaltnis von Pyrimethamin und Chloroquin war unabhingig

von einer vorliegenden plazentaren Infektion linear.
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4.2.1 Infektion mit P. falciparum in der Schwangerschaft

Bereits 1930 registrierte Butler bei 18 % von 328 Gebérenden in Ghana mittels Mikroskopie von
,Dicken Tropfen* aus peripheren Blutproben eine P. falciparum-Infektion. Noch heute wird in
Afrika die Diagnose einer Malaria in der Schwangerschaft anhand einer mikroskopisch
detektierten Parasitdmie gestellt. Dieses Vorgehen erfasst nur einen Teil der tatséchlich
vorliegenden Infektionen wahrend der Schwangerschaft (Desowitz & Alpers, 1992; Leke et al.
1999; Mockenhaupt et al. 2002). So lag im Studiengebiet die Prévalenz einer mikroskopisch
sichtbaren Parasitdmie im peripheren Blut der Schwangeren mit 19,2 % im gleichen Bereich wie
vor siebzig Jahren. Die Prévalenz der tatsachlich vorliegenden P. falciparum-Infektionen, die
sich mittels PCR aus plazentaren Blutproben diagnostizieren lie3, war mit 59,6 % fast dreimal so
hoch. Desowitz & Alpers (1992) wiesen bei Schwangeren in Papua-Neu-Guinea nur bei ca. der
Halfte der Frauen mit nachgewiesener plazentarer Infektion eine periphere Parasitdmie nach.
Mittels Mikroskopie eines ,,Dicken Tropfens™ aus einer plazentaren Blutprobe lie3 sich bei der
Studiengruppe immerhin eine Infektionspravalenz von 34,3 % ermitteln und lag damit bei
ahnlichen Werten wie in vergleichbaren Studien im tropischen Afrika (McGregor, 1983, Brabin,
1983; Sullivan et al., 1999). Die Sequestration infizierter Erythrozyten in der Plazenta bietet eine
Erklarung fur diese Beobachtungen (Fried and Duffy, 1996).

Die Haufigkeit einer plazentaren Infektion und die plazentaren Parasitendichten nahmen mit
zunehmender Schwangerschaftsanzahl ab. Der Anteil submikroskopischer Infektionen, die sich
zwar mittels PCR, nicht aber mittels Mikroskopie nachweisen lassen, stieg dagegen mit
zunehmender Anzahl an Schwangerschaften an. Diese Beobachtungen decken sich mit den
Ergebnissen anderer Studien zur Epidemiologie der plazentaren und peripheren P. falciparum-
Infektion in der Schwangerschaft. Primiparae sind besonders geféhrdet sich mit P. falciparum in
der Schwangerschaft zu infizieren (Brabin, 1983; McGregor, 1983; Alecrim et al., 2000;
Steketee et al. 2001; Okoko et al. 2002) und haben hoéhere Parasitendichten (Ismail et al., 2000),
wéhrend  Multiparae einen  groBeren Anteil an schwieriger zu detektierenden
submikroskopischen Infektionen zeigen (Bottius et al., 1996; Mockenhaupt et al. 2000a). Diese
Ergebnisse lassen sich mit der Entwicklung einer stammesspezifischen Immunitat gegenuber
CSA-bindenden P. falciparum-Subspezies und folglich geringerer plazentarer Sequestrierung mit
zunehmender Anzahl an Schwangerschaften erklaren (Fried and Duffy 1996; Beeson and Duffy
2005; Duffy and Fried 2005). In vitro gelang es Ricke et al. (2000) mit den Seren schwangerer
Multigravidae aber nicht mit den Seren von Primigravidae die Adhasion von P. falciparum-

infizierten Erythrozyten an CSA zu hemmen.
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Leukozyten-assoziertes Pigment oder Hdmozoin fand sich bei 30,4 % der Schwangeren. Studien,
die den Pigmentnachweis mittels histologischer Untersuchung der Plazenten vornahmen und
damit nicht nur Leukozyten-assoziiertes Pigment sondern auch Pigment in Fibrinablagerungen
und der Basalmembran der Plazenta nachweisen konnten, verzeichneten héhere Préavalenzen fiir
plazentares Malariapigment (Walter, 1982; Bulmer et al., 1993b; Ismail et al., 2000).

Die Préavalenz von Malariapigment nahm deutlich mit zunehmender Schwangerschaftsanzahl ab
(P1: 41,8 % vs. P2&3: 28,8 % vs. P>4: 16,9 %). Bulmer et al. (1993b) erklart diesen Umstand
mit der verminderten Elimination von Parasiten aus der Plazenta bei Erstgebarenden im
Gegensatz zu den Multigravidae. Zudem spiegelt sich an diesem Befund die erhéhte
Infektionsprévalenz von Primiparae, da das Pigment generell nur langsam abtransportiert wird.
Weitere Studien wiesen ebenfalls bei Erstgebdrenden eine hdhere Pigmentpréavalenz nach als bei
Mehrgebarenden (McGready et al., 2002).

Altere Schwangere zeigten niedrigere Infektionspravalenzen als jiingere Frauen unabhéngig von
der Nachweismethode der Infektion. Da im Studiengebiet ein héheres Lebensalter deutlich mit
einer hoheren Paritat assoziiert war, ist im Falle der Schwangerschafts-assozierten Malaria
sicherlich der Effekt der Paritat auf den Erwerb einer Semiimmunitét entscheidender als der des
Alters. Allerdings sinkt auch fir die nicht-schwangere Bevoélkerung eines Endemiegebietes die
Pravalenz und die Mortalitat einer P. falciparum-Infektion deutlich mit zunehmendem Alter
(Bull et al., 1998; Steketee et al., 2001).

4.2.2 Klinische Manifestation der plazentaren Infektion

4.2.2.1 Mutter

Fieber (Temperatur > 37,5 °C) war in der Studienpopulation eine seltene Manifestation der
plazentaren Malaria: nur 3,5 % der PCR-positiven und 3,9 % der Pigment-positiven
Schwangeren waren fieberhaft. Dieser Umstand stellt den Stellenwert dieses Symptoms fiir die
Diagnostik einer Malaria in Frage. Die geringe Assoziation von Fieber mit der Infektion bestatigt
den auch schon in anderen Studien beschriebenen chronischen und oligosymptomatischen
Verlauf der P. falciparum-Infektion in hochendemischen Gebieten (Bottius et al., 1996; Roper et
al., 1996). Aufgrund der Seltenheit von Fieber in der Studiengruppe wurde es nicht als klinisch
relevante Manifestation einer P. falciparum-Infektion gewertet.

Ungeféhr ein Drittel der Schwangeren waren zum Zeitpunkt der Entbindung anédmisch, davon
zeigten nur 5 % eine hochgradige Anamie (Hb < 7 mg/dl). Andere Studien, die die Pravalenz der

Anémie wahrend der Schwangerschaft untersuchten, konnten wesentlich hohere Préavalenzen fiir
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Andmie nachweisen (Shulman et al., 1996; Mockenhaupt et al., 2000b; Rogerson et al., 2003).
Dies lasst sich damit erklaren, dass die Hamoglobinspiegel zum Zeitpunkt der Geburt
physiologischerweise wieder hoher sind als im Verlauf der Schwangerschaft (Brabin et al.,
1990a).

Eine plazentare Infektion mit P. falciparum ging mit einem zweifach erhéhten Risiko der Mutter
fir Anamie einher. Vor allen Dingen Pigment-positive Infektionen zeigten auch in den
multivariaten Analysen eine besondere klinische Relevanz als Risikofaktor fir Andmie. Diese
Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung plazentarer Malaria als Ursache von Schwangerschafts-
assoziierter Andmie in Endemiegebieten. Erstgebarende zeigten eine gréfiere Reduktion des Hb-
Wertes durch eine Infektion als Mehrgebérende. Dies zeigt zum einen wiederum die erhohte
Vulnerabilitat Erstgebdrender fur plazentare Malaria und ihre klinischen Manifestationen und
zum anderen den protektiven Effekt der zunehmenden Immunitdt bei Mehrfachgebérenden.
Aullerdem verdeutlicht die hohe Prévalenz von Andmie bei den nicht-infizierten Multigravidae
und in der Gesamtgruppe, die multifaktorielle Genese von Anamie in der Schwangerschaft
(Menendez et al., 2000a).

Die besondere pathophysiologische Bedeutung einer chronischen plazentaren P. falciparum-
Infektion fur das Entstehen einer chronischen Anédmie wahrend der Schwangerschaft wurde in
verschiedenen Studien untersucht (Ubersicht in Menendez et al., 2000a). Grundlage des
Pathomechanismus der Malaria-assozierten Anamie ist die Zerstérung und die verminderte
Produktion von Erythrozyten. So kommt es bei einer akuten P. falciparum-Infektion bei
Nichtimmunen in den ersten Tagen zu einer akuten Hamolyse und Erythrozytendestruktion
durch Ruptur und Phagozytose sowohl von befallenen als auch von nicht-befallenen
Erythrozyten sowie zu einer verstarkten Erythrozyten-Elimination in der Milz und im
retikuloendothelialen System (Davis et al., 1990; Phillips & Pasvol, 1992). Die Hamolyse
scheint vor allem bei Infizierten ohne bestehende Immunitat von grofler Bedeutung zu sein
(Menendez et al., 2000a). Im Verlauf einer chronischen Infektion scheinen allerdings der
pathophysiologische Effekt einer entziindungsbedingten Knochenmarksuppression (Phillips et
al., 1986) mit nachfolgender Dyserythropoese und Retikulozytopenie (Clark & Chaudhri, 1988)
sowie verschiedene andere immunmodulatorische Effekte wie u. a. die Supression der
Erythropoetinbildung (ElI Hassan et al., 1997) und das Ungleichgewicht von Zytokinen
(Kurtzhals et al., 1998) entscheidend zu sein.

Wichtige weitere Risikofaktoren fur das Entstehen einer Andamie wéhrend der Schwangerschaft
sind andere parasitare und virale Infektionen wie z. B. HIV, Hakenwirmer und Bilharziose.

Aullerdem spielen nutritive Faktoren wie Eisen- und Folsduremangel eine Rolle sowie
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genetische Effekte durch hereditare Hdmoglobinopathien (Phillips & Pasvol, 1992; Dreyful3 et
al., 2000, Rogerson et al. 2003). Im Studiengebiet konnte ein Eisenmangel nur selten
nachgewiesen werden, allerdings konnten neben Malaria andere Infektionen und die homozygote
Form der a-Thalassamie als Risikofaktoren fir Anédmie identifiziert werden (Mockenhaupt et al.,
2000Db). Daten aus dem Jahr 2005, die in Ghana bei Schwangeren wahrend der VVorsorge erhoben
wurden, zeigten eine HIV-Pravalenz von 2,7 % (Ghana Aids Commission, 2005), so dass im
Studiengebiet eine P. falciparum-Infektion, andere Infektionen und Hamoglobinopathien

hauptverantwortlich fir das Auftreten der Andmie in der Schwangerschaft zu sein scheinen.

4.2.2.2 Neugeborenes

Etwa jede funfte Frau (18,9 %) brachte ihr Kind zu frih zur Welt. Das Risiko einer Friihgeburt
nahm mit zunehmender Schwangerschaftsanzahl ab (P1: 26,1 %; P2&3: 15,6 % und P>4: 12,4
%). Die hohe Anfélligkeit Erstgebarender in Endemiegebieten fiir Frihgeburtlichkeit belegte
bereits Brabin (1990a). Eine plazentare Infektion zeigte eine hohe klinische Relevanz flr das
Auftreten von Frihgeburtlichkeit. Diese Assoziation von plazentarer Infektion und
Frihgeburtlichkeit wiesen bereits andere Studien nach (Sullivan et al., 1999; Menendez et al.,
2000b, Osman et al., 2001; Okoko et al., 2002).

ErwartungsgemaR war ein groRer Teil der zu friih geborenen Kinder untergewichtig (49 %),
wahrend nur 8,5 % der termingerechten Neugeborenen ein Geburtsgewicht < 2500 g d. h. eine
intrauterine Wachstumsretardierung zeigten. Die Pravalenz von niedrigem Geburtsgewicht in der
Gesamtgruppe lag bei 16,2 %. Bei den Primiparae war gut ein Viertel der Neugeborenen
untergewichtig. Diese Ergebnisse korrelieren mit den Beobachtungen anderer Studien in
landlichen Endemiegebieten Afrikas (Steketee et al., 1996; Menendez et al., 2000b; Okoko et
al., 2002). Eine Pigment-positive plazentare P. falciparum-Infektion ging mit einem erhéhten
Risiko einher, ein untergewichtiges Kind zur Welt zu bringen. Allerdings zeigte die
Stratifizierung in die Paritatsgruppen diesbeziiglich nur eine Signifikanz fir Primiparae. Der
Zusammenhang zwischen plazentarer Infektion und niedrigem Geburtsgewicht vor allem bei
Erstgebarenden wurde bereits mehrfach beschrieben (Mc Gregor, 1983; Le Hesran et al., 1997,
Allen et al., 1998; Menedez et al., 2000b; Okoko et al., 2002; N’Dao et al., 2006; Kayentao et
al., 2007).

Eine chronisch-rezidivierende plazentare P. falciparum-Infektion bewirkt wahrscheinlich tber
die chronische Entziindungsreaktion mit erhohter Expression von Entziindungsmediatoren (u. a.

TNFa, Interferon und Interleukin-2 und 10) eine plazentare Insuffizienz mit Behinderung der
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uteroplazentaren Blutzirkulation und damit des maternofetalen Transfers. Weiterhin fihrt die
Sequestration von Parasiten in der Plazenta auch zur direkten endothelialen Dysfunktion und
damit zu einem erhohten Risiko fur Frihgeburtlichkeit und niedrigem Geburtsgewicht (Fried et
al., 1998a; Dorman et al.,, 2002; Crocker et al., 2004). AuBerdem zeigte die erhOhte
Konzentration der proinflammatorischer Zytokine — besonders TNFo — im plazentaren Gewebe,
die sowohl durch die akute als auch die chronisch-rezidivierende plazentare Infektion verursacht
wird, eine deutliche Assoziation mit dem Auftreten von Frihgeburtlichkeit (Menendez et al.,
2000b), niedrigem  Geburtsgewicht (Rogerson et al.,, 2003) und intrauteriner
Wachstumsretardierung (Moormann et al., 1999; Okoko et al., 2002).

Der wichtigste Risikofaktor sowohl flr Frihgeburtlichkeit als auch fir niedriges Geburtsgewicht
war die mitterliche Andmie. Dieser Zusammenhang wurde bereits in anderen Studien sowohl fir
Fruhgeburtlichkeit als auch fur niedriges Geburtsgewicht nachgewiesen Die klinischen Effekte
der plazentaren Malaria werden vermutlich vor allem durch die mutterliche An&dmie verursacht
(Allen et al., 1998; Lone et al., 2004; Tako et al., 2005). Die chronische Entziindung der

Plazenta durch die Infektion fordert wiederum die mutterliche Anamie.

4.2.3 Einfluss der Schwangerschaftvorsorge auf die Infektionspréavalenz

Der Besuch der Schwangerschaftsvorsorge reduzierte deutlich die Infektionsprévalenz. Ein
haufiger Besuch der Schwangerschaftsvorsorge verminderte auch die Pravalenz von Anamie,
niedrigem Geburtsgewicht und Friihgeburtlichkeit, wie es schon in anderen Studien beschrieben
wurde (Prazuck et al., 1993; Rogerson et al., 2003).

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die engmaschige moglichst kostenfreie Betreuung von
Schwangeren die regelmaRige Einnahme antiparasitarer Medikamente und die Aufklarung der
Frauen hinsichtlich anderer Malaria-praventiver Malknahmen z. B. die Verwendung von
Moskitonetzen foérdert (WHO, 2003a).

Die Anpassung der Aufklarung und Betreuung wahrend der Schwangerschaft an den sozio-
kulturellen und sozio-6konomischen Hintergrund der Frauen ist eine grof’e Herausforderung
(Ribera et al., 2007). Verschieden Studien konnten zeigen, dass das Verstandnis der Frauen, was
eine P. falciparum-Infektion wéhrend der Schwangerschaft bedeutet, nur sehr begrenzt
vorhanden ist (Nganda et al., 2004; Launiala et al., 2006).
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4.2.4 Pravalenz von Pyrimethamin

Obwohl fast alle der untersuchten Schwangeren angaben, regelméRig Pyrimethamin als
Prophylaxe in der Schwangerschaft eingenommen zu haben, lieBen sich zum Zeitpunkt der
Entbindung nur bei 35,7 % der Gebadrenden Pyrimethaminspiegel von > 10 ng/ml im Plasma
nachweisen. Bei weiteren 42,5 % war zwar Pyrimethamin nachweisbar jedoch in einem
grenzwertigen Bereich zwischen 1-9 ng/ml. Sulfadoxin-Pyrimethamin (SP) wurde von den
Frauen zum Studienzeitpunkt nur selten eingenommen (Mockenhaupt et al., 2001), so dass
davon auszugehen ist, dass der Pyrimethaminnachweis einer Einnahme von Pyrimethamin als
Einzelpraparat entspricht. Obige Ergebnisse entsprechen den Erkenntnissen einer Vorstudie im
Studiengebiet von 1998, wo sich bereits eine groRe Diskrepanz  zwischen
Medikamentenanamnese und tatséchlich nachweisbaren Pyrimethaminspiegeln — allerdings im
Urin — zeigte. Die Hauptursache fur das haufige Vorliegen grenzwertiger Spiegel, liegt anderen
Untersuchungen zufolge in der mangelnden Compliance der Patientinnen und der daraus
resultierenden unregelmaRigen Einnahme der Medikamente (Kaseje et al. 1987; Heymann et al.,
1990). Soziookonomische Griinde und mangelhafte Verfligbarkeit spielen dabei eher eine Rolle
als der Mangel an Motivation bei Schwangeren und dem medizinischen Personal (Matola et al.,
1985). Eine Studie der WHO (2003c) stellte aulerdem fest, dass 20-90 % der Praparate in Afrika
nicht dem Standard entsprechen, was unabhangig von der Compliance ein weiterer Grund fur das
Vorliegen subprophylaktischer Plasmaspiegel sein konnte.

Bei einer wochentlichen Gabe von 25 mg Pyrimethamin hat Weidekamm et al. (1982) eine
mittlere Plasmakonzentration von 80 ng/ml mittels einer Computersimulation postuliert.
Bergqvist et al. (1985) hat bei wdchentlicher Einnahme von Sulfadoxin (500 mg) und
Pyrimethamin (25 mg) mittlere Pyrimethaminkonzentrationen im Plasma von 155 ng/ml
gemessen. Die durchschnittliche Plasmakonzentration aller Frauen, bei denen Pyrimethamin zum
Zeitpunkt der Geburt nachweisbar war, lag in der vorliegenden Studie mit 43 ng/ml deutlich
unter diesen Werten, was sowohl durch eine unregelmallige Einnahme als auch durch
mangelhafte Praparate zu erkldren ist. Ob eine verdnderte Pharmakokinetik von Pyrimethamin
wahrend der Schwangerschaft vorliegt, wurde bisher nicht untersucht.

Die grenzwertigen Spiegel wurden miteinbezogen unter der Annahme, dass wenn am Ende der
Schwangerschaft Pyrimethamin nachweisbar ist, im Verlauf der Schwangerschaft auch hohere
Spiegel vorgelegen haben konnten. Genauso wie umgekehrt die Probandinnen mit
prophylaktischen Spiegeln zum Zeitpunkt der Geburt u. U. wéhrend der Schwangerschaft

intermittierend grenzwertige Spiegel hatten.
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Die prophylaktisch gegen Plasmodium falciparum wirksame Plasmakonzentration ist flr
Pyrimethamin allein nicht gesondert untersucht worden. In einer Studie wurde eine minimale
Hemmkonzentration von 4-6 ng/ml beziglich einer P. falciparum-Infektion fiir Pyrimethamin
bestimmt (Edstein et al., 1990). Andere Untersucher gaben eine minimale Hemmkonzentration
fiir sensitive Erreger von 9,9 ng/ml an (Smalley & Brown, 1982). Daraus l&sst sich ableiten, dass
bei dem in dieser Arbeit gewéhlten Grenzwert prophylaktischer Pyrimethaminspiegel von > 10
ng/ml (Eggelte, 1990) zumindest sensitive Erreger abgetttet werden sollten. Im Umkehrschluss
muss davon ausgegangen werden, dass Plasmodien, die trotz dieses Spiegels nachweisbar waren,

unterschiedliche Grade von Resistenz aufweisen.

Ein Wohnort in der Stadt, ein hoheres Bildungsniveau und die haufige Teilnahme an der
Schwangerschaftsvorsorge waren deutlich mit dem Vorliegen von Pyrimethaminspiegeln im Blut
assoziiert, was daflr spricht, dass die Compliance der Schwangeren deutlich zu erhéhen ist durch
eine Verbesserung der Betreuung, Information und Aufklarung sowie durch verbesserte
Infrastruktur und sozio6konomische Bedingungen (Nganda et al., 2004; Launiala et al, 2006;
Ribera et al, 2007).

4.2.5 Pravalenz von Chloroquin

In der Studiengruppe hatten 17,8 % der Frauen Chloroquin im Plasma. Die haufige
Selbstmedikation mit Chloroquin wurde schon in anderen Studien beschrieben (Foster et al.,
1991; Akanbi et al., 2005) und bestétigte sich auch fur Ghana (Buabeng et al., 2007). Diese
unkontrollierte Einnahme erklart, warum sich in vielen Probandengruppen bereits vor Therapie-
oder Prophylaxebeginn Chloroquin im Urin und im Blut nachweisen lasst (Greenberg et al.,
1989; Fadat et al., 1991; Hellgren et al., 1994).

Weder die Herkunft noch das Alter, die Paritét, die Teilnahme an der Schwangerschaftsvorsorge
und das Bildungsniveau waren mit der Chloroquinprévalenz assoziiert. Chloroquin zeigte
aullerdem keinen signifikanten Einfluss auf die Prévalenz einer plazentaren Infektion mit P.
falciparum. Auch auf die klinischen Manifestationen der plazentaren Malaria — Fieber, Andmie,
niedriges Geburtsgewicht und Frihgeburtlichkeit — zeigte die Anwesenheit von Chloroquin
keinen wesentlichen Effekt. Deswegen wird die Prdavalenz von Chloroquin nur noch beztglich

des maternofetalen Transfers diskutiert.
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4.2.6 Effekt von Pyrimethamin auf die Pravalenz plazentarer Infektionen

Pyrimethamin hatte sogar im prophylaktischen Bereich bei den 770 Schwangeren unabhéngig
von der Nachweismethode der P. falciparum-Infektion in den multivariaten Risikoanalysen nur
teilweise einen protektiven Effekt. In den univariaten Analysen hatten Schwangere, besonders
Primiparae, ohne Pyrimethamin im Blut, zwar h&ufiger eine plazentare P. falciparum-Infektion,
dennoch wiesen mehr als die Halfte aller Gebdrenden mit prophylaktischen
Pyrimethaminspiegeln eine plazentare Infektion mit P. falciparum auf. Bei den Multiparae war
ein positiver Effekt der Prophylaxe nur tendenziell zu sehen. Allerdings zeigte sich ein
signifikant abnehmender Trend der Infektionspravalenz mit steigendem Pyrimethaminspiegel,
was die Bedeutung der Compliance und somit der regelméRigen Einnahme einer antiparasitaren
Chemoprophylaxe unterstreicht.

Es gibt keine vergleichbaren Studien, die die antiparasitaren Effekte von Pyrimethamin als
Einzelprophylaxe in der Schwangerschaft untersuchten. Die existierenden Studien sind entweder
sehr alt (veranderte Resistenzlage), nicht mit Schwangeren durchgefiihrt worden, verwenden
andere Dosierungen und/oder haben deutlich geringere Fallzahlen (Covell et al., 1953; Morley et
al., 1964; Nahlen et al., 1989). Aullerdem wurde der Nachweis der P. falciparum-Infektion in
den meisten Studien mittels Mikroskopie durchgefuhrt und die plazentaren Infektionen wurden
nicht gesondert untersucht.

Garner et al. (2006) konstatierte in einer zusammenfassenden Beurteilung von 16 Studien aus
den Jahren 1964-2005, dass generell die Einnahme einer antiparasitaren Prophylaxe
(verschiedene Préparate) bzw. die Durchfiihrung von IPT wahrend der Schwangerschaft vor
allen Dingen bei Primiparae zu einer signifikanten Reduktion von plazentaren und peripheren P.
falciparum-Infektionen fiihrte. Weitere Studien im tropischen Afrika konnten zeigen, dass eine
antiparasitdare Chemoprophylaxe wiederum besonders bei Primiparae die Pravalenz peripherer
und plazentarer Infektionen mit P. falciparum minderte (Schultz et al., 1994; Verhoeff et al.,
1998; Parise et al., 1998; Challis et al., 2004; Falade et al., 2007). Vor allen Dingen die Gabe
von Sulfadoxin-Pyrimethamin als IPT war auch bei vorliegender HIV-Infektion trotz
zunehmender Resistenzen effektiv (ter Kuile et al., 2007).

Schon um 1960 wurden in Westafrika Pyrimethamin-resistente Stdmme nachgewiesen
(Archibald et al., 1960; Dodge et al., 1966). In Nigeria wurde die mangelnde Wirksamkeit von
Pyrimethamin als alleinige antiparasitare Prophylaxe aufgrund parasitarer Resistenzen nochmals
1989 von Nahlen et al. postuliert: Frauen, die Pyrimethamin als Prophylaxe erhielten, waren
genauso haufig mit P. falciparum infiziert wie Schwangere ohne Prophylaxe. Der geringe

protektive Effekt der Prophylaxe war bei Nahlen im Gegensatz zur vorliegenden Studie sogar

68



noch geringer bei den Primiparae. Dennoch wurde Pyrimethamin sowohl in Nigeria als auch in
Ghana weiterhin als Malaria-Prophylaxe in der Schwangerschaft verwendet. Mockenhaupt et al.
fanden 1998 im Rahmen einer Vorstudie in der gleichen Studienregion in Ghana eine hohe
Pravalenz Pyrimethamin-resistenter Plasmodienstdmme bei schwangeren Frauen. Da die Studie
nicht zum Zeitpunkt der Geburt sondern wéhrend der Schwangerschaft im Rahmen der
Schwangerschaftsvorsorge durchgefuhrt wurde, konnten plazentare Parasitimien und die
Auswirkungen der Infektion auf das Neugeborenen nicht untersucht werden. Es zeigte sich aber,
dass die Primigravidae von der antiparasitdren Prophylaxe mit Pyrimethamin profitierten und
weniger periphere Parasitdmien und geringere Parasitendichten aufwiesen (Mockenhaupt et al.,
2001). Dies mag u. a. erklaren, warum Pyrimethamin im Studiengebiet weiterhin zur
Chemoprophylaxe bei Schwangeren eingesetzt wurde. Ein weiterer Grund liegt mdéglicherweise
in dem Mangel an Alternativpréparaten.

Die Effektivitat einer Prophylaxe wird hauptsachlich beeinflusst durch parasitare Resistenzen
und die Compliance der Schwangeren. Letztere wird wiederum neben der Qualitat von
Aufklarung und Betreuung u. a. durch die Nebenwirkungen der Medikamente auf Mutter und
Fetus bestimmt. Andere Faktoren, die einen Einfluss auf die Wirksamkeit einer Prophykaxe
haben konnten, sind eine mdglicherweise verdnderte Pharmakokinetik eines Wirkstoffes bei
Schwangeren, sowie Wechselwirkungen mit anderen Medikamenten und die Qualitat der
Praparate.

Da die meisten antiparasitdaren Prophylaktika ohne eine angemessene toxikologische und
teratogene Analyse auf der Basis einer Risiko-/Nutzen-Abwagung in der Schwangerschaft
angewendet werden mussen, ist tUber die Nebenwirkungen der verabreichten prophylaktischen
Dosen bei Schwangeren wenig bekannt. Im Gegensatz zum Pruritus induzierenden Chloroquin
(Osifo, 1984; Matola et al., 1985) scheint die prophylaktische Gabe von 25 mg Pyrimethamin
bisher keine bekannten Nebenwirkungen, die unmittelbar die Compliance beeinflussen, zu haben
(White et al., 1985). Das teratogene Risiko der niedrigen prophylaktischen Dosen von
Pyrimethamin scheint ebenfalls gering zu sein (Harpey et al., 1983a und b). Aktuellere Studien
befurworten die Gabe von Pyrimethamin mit Sulfadoxin in Form von IPT in der
Schwangerschaft und attestieren fiir die Standarddosierungen geringe Nebenwirkungen und
Toxizitat (Peters et al., 2007).

Es ist nicht bekannt, ob sich die Pharmakokinetik von Pyrimethamin wahrend der
Schwangerschaft dndert. Immerhin scheint bei schwangeren Frauen die Pharmakokinetik fiir
Chloroquin veréndert zu sein. Massele zeigte 1997 in Ghana, dass die durchschnittliche renale

Elimination in der mittleren bis spaten Phase der Schwangerschaft gegenuber der
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durchschnittlichen nicht-schwangeren Bevolkerung um 12 % erhoht und damit die
durchschnittliche Halbwertszeit verkirzt war. Salihu et al. (2000) vermutete, dass die
verminderte prophylaktische Wirkung von Chloroquin auf plazentare P. falciparum-Infektionen
u. U. auf die verringerte Bioverfiigbarkeit von Chloroquin in der Plazenta zurtickgefuhrt werden
kann, in der sich die Parasiten sequestrieren. Fur Pyrimethamin gibt es diesbezliglich keine
Untersuchungen.

Medikamenteninteraktionen von Pyrimethamin z. B. mit Folsédure sind ebenfalls nicht
auszuschlieen. Viele der untersuchten Schwangeren gaben eine Folateinnahme an. Die
Beflrchtung (Carter et al., 2005; White et al., 2006), dass eine Folatsubstitution die Wirkung der
Folatantagonisten hemmen konnte, hat sich bisher nicht bestétigt. Die exogene prophylaktische
Zufuhr von niedrigen Folsauregaben (500 ug/d) beeintrachtigte die Wirkung nicht. Es scheint
auflerdem, dass Protozoen die exogen zugefiihrte Folsaure nicht aufnehmen kdnnen (White et al.,
1985; Forth, 1996; Hyde, 2005; Mbaye et al., 2006; Peters et al., 2007). Da die Wirkung von
Pyrimethamin auf die menschliche Dihydrofolatreduktase mindestens 200 Mal geringer ist als
auf diejenige der Protozoen sind zytotoxische Effekte, z. B. auf die Blutbildung beim Menschen
unwahrscheinlich (Estler, 2000).

Ein grol3es Problem ist neben der mangelnden Verfligbarkeit von Alternativpraparaten, dass die
Qualitat der in Afrika erhéaltlichen Praparate in 20-90 % nicht dem Standard zu entsprechen
scheint (WHO, 2003b). Keine der Prophylaxe/IPT-Studien gibt an, ob die Wirksamkeit der
eingenommenen Praparate getestet wurde. Auch in der vorliegenden Studie ist die Qualitat der
Préparate nicht untersucht worden.

4.2.7 Effekt von Pyrimethamin auf die klinischen Befunde

4.2.7.1 Anamie

Vorhandene Pyrimethaminspiegel reduzierten das Risiko einer Andmie sowohl bei den
infizierten Schwangeren als auch in der Gesamtgruppe. In der multivariaten Analyse waren nur
prophylaktische Spiegel ausreichend fir eine signifikante Reduktion des Anamierisikos.

Nach Stratifizierung in die Paritatsgruppen zeigte sich vor allen Dingen flr die Primiparae ein
deutlicher Zusammenhang: Die mittleren Hamoglobinspiegel waren bei den nicht-infizierten
Primiparae mit prophylaktischen Pyrimethaminspiegeln ca. 1 g/dl hoher als bei den
Schwangeren ohne Pyrimethamin im Blut. Weiterhin zeigte sich ein deutlich abnehmender

Trend der Andmiepravalenz mit zunehmendem Pyrimethaminspiegeln sowohl bei den infizierten
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als auch bei den nicht-infizierten Schwangeren. Dennoch hatte mehr als ein Drittel der Frauen
mit Pyrimethaminspiegeln im prophylaktischen Bereich eine Andmie.

Die bereits zuvor zitierten Studien, die ebenfalls Pyrimethamin als alleinige antiparasitare
Prophylaxe in der Schwangerschaft betrachteten, haben die Prévalenz von Andmie nicht
berlcksichtigt (Morley, 1964; Nahlen et al., 1989), so dass ein Vergleich nur mit Studien
maoglich ist, die den Einfluss anderer Praparate als antiparasitire Chemoprophylaxe auf das
Vorliegen mtterlicher Anamie wahrend der Schwangerschaft untersucht haben.

Garner & Gulmezoglu (2006) kamen in ihrer Zusammenfassung von 16 Studien zur
antiparasitaren Prophylaxe bzw. IPT wéhrend der Schwangerschaft zu folgenden Ergebnissen:
Schwangere Erst- und Zweitgebarende, die eine Prophylaxe oder IPT einnahmen, hatten ein
deutlich reduziertes Risiko andmisch zu sein, als die Schwangeren ohne Prophylaxe (Fleming et
al., 1989; Shulman et al., 1999; Ndomugyenyi et al., 2000). Dieses entspricht hinsichtlich der
Erstgebarenden den Ergebnissen der vorliegenden Studie.

Studien, die Schwangere unabhdngig von der Paritat betrachteten, konnten keinen signifikanten
Vorteil durch eine Prophylaxeeinnahme auf die Prévalenz von Andmie bei den Schwangeren
feststellen (Nosten et al., 1994). Weitere Studien in Afrika konnten zeigen, dass eine
antiparasitdre Chemoprophylaxe besonders bei Primiparae das Risiko von Andmie mindert
(Schultz et al., 1994; Verhoeff et al., 1996; Parise et al., 1998; Rogerson et al., 2000; Challis et
al., 2004; Falade et al., 2007). Vor allen Dingen IPT mit Sulfadoxin-Pyrimethamin hatte einen

protektiven Effekt gegen Schwangerschafts-assoziierte Anamie (ter Kuile et al., 2007).

4.2.7.2 Fruhgeburtlichkeit und niedriges Geburtsgewicht

Das Risiko flr niedriges Geburtsgewicht und Friihgeburtlichkeit wurde in der Studiengruppe
durch die Einnahme von Pyrimethamin nicht reduziert. Auch in der Gruppe der Primiparae
zeigten sich keine signifikanten positiven Effekte der Prophylaxe fiir das Neugeborene.
Pyrimethamin minderte allenfalls indirekt tber eine Risikominderung fir Anadmie (s. 0.), die
hauptverantwortlich fir die klinischen Folgen einer P. falciparum-Infektion wéhrend der
Schwangerschaft zu sein scheint (Msolla et al., 1997; Shulman et al., 2001), das Risiko fiir das
Auftreten von Friihgeburtlichkeit und niedrigem Geburtsgewicht.

In der Metaanalyse von Garner und Gulmezoglu (2006) zeigte sich durch die Einnahme einer
antiparasitareren Chemoprophylaxe oder IPT fir Erst- und Zweitgebdrende ein gemindertes
Risiko, ein untergewichtiges Neugeborenes zur Welt zu bringen (Morley, 1964; Parise et al.,
1998; Ndyomugyenyi et al., 2000; Cot et al., 2002; Challis et al., 2004). Wiederum konnten
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Studien, die Schwangere unabhangig von der Paritat betrachteten, keinen signifikanten Vorteil
durch eine Prophylaxeeinnahme auf die Pravalenz von Friihgeburtlichkeit und niedrigem
Geburtsgewicht feststellen (Nosten et al., 1994).

Weitere Studien konnten eine deutliche Reduktion der Pravalenz von niedrigem Geburtsgewicht
durch die Anwendung von > 2 SP-Gaben als IPT nachweisen (Verhoeff et al., 1998; Rogerson et
al., 2000; Njagi et al., 2003).

4.2.7.3 Kongenitale Malaria

In den meisten der vorliegenden Studien zur kongenitalen Malaria wurde die Diagnose mittels
Nabelschnurblut erhoben. In den Studien, die peripheres Blut der Neugeborenen untersuchten,
waren die Prévalenzen niedriger bzw. wie in der vorliegenden Studie bei 0 % (Akindele et al.,
1993; Fischer et al, 1997; Runsewe-Abiodun et al., 2006, Menendez et al., 2007).
Maoglicherweise sind die Parasitdimien im Nabelschnurblut durch eine Kontamination mit
mutterlichem infiziertem Blut verursacht worden. Durch den Nachweis mittels PCR lassen sich
nun auch submikroskopische Infektionen bei den Neugeborenen erfassen, gleichzeitig steigt die
Bedeutung der Kontamination. Zwei Metaanalysen zur kongenitalen Malaria postulieren
dennoch die Zunahme der Pravalenz kongenitaler Malaria in den Endemiegebieten (Menendez et
al., 2007; Uneke et al., 2007). Als mogliche Ursachen werden u. a. hdhere Parasitdmien bei den
Mittern durch die zunehmende Resistenzentwicklung gegen die antiparasitaren Medikamente
diskutiert (Chabasse et al., 1988; Airede, 1991) und eine zunehmende Virulenz der Parasiten
(Akindele et al., 1993). Es wurde auRerdem postuliert, dass u. U. wegen der eingenommenen
antiparasitaren Chemoprophylaxe ein reduzierter Antikorpertransfer von der Mutter auf das Kind
erfolgt und dadurch das Risiko einer kongenitalen Malariainfektion steigt (Ibeziako & Williams,
1980; Staalsoe et al., 2004).

Da sich bei keinem der 770 Neugeborenen mittels PCR einer peripher-vendsen Blutprobe eine
kongenitale Malaria nachweisen lief3, lasst sich tber einen protektiven Effekt der miditterlichen
Einnahme einer antiparasitdren Prophylaxe keine Aussage machen. Ob die Einnahme von
Antimalaria-Medikamenten wéhrend der Schwangerschaft einen Einfluss auf die plazentaren
Parasitdmien, den Zeitpunkt der ersten Malariainfektion bzw. die Entwicklung der Immunitét des
Neugeborenen und den sogenannten Nestschutz hat, ist noch nicht geklart. Mutabingwa et al.
(1993) sah keinen negativen Effekt auf den ,Nestschutz“ durch die Einnahme von
Chemoprophylaxe in der Schwangerschaft. Aponte et al. (2007) postulierten, dass durch die

Gabe von Malariaprophylaxe im ersten Lebensjahr mdoglicherweise die Entwicklung der
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Immunitit gegeniiber P. falciparum verzogert wird, was u. U. auch durch die diaplazentar
Ubertragenen Medikamente bewirkt werden konnte. Aufgrund der Halbwertzeiten der in den
Endemiegebieten gdngigen Malaria-Medikamente, ist von einem Abklingen der Blutspiegel noch
wéhrend der Phase des Nestschutzes auszugehen. Ein Einfluss auf die Immunitatsentwicklung ist

daher wahrscheinlich gering.

4.2.8 Maternofetaler Transfer von Pyrimethamin und Chloroquin

Die diaplazentare Ubertragung von Pyrimthamin und Chloroquin war linear und damit
unabhéngig von der Konzentration. Die fetalen Spiegel variierten zwischen 60 und 100 % der
miitterlichen Spiegel. Auch eine plazentare Infektion veranderte das Ubertragungsverhaltnis
nicht signifikant.

Peytavin et al. (2000) postulierte bereits die Unabhangigkeit der plazentaren Transferrate von der
mutterlichen Pyrimethaminkonzentration, was flr eine passive Diffusion oder einen aktiven
Transport, der nicht zu sattigen ist, sprache. Diese Hypothese bezuglich des
Transfermechanismus wird gestltzt durch die von Trenque et al. (1994) festgestellte hohe
Lipophilitdt und damit gute Membranpermeabilitdt von Pyrimethamin. Die meisten
Medikamente passieren die Plazenta ber Diffusion (Bourget et al., 1995; van der Aa et al.,
1998). In Peytavins ex vivo Plazentamodell variierten die fetalen Konzentrationen von 38 - 80 %
der matterlichen Spiegel und waren damit niedriger als in der vorliegenden Studie. Dagegen
fanden Dorangeon et al. (1990) und Trenque et al. (1994) im Rahmen der pranatalen
Toxoplasmoseprophylaxe mit SP bei den Neugeborenen Pyrimethamin-Plasmaspiegel, die mit
50 bis 100 % der mudtterlichen Konzentrationen den in der vorliegenden Studie gemessenen
Transferraten entsprachen.

Fir Chloroquin wurden in einem Tiermodell mit Schafen deutlich niedrigere fetale als
miutterliche Konzentrationen gemessen (Augustijns et al., 1991). Allerdings zeigten Boyd et al.
bereits 1976, dass Plazenten von Schafen deutlich weniger permeabel waren als menschliche
Plazenten. Fur diese unterschiedliche Permeabilitat spricht auch, dass Untersuchungen von
neonatalem und mdtterlichem Plasma fiir Chloroquin annéhernd hundertprozentige Transferraten
ergaben (Akintowa et al., 1988). Im Rahmen einer semiquantitativen Analyse in einer anderen
Studie ergaben sich fetale Chloroquinkonzentrationen (Urin und Blut) von ca. 50 % der
mutterlichen Konzentrationen (Essien et al., 1982).

Fir Mefloquin zeigte Barzago et al. (1994) in einem in vitro Plazentaperfusionsmodell eine

annahernd hundertprozentige plazentare Ubertragung und postulierte, dass die hohe
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Konzentration von Mefloquin in der Plazenta einen besonderen Infektionsschutz fiir Mutter und
Kind bei plazentarer Malaria bietet.

Sowohl die zum diaplazentaren Chloroquin- als auch zum Pyrimethamintransfer vorliegenden
Studien variieren deutlich in den Angaben der Transferraten, was wahrscheinlich auf die jeweils
unterschiedliche Messmethodik zurtickzufiihren ist.

Ob die diaplazentar tbertragenen Medikamente u. U. einen Schutz vor kongenitaler Infektion
darstellen bzw. einen Einfluss auf den Nestschutz oder die Ausbildung der Immunitat der
Neugeborenen haben, 18Rt sich aus den vorliegenden Daten nicht ableiten und muR weiter

untersucht werden.

4.3 Schlussfolgerung

Obwohl Pyrimethamin in der vorliegenden Studie zumindest fur einen Teil der Primiparae noch
einen Infektionsschutz zu bieten scheint, ist die Fortflihrung der Prophylaxe mit Pyrimethamin
als Einzelpraparat im Studiengebiet und in von der Resistenzlage vergleichbaren
Endemiegebieten nicht sinnvoll. Urséchlich fir den Wirkungsmangel der Prophylaxe ist
wahrscheinlich die hohe Pravalenz von Pyrimethamin-resistenten Parasiten. Bereits 1998 war die
Préavalenz der mit Pyrimethamin-Resistenz assoziierten Hauptmutation am Codon 108 im
Studiengebiet bei 81 %. Eine Dreifachmutation (Codon 108, 51 und 59) des DHFR-Gens, die die
Pyrimethamin-Resistenz noch verstéarkt, war in 36 % der Falle vorhanden (Mockenhaupt et al.,
2001). Zum Studienzeitpunkt im Jahr 2000 lag die nachtraglich ermittelte Prévalenz der
Hauptmutation bereits bei Gber 90 % und die der Dreifachmutation bei 52 % (Mockenhaupt et
al., im Druck). Das Verhéltnis zwischen lokaler Verbreitung der Resistenz-assoziierten
Mutationen der Parasiten und noch zufriedenstellender Wirksamkeit der gangigen
Malariamedikamente ist entscheidend und schwer zu ermitteln. Die meisten
Malariamedikamente miussen trotz verbreiteter Resistenz aus Mangel an Alternativen weiter
angewendet werden. So stehen auch in Ghana andere antiparasitire Medikamente neben
Pyrimethamin fur die Prophylaxe in der Schwangerschaft praktisch nicht zur Verfugung. Eine
ebenfalls denkbare Prophylaxe mit Chloroquin geht insbesondere bei langandauernder
Anwendung mit einer geringen Medikamententreue einher aufgrund der bei Afrikanern
weitverbreiteten Nebenwirkung des Juckreizes (Osifo, 1984; Matola et al., 1985). Proguanil ist
zwar kostenginstig, als Monosubstanz aber ebenfalls von den Pyrimethaminresistenz-
vermittelnden Mutationen von P. falciparum betroffen (Basco & Ringwald, 2000) und muR

auflerdem taglich eingenommen werden, was wiederum zu einer mangelhaften Compliance
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fuhren kann. Mefloquin wird erst seit kurzem zur Prophylaxe ab dem zweiten Trimester
empfohlen und ist im afrikanischen Kontext prohibitiv teuer. Diese Erwdgungen mogen u. a. die
lokalen Gesundheitsbehorden, denen die hohe Prdvalenz Pyrimethamin-resistenter Erreger
(Mockenhaupt et al., 2001) mitgeteilt wurde, dazu bewogen haben, die bereits damals scheinbar
inadaquate Substanz weiterhin zu empfehlen.

Um die Ausbildung von Resistenzen Uber einen verminderten Selektionsdruck zu verhindern
bzw. zu verzogern, bietet sich die intermittierende Gabe von Kombinationspraparaten an (WHO,
2001). AulRerdem ist durch den deutlich geringeren finanziellen und logistischen Aufwand des
Intermittent Preventive Treatment (IPT) gegenuber einer wochentlichen Prophylaxe eine
konsequente regelméBige Einnahme eher zu erwarten. Entsprechend der Empfehlungen der
WHO (WHO, 2004) wurde in Ghana IPT mit Sulfadoxin-Pyrimethamin (SP) anstelle der
wochentlichen Pyrimethamin-Prophylaxe im Jahre 2005 eingefthrt. IPT beinhaltet mindestens
zwei Gaben einer therapeutischen Dosis Sulfadoxin und Pyrimethamin im zweiten und dritten
Schwangerschaftstrimester unabhangig von dem Vorliegen einer Infektion mit P. falciparum
(WHO, 2004).

Trotz zunehmender Resistenzen gegen SP profitierten schwangere Frauen und ihre
Neugeborenen in den Endemiegebieten von der Praventivbehandlung (Newman et al., 2003;
Garner & Gulmezoglu, 2006; ter Kuile et al., 2007). In einer neueren Therapiestudie bei
Schwangeren in Ghana konnten Heilungsraten von 70-90 % erreicht werden (Tagbor et al.,
2006).

Im Jahr 2006 konnten im Studiengebiet nach einjahriger Implementation von IPT mit SP bereits
eine Halbierung der Pravalenz von Malaria in der Schwangerschaft nachgewiesen werden
(Hommerich et al., 2007). Auch die Prévalenz von mitterlicher Andmie war deutlich geringer
und das durchschnittliche Geburtsgewicht der Neugeborenen war signifikant héher.

Die Beflrchtung, dass durch die Préventivbehandlung von asymptomatischen Individuen
moglicherweise die Ausbreitung von Resistenzen gegen SP zusatzlich beschleunigt wird
(O’Meara et al., 2006), scheint allerdings berechtigt zu sein. So hat sich im Studiengebiet die
Prévalenz von P. falciparum mit DHFR-Dreifach-Mutation tber einen Zeitraum von acht Jahren
verdoppelt: 36 % im Jahr 1998 gegeniiber 72 % im Jahr 2006 (Mockenhaupt et al., im Druck).
Bis zu welchem Ausmass an Resistenz das IPT mit SP effektiv bleibt, ist noch ungeklért. Die
WHO empfiehlt die Anwendung von IPT mit SP in der Schwangerschaft weiterhin fur L&nder, in
denen die Versagensrate der Therapie bei Kindern < 50 % liegt (WHO, 2005). Mockenhaupt et
al. zeigten, dass die DHFR-Dreifachmutation in Nordghana das Risiko des Therapieversagens
von IPT mit SP bei Kindern um das zehnfache erhéht (Mockenhaupt et al., 2005). Der
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pradikative Wert von DHFR-Mutationen bei Schwangeren ist noch unbekannt. Eine
diesbezugliche Studie ware sinnvoll.

Besonders vor dem Hintergrund der zunehmenden Resistenzentwicklung der Parasiten ist die
Entwicklung und Testung neuer Medikamente und Medikamentenkombinationen, die zur
Prophylaxe und Therapie der Infektion mit P. falciparum wéhrend der Schwangerschaft geeignet
sind, dringend notwendig (White, 2005). Neue Optionen in Prophylaxe und Therapie der Malaria
besonders auch in der Schwangerschaft erdffnen sich mdglicherweise durch die
Kombinationspréparate mit Folatantagonisten aus Proguanil und Atovaquone, sowie
Chlorproguanil und Dapson bzw. Chlorproguanil, Dapson und Artesunate (Kain, 2003; Marra et
al., 2003; Nzila et al., 2006). Wegen schwerer Nebenwirkungen wurden jedoch Dapson-haltige
Malariamedikamente Anfang 2008 vom Markt genommen und ihre Weiterentwucklung
eingestellt. Die Kombination von Alternativpraparaten wie Artesimin, Amodiaquin und
Mefloquin sowie die Kombinationspréparate mit Folatantagonisten und Artemether-Lumefantrin
werden bereits fir die Therapie der akuten und besonders der multiresistenten P. falciparum-
Infektion wahrend der Schwangerschaft vereinzelt getestet (Nosten et al., 2000; McGready et al.,
2003; Brabin et al., 2004; Tagbor et al., 2007). Das teratogene Risiko dieser Praparate ist
allerdings noch weitestgehend unklar. Nur Mefloquin wurde bisher als Einzelpraparat ab dem 2.
Trimester prophylaktisch angewendet. Die Resistenzraten gegen Mefloquin sind in diesen
Gebieten in Indochina bereits hoch (Nosten et al., 2000). Nosten et al. (2000) zeigte allerdings in
einem Gebiet mit hochgradiger Mefloquinresitenz mit der Kombination aus Mefloquin und
Artesunate bei Schwangeren therapeutisch angewendet eine hundertprozentige Heilungsrate. Die
Kombination des hochpotenten Blutschizontozids Artesimin und seiner Derivate mit den
gebrauchlichen Malaria-Medikamenten erscheint zumindestens hoffnungsvoll (Taylor et al.,
2004; Dellicour et al., 2007). Deen et al. (2001) und Adam et al. (2006) zeigten die Wirksamkeit
und die scheinbar sichere Anwendung in der Schwangerschaft ab dem zweiten Trimester von
Artesunate und SP in therapeutischer Dosierung. In grof3en multizentrischen Studien des von der
Bill und Melinda Gates Stiftung finanzierten ,,Malaria in Pregnancy Consortium‘ werden derzeit
verschiedene Kombinationspréparate flr die Therapie und Prophylaxe der Malaria in der
Schwangerschaft getestet (www.mip-consortium.org).

Neben der Optimierung von Diagnostik, Prophylaxe bzw. Praventivtherapie und Therapie muss
die Aufklarung und medizinische Betreuung der Schwangeren verbessert werden. Der Besuch
der Schwangerschaftsvorsorge reduzierte die Infektionspravalenz, die Prévalenz von Andmie,
niedrigem Geburtsgewicht und Frihgeburtlichkeit, wie es schon in anderen Studien beschrieben

wurde (Prazuck et al., 1993; Rogerson et al., 2003). AulRerdem lieR sich bei regelmaRigem
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Besuch der Schwangerschaftsvorsorge Pyrimethamin hdufiger nachweisen. Dies spricht dafur,
dass die engmaschige, mdoglichst kostenfreie Betreuung von Schwangeren die regelmaiiige
Einnahme antiparasitérer Medikamente fordert. Erfreulicherweise ist die
Schwangerschaftsvorsorge in Ghana seit Beginn des Jahres 2008 kostenfrei.

Ein besseres Verstandnis flir die Zusammenhdnge von Infektion und Schwangerschaft zu
erreichen, ist neben der Verbesserung der sozio-6konomischen Bedingungen der Frauen eine der
wichtigsten  Voraussetzungen fur die erfolgreiche Umsetzung einer antiparasitdren
Chemoprophylaxe bzw. Praventivtherapie und anderer malariapraventiver Malinahmen, wie z. B.
die Benutzung impréagnierter Moskitonetze (Nganda et al, 2004). Entscheidend fir das Versagen
der Préaventivtherapie bzw. der Prophylaxe sind jedoch neben parasitdren Resistenzen nicht die
Motivation und die Compliance der Schwangeren und des medizinischen Personals, sondern die
mangelnde Verfligbarkeit der Medikamente, die falsche Einnahme und die schlechte Qualitét der
Préparate (WHO, 2003; Abuaku et al., 2005; Buabeng et al., 2007).
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5 Zusammenfassung

Jedes Jahr werden etwa 24 Millionen Frauen in den Malaria-Endemiegebieten schwanger.
Malaria wéahrend der Schwangerschaft kann in mdtterlicher Anamie, niedrigem Geburtsgewicht,
Frihgeburtlichkeit, intrauteriner Wachstumsverzégerung und Fehl- und Totgeburten resultieren.
Es wird geschatzt, dass der Malaria in der Schwangerschaft jahrlich 10.000 muditterliche
Todesfélle und bis zu 200.000 bei Sauglingen zugeschrieben werden kdnnen.

Die WHO empfahl bereits 1986, dass schwangere Frauen in den Malaria-Endemiegebieten im
Rahmen der Schwangerschaftsvorsorge eine antiparasitare Chemoprophylaxe erhalten sollten.
Das Malaria-Experten Komitee der WHO betonte nochmals im Jahre 2000 die Notwendigkeit
einer antiparasitaren Prophylaxe oder Praventivbehandlung warend der Schwangerschaft. Die
dramatische Entwicklung von parasitarer Resistenz gegeniber den verfligbaren Medikamenten
hat zu einer Abkehr von kontinuierlicher Chemoprophylaxe bei Schwangeren in den
Endemiegebieten gefuhrt. Stattdessen empfiehlt die WHO heute die préventive intermittierende
Therapie (IPT) mit Sulfadoxin-Pyrimethamin, die mindestens zweimalig ab dem 2. Trimester
gegeben wird.

Im Studiengebiet von Agogo, Ghana, wiesen im Jahr 2000, ber 90 % der von Schwangeren
isolierten  Plasmodium  falciparum-Stamme  eine  Punktmutation auf, die mit
Pyrimethaminresistenz vergesellschaftet ist. Dennoch wurde Pyrimethamin Schwangeren dort
weiterhin routinemaRig zur Chemoprophylaxe verabreicht. Die vorliegende Studie untersucht die
Effekte einer solchen Chemoprophylaxe im Kontext weitverbreiteter Medikamentenresistenz.
Vom 24. Januar 2000 bis zum 24. Januar 2001 wurden im holoendemischen Malariagebiet von
Agogo 770 Gebérende, sowie ihre Plazenten und Neugeborenen in die Untersuchung
eingeschlossen. Es sollte die Frage geklart werden, ob und inwieweit die im Rahmen der
Schwangerschaftsvorsorge verordnete antiparasitare Prophylaxe mit Pyrimethamin einen Schutz
vor der plazentaren Infektion mit P. falciparum bietet bzw. einen Effekt auf die Auspragung der
Infektion und ihre klinische Manifestation bei Mutter und Kind hat. Die Infektion der Plazenta
mit P. falciparum wurde mittels mikroskopischen Nachweises von Parasiten und/oder
Malariapigment sowie PCR diagnostiziert. Mdtterliche Anédmie, Fruhgeburtlichkeit und
niedriges Geburtsgewicht wurden erfasst und Plasmakonzentrationen von Pyrimethamin mittels
ELISA gemessen. Die Einflisse von Pyrimethamin auf die plazentare Infektion mit P.
falciparum und seine Manifestation wurde in uni- und multivariaten Analysen ausgewertet.

Mit 59,6 % wiesen mehr als die Halfte der Frauen eine mit der PCR nachweisbare Infektion der

Plazenta mit P. falciparum auf. Bei nur 19,2 % der Frauen zeigte sich eine mikroskopisch
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detektierbare periphere Parasitdmie. Bei 30,4 % der Schwangeren konnte Malariapigment in der
Plazenta nachgewiesen werden. Sowohl die Pravalenz von plazentaren Infektionen als auch von
plazentarem Pigment nahmen signifikant mit zunehmender Schwangerschaftsanzahl ab. Es
konnten keine kongenitalen Infektionen nachgewiesen werden. Die jeweilige Prévalenz von
Anamie (34,4 %), Fruhgeburtlichkeit (18,9 %) und niedrigem Geburtsgewicht (16,2 %) war beli
den infizierten Mauttern signifikant hoher als bei den nicht-infizierten — besonders bei
Erstgebarenden und bei Malariapigmentnachweis. Von den 770 Frauen wiesen zum Zeitpunkt
der Entbindung 35,7 % prophylaktische und 42,5 % grenzwertige Pyrimethaminspiegel auf,
waéhrend sich bei 21,8 % kein Pyrimethamin im Blut nachweisen lieR. In der Gruppe der Frauen
ohne Pyrimethaminspiegel wiesen 69,1 % eine mit der PCR darstellbare Infektion der Plazenta
auf. Gebdrende mit grenzwertigen bzw. prophylaktischen Spiegeln waren zwar signifikant
seltener, aber in immer noch mehr als der Halfte der Félle infiziert (59,6 % bzw. 53,8 %). Die
Prévalenz einer matterlichen Andmie war bei Frauen ohne Pyrimethaminnachweis hoher (47,0
%) als bei solchen mit grenzwertigen (31,8 %) oder prophylaktischen Medikamentenspiegeln
(29,5 %). Sowohl der Effekt auf die Infektion als auch auf die Andmie war bei Erstgebarenden
starker ausgepragt. Auf das Auftreten von Friihgeburtlichkeit und niedrigem Geburtsgewicht
hatte die Einnahme von Pyrimethamin keinen signifikanten Einfluss. Nebenbefundlich wurde
eine nahezu lineare Korrelation zwischen mutterlichen und kindlichen Plasmakonzentrationen
von Pyrimethamin und Chloroquin festgestellt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Chemoprophylaxe Schwangerer mit
Pyrimethamin im Studiengebiet und in Gebieten vergleichbarer Resistenzlage unzureichend ist.
IPT mit Sulfadoxin-Pyrimethamin wurde in Ghana im Jahre 2005 eingefiihrt. Neuere
Untersuchungen in Agogo, Ghana, haben gezeigt, dass sich die Pravalenz der P. falciparum-
Infektion infolgedessen halbiert hat. Allerdings hat die parasitare Resistenz gegen Sulfadoxin-
Pyrimethamin dort deutlich zugenommen, so dass voraussehbar ist, dass diese MaRnahme in
einigen Jahren ebenfalls an Wirkung einbiiRen wird.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung unterstreichen letztlich die Notwendigkeit kontinuierlicher
Uberprifung der Wirksamkeit der gegen die Malaria in der Schwangerschaft gerichteten

KontrollmaRnahmen.
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7 Anhang

7.1 Abklrzungen
Abb. Abbildung
BF Blickfeld
bp Basenpaare
bzw. beziehungsweise
ca. circa
°C Grad Celsius
cm Zentimeter
CSA Chondritinsulfat A
DHFR Dehydrofolatreduktase
DNA Desoxyribonukleinséure
DNTP Desoxyribonukleotide
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
etal. lat.: et alii
g Gramm
Hb H&moglobin
Hkt Héamatokrit
HIV engl.: Human Immunodeficiency Virus
19G Immunglobulin G
IPT engl: Intermittend Preventive/Presumptive Treatment/Therapy
IUGR Intrauterine Growth Retardation
Kl Konfidenzintervall
kg Kilogramm
LBW engl.: Low Birth Weight
mg Milligramm
ml Milliliter
MSP-1/-2 engl.: Merozoite Surface Protein 1/2
ul Mikroliter
n Fallzahl
OR Odds Ratio
Parasit
P Plasmodium
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PCR
PfEMP1
SSW
SP

S. u.
Tab.
u. a.
u. U.
UpM
VS.
WHO
z. B.

engl.: Polymerase Chain Reaction
engl.: P. falciparum Erythrocyte Membrane Protein 1
Schwangerschaftswoche
Sulfadoxin-Pyrimethamin

siehe unten

Tabelle

unter anderem

unter Umsténden

Umdrehung pro Minute

Versus

engl.: World Health Organisation

zum Beispiel
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