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Abstract

Abstract auf Deutsch

Hintergrund: Infektionen mit Plasmodium spp., Ascaris lumbricoides
und Giardia duodenalis sind haufig bei Schulkindern in Subsahara Afrika. Die
Datenlage bezuglich der Epidemiologie und der klinischer Manifestation von
Koinfektionen stellt sich jedoch unzureichend dar. Wahrend der Einfluss von
Malaria auf die kindliche Gesundheit bekannt ist, erhalten Akut- und
Langzeitauswirkungen von asymptomatisch erscheinenden Plasmodium-
Infektionen erst neuerlich Beachtung. Aufkommende Artemisinin-Resistenzen
gefahrden neuere Erfolge von Malaria-Kontrollprogrammen. Die Kelch 13
(K13) Propeller-Domaine von Plasmodium falciparum wird mit Artemisinin-
Resistenz in Verbindung gebracht.

Methoden: Im Jahr 2014 wurden 1089 Schulkinder im Alter von 6-10
Jahren, welche 12 Schulen im Huye-Bezirk Ruandas besuchten, klinisch
sowie anthropometrisch untersucht, Daten bezuglich der individuellen
medizinischen Vorgeschichte und Sozio6konomie eingeholt sowie deren Blut-
und Stuhlproben gesammelt. Die Bestimmung von Plasmodium spp., A.
lumbricoides und G. duodenalis Infektionen erfolgte durch Mikroskopie und
PCR-Verfahren. WeiterfUhrend wurden insgesamt 222 Plasmodium falciparum
Isolate von Kindern des Huye-Bezirkes aus den Jahren 2010, 2014 und 2015
mit der Frage nach einer moglichen Prasens von K73-Polymorphismen
untersucht.

Ergebnisse: Die Mehrheit der 1089 Schulkinder waren asympto-
matisch (Fieber 2,7%) am Untersuchungstag. Plasmodium spp. konnte in
22,4% (davon 41% submikroskopische Infektionen) der Falle detektiert
werden. Plasmodium spp. zeigte sich assoziiert mit Anamie, Fieber,
Untergewicht, klinischer Mangelerndhrung sowie weiterer unspezifischer,
Symptome, in der medizinischen Vorgeschichte (u.a. Mudigkeit, Schwache,
Erbrechen). Mit der Ausnahme von Untergewicht imponierten diese Be-
schwerden ebenso im Falle von submikroskopischen Infektionen. Bezuglich
der Pravalenz, Risikofaktoren und Auswirkungen von Koinfektionen lagen
vollstandige Datensatze fur 878 der Kinder vor. Plasmodium spp., A.
lumbricoides und G. duodenalis waren prasent in 22%, 35% und 36% der
Kinder, 24% wiesen Koinfektionen mit zwei oder mehr Parasiten auf.



Assoziierte Risikofaktoren fur Koinfektionen spiegelten vor allem einen
niedrigen soziokonomischen Status wider. Viele der erhobenen und
beschriebenen Symptome waren mit einer Plasmodium-Infektion assoziiert,
und Koinfektionen modifizierten kaum das klinische Erscheinungsbild. Des-
weiteren konnten 2014 und 2015 2,5% bzw. 4,5% K13-Polymorphismen von
P. falciparum detektiert werden, wahrend dies 2010 nicht der Fall war. Zwei
Isolate zeigten K73-Mutationen (P574L und A675V), welche mit verzogerter
Parasitenelimination von Artemisinin-Behandlung einhergehen.
Schlussfolgerung: Polyparasitismus ist haufig unter ruandischen
Schulkindern. Wahrend die Manifestation vor allem durch Plasmodium spp.
dominiert wird, prasentieren die meisten Kinder unspezifische Symptome,
welche dennoch die Langzeitentwicklung der Kinder beeinflussen. Neu
detektierte K713-Polymorphismen mit Assoziation zu Artemisinin-Resistenz
gefahrden die Gesundheit der Kinder zudem. Die Ergebnisse bilden eine
Grundlage fur verbesserte schulbasierte Gesundheitsprogramme bei
Schulkindern in Ruanda.

Abstract auf Englisch

Background: Infections with Plasmodium spp., Ascaris lumbricoides and
Giardia duodenalis are common among school-aged children in sub-Saharan
Africa. Data on the epidemiology and clinical manifestation of co-infections are
rare, and while the impact of malaria on children’s health is well known, acute
and long-term impairments from supposedly asymptomatic infections with
Plasmodium spp. are increasingly recognized. The emergence of artemisinin
resistance endangers the previous achievements of malaria control programs.
Mutations in the Plasmodium falciparum Kelch 13 (K73) propeller domain are
considered to confer artemisinin resistance.

Methods: In 2014, 1,089 schoolchildren aged 6-10 years attending
12 schools in the Huye district of Rwanda were clinically and anthro-
pometrically examined. Data on the children’s socioeconomic status and
medical history were obtained and their blood and stool samples were
collected. Infections with Plasmodium spp., A. lumbricoides and G. duodenalis
were determined by microscopy and PCR assays. Furthermore, 222 samples
of Plasmodium falciparum isolated from the region in 2010, 2014, and 2015
were investigated for the presence of K713 polymorphism.



Results: The majority of the 1,089 schoolchildren were
asymptomatic (fever 2.7%) upon examination. Plasmodium spp. was detected
in 22.4% (41% submicroscopic infections) of children. Associated with
Plasmodium spp. infection were anemia, fever, underweight, and clinically
assessed malnutrition in addition to nonspecific symptoms (i.e. tiredness,
weakness, vomiting) in the children’s medical history. Except for underweight,
these conditions were also increased in submicroscopic infections.
Considering the prevalence and implications of co-infections, full data on
infection status were available for 878 children. Plasmodium spp., A.
lumbricoides, and G. duodenalis were present in 22%, 35%, and 36% of
children, respectively; 24% of children had co-infections with two or more
parasites. The factors associated with parasite infections largely overlapped
and reflected low socioeconomic status. Many of the reported and assessed
signs and symptoms were associated with Plasmodium spp., and co-infections
did not modify the clinical picture significantly. Furthermore, in 2014 and 2015,
K13 polymorphisms were detected in 2.5% and 4.5% (none in 2010) of the
children, respectively. Two isolates showed K13 resistance mutations (P574L
and A675V) associated with delayed parasite clearance.

Conclusion: Polyparasitism is common in Rwandan schoolchildren.
While the clinical manifestation is predominated by Plasmodium infection,
most children seem asymptomatic or present nonspecific symptoms that may
nevertheless affect their long-term development. Emerging K73 poly-
morphisms associated with artemisinin resistance may aggravate the impact
on children’s health. The results form the basis for improved school-based
health programs for children in Rwanda.

Beide Versionen des Abstracts sowie der Manteltext selbst folgen in
modifizierter Form grundlegend, soweit nicht anders benannt, den drei hier zu
Dissertationszwecken vorgelegten Publikationen '



Manteltext

1. Einleitung

Hohe Pravalenzen von Plasmodium spp., Geohelminthen (,soil-transmitted
helminths®, STHs) und Giardia duodenalis zeigen sich insbesondere im
Schulkindalter in vielen Regionen Subsahara Afrikas (SSA). In voran-
gegangenen Studien im Huye-Bezirk Ruandas imponierte eines von sechs
getesteten Schulkindern durch eine Infektion mit Plasmodium falciparum. Der
Groldteil der Kinder zeigte asymptomatische sowie submikroskopische
Infektionen *. Die Bedeutung von asymptomatischen und submikroskopischen
Infektionen mit P. falciparum bei Schulkindern wird zunehmend gewiirdigt **".
Weiterhin zeigten in vorangegangenen Studien im Huye-Bezirk rund ein Dirittel
der getesteten Schulkinder Infektionen mit STHs oder G. duodenalis '* 2.
Unter den STHs war Ascaris lumbricoides der am haufigsten vorkommende
Erreger in der Region *2.

Wahrend sich A. lumbricoides, G. duodenalis und Plasmodium spp. teilweise
hinsichtlich soziodkonomischer und verhaltensbezogener Risikofaktoren
ahneln, bleibt die Modulation der manifesten Symptomatik aufgrund von
Erregerinteraktion nahezu unverstanden * "%

Insbesondere der Malariaerreger besticht durch seine hohe Morbiditat und

Mortalitat im Kindesalter 2’

. Durch die Implementierung von Artemisinin-
basierten Kombinationspraparaten zeigte sich in den letzten Jahren eine
Reduktion der Malaria in Ruanda ?2. Wahrend in Siidostasien aufkommende

23, stellen

Artemisinin-Resistenzen bereits gehauft gezeigt werden konnten
diese auch eine Gefahr fur SSA dar. Entsprechend bedurfen mdgliche neue

Artemisinin-Resistenzen in der Region Afrikas besonderer Betrachtung.

Im Folgenden sollen die spezifischen Hintergrinde der sich hieraus ergebenen
Fragestellungen detaillierter dargelegt werden.

Plasmodium spp. zeigt eine groRe Variabilitat in der klinischen Manifestation.

Eine partielle Immunitat gegenuber dem Malariaerreger entwickelt sich vor
allem in endemischen Gebieten als Folge wiederholter Exposition .
Insbesondere Kinder im Schulalter zeigen hohe Raten an submikrosko-

5, 24-26

pischen und asymptomatischen Infektionen Die meisten jener



26, 27

Infektionen bleiben unerkannt und unbehandelt, obwohl deren Bedeutung

fur Immunantwort, Anamie, mogliche kognitive Defizite und verzogerte
physische Entwicklung bereits beschrieben wurde # ° 1% 112731,

Zudem tendieren submikroskopische Infektionen zu langerer Persistenz im
Organismus, weshalb sie besonders in niedrig-endemischen Gebieten als
Reservoir der Transmission betrachtet werden & 7 2% 32 Bisher waren keine
Daten vorhanden, welche die epidemiologischen Aspekte der asympto-
matischen bzw. submikroskopischen Infektionen mit Plasmodium spp. bei
Schulkindern in der hypo- bis mesoendemischen Region in Ruanda be-

schreiben 22,

Ebenso wie bei Plasmodium spp. zeigt eine G. duodenalis-Infektion
individuelle Unterschiede im Bezug auf ihre klinische Manifestation. Eine
Infektion erfolgt durch Aufnahme der widerstandsfahigen Zysten aus der
Umwelt mit Freigabe der Trophozoiten im Dinndarm 3, Maogliche Symptome
konnen Mangelernédhrung, Anamie, akute oder chronische gastrointestinale

18, 3437 Ganzlich

Symptome oder reduzierte kognitive Fahigkeiten sein
asymptomatische Verlaufe sind insbesondere in Hochendemiegebieten nicht
selten **. Hohe Pravalenzen von G. duodenalis finden sich insbesondere im
Schul- und Vorschulalter '2. Nicht zuletzt scheint die Manifestation ebenso von
Endemizitat wie von Mono- bzw. Koinfektionen abhéngig zu sein ">,

Auch A. lumbricoides, der global haufigste STH, zeigt ein gehauftes Vor-
kommen im Vorschul- und Schulkindalter *°. Weiterhin zahlen Trichuris
trichiura, Ancylostoma duodenale und Necator americanus zu der Gruppe .
Die Erreger ahneln sich im Transmissionsweg via fakal kontaminierter Erde.
Sie gelten als Verursacher von Mangelernahrung sowie reduzierter physischer
und kognitiver Entwicklung > "> 4°.

Aufgrund der hohen Pravalenz in gleichen Altersgruppen liegen Wechsel-
wirkungen zwischen Plasmodium spp. und STH Infektionen nahe, werden
aber kontrovers diskutiert. Neuere Metaanalysen zeigen bei Kindern mit
entsprechender Koinfektion Hinweise auf einen weniger symptomatischen
oder komplikationsloseren Verlauf, insbesondere hinsichtlich der Malaria-

4

induzierten Andmie *'. Einzelne Studien im Hinblick auf Anamie erbringen

jedoch fur die Koinfektion von A. lumbricoides und Plasmodium spp. weniger

klare Aussagen %,

Weiterhin sind Erbrechen, Diarrhoe und Untergewicht Symptome einer

Infektion mit Plasmodium spp. als auch einer Infektion mit G. duodenalis " 3*



%, Der jeweilige Beitrag der beiden im Rahmen einer Koinfektion bleibt jedoch
unklar.

Assoziationen mit geringen soziookonomischen Lebensverhaltnissen und
Hygienestandards sowie ahnliche Transmissionswege sind fur A. lumbricoides
sowie G. duodenalis beschrieben. Wahrend sich die Risikofaktoren der
Erreger teils ahneln und teils Uberlappen, stellen Koinfektionen selbst einen
Risikofaktor fiir weitere Infektionen da *°. Entsprechend stellt sich die Frage
nach einer moglichen Modifikation der klinischen Manifestation bei Ko-
infektionen.

Hohe Infektionsraten in den gleichen Altersgruppen, sowie der gemein-
schaftliche Effekt der Erreger auf physische sowie kognitive Langzeit-
auswirkungen zeigen die besondere Bedeutung flir das Gesundheitssystem
der Region auf. Speziell in Ruanda zeigte sich aufgrund der Implementierung
von Artemisinin-basierten Kombinationspraparaten zur Behandlung der
Malaria seit dem Jahr 2005 eine Reduktion der Mortalitat und Morbiditat #.
Eine Konsequenz der erfolgreichen Implementierung des Malariakontroll-
programmes ist die Reduktion der Endemizitat. Eine andere ist die Zunahme
von submikroskopischen Infektionen °. Die méglichen Auswirkungen auf die
physische und psychische Gesundheit der Kinder wurde bereits besprochen.
Dartber hinaus konnten aufkommende Artemisinin-Resistenzen bei P.
falciparum, wie bereits in Sidostasien etabliert > *¢ %’ die grundlegenden
Erfolge gefahrden.

Wenn auch selten, werden Falle von Artemisinin-Resistenzen bereits in Sub-
sahara Afrika beschrieben, so zum Beispiel bei drei Patienten in Uganda %

Vor allem genetische Varianten der Kelch 13 (K713) Propeller Region wurde in
den letzten Jahren als molekularer Marker bei Artemisinin-Resistenz des P.
falciparum Erregers beschrieben und fur Monitoring und Screening Methoden
verwendet *°.

Die K713 Region kodiert fur ein Kelch Protein, welches eine bedeutende Rolle
im Artemisinin-Resistenzmechanismus bei P. falciparum zu spielen scheint %0
Die ,ring-stage survival assay“ Methode stellt ein in-vitro Verfahren zur
Charakterisierung von Artemisinin-Resistenz dar, und die Ergebnisse dieses
Verfahrens sind oftmals mit K73-Mutationen von P. falciparum assoziiert o
Mittlerweile sind rund 200 nicht-synonyme K73-Mutationen identifiziert 2. Die

WHO bezieht eine deutlich Stellung bezuglich K73-Mutationen und deren



Rolle als Marker fiir verspatete Parasitenelimination und Resistenz #. Sie
differenziert unter anderem die sogenannten ,validierten” von ,Kandidaten®-
Markern. Als validierter Marker gelten Mutationen, welche in klinischen
Studien mit reduzierter Parasitenelimination einhergehen sowie eine
reduzierte in-vitro Sensitivitat zeigen. Falls sich eine K713-Mutation einzig durch
verzogerte Parasitenelimination in klinischen Studien auszeichnet ohne den
Nachweis von reduzierter Sensitivitat in-vitro, werden diese Mutationen als
,=Kandidaten“-Mutationen bezeichnet. Wahrend K713 C580Y die weltweit
haufigste validierte Mutation fiir Artemisinin-Resistenz darstellt °2, gehéren zur
Liste potentieller Kandidaten weiterhin P574L und A675V ?%. Jedoch befindet
sich die Liste moglicher Artemisinin-Resistenz assoziierter Mutationen im
standigem Wandel.

Die hier vorgelegte Arbeit zielt auf die Darlegung der jeweiligen Pravalenz von
Plasmodium spp., insbesondere submikroskopischer Infektionen, sowie von G.
duodenalis und A. lumbricoides bei Schulkindern aus Ruanda ab. Dabei liegt
das Hauptaugenmerk auf der klinischen Manifestation von submikro-
skopischen Plasmodium-Infektionen sowie auf die Modifikation der
Symptomatik bei Koinfektionen mit den drei Erregern. Weitergehend soll die
Fragestellung nach moglichen Artemisinin-Resistenzen in der Region im
zeitlichen Verlauf zwischen 2010-2015 betrachtet werden. Entsprechende
Daten stammen aus drei Querschnittsstudien aus den Jahren 2010, 2014 und
2015 mit Kindern unter 5 Jahren bzw. zwischen 6-10 Jahren des Huye-Bezirk
aus der sudlichen Region Ruandas.

2. Methodik

2.1. Lokalisation, Studienpopulation und Studiendesign

Den Fokus der Studien bildet der Huye-Bezirk der sudlichen Provinz Ruandas.
Dieser befindet sich auf Ruandas Zentralplateau und beherbergt ca. 330.000
Einwohner (Hohe 1600-1800 m, Durchschnittstemperatur ca. 19°C mit einem
jahrlichen Regenfall von 1200 mm). P. falciparum stellt hier den pra-
dominanten Erreger der Plasmodium spp. dar und verursacht ca. 83% der
Infektionen mit einem Malariaerreger *. Ebenso befallt A. lumbricoides mehr
als 30% der Kinder, wahrend die restlichen Erreger der STHs, namentlich



Hakenwurm und Trichuris trichiura nur eine Gesamtpravalenz von 4% bei

konventioneller Mikroskopie zeigen '* 3% 39

. Entsprechend werden letztere
Infektionen hier unbeachtet bleiben. Eine Infektion mit G. duodenalis betrifft
bis zu 60% der Kinder in der Region, mit jedoch deutlichen geographischen

Unterschieden '35,

Die zentrale Datenerhebung zur Bedeutung von asymptomatischen und
submikroskopischen Plasmodien-Infektionen (Sifft et al, 2016) und zur
klinischer Manifestation bei Polyparasitismus (Geus et al., 2019) erfolgte 2014.
Aus jeweils einem der 14 Subbezirke des Huye-Bezirks erfolgte die Auswahl
einer Grundschule mit 500-1000 Schilern. Zwei Schulen waren aus logis-
tischen Grinden nicht zuganglich, sodass die Studie an insgesamt 12 Schulen
durchgefuhrt wurde.

An jeder Schule wurden 150 Schuler im Alter von 6-10 Jahren anhand der
Schullisten zufallig vorselektiert. Ziel war die Teilnahme von 100 Studienteil-
nehmern pro Schule.

Einige Tage vor Beginn der Untersuchungen wurden Informationsveran-
staltungen am jeweiligen Schulort bzw. im Gesundheitszentrum abgehalten.
Die Kinder, Lehrer und Eltern wurden Uber die Ziele und die Ablaufe der
Studie informiert. Zudem wurde die schriftliche Einverstandniserklarung der
Eltern, beziehungsweise der Sorgeberechtigten, sowie der Schulkinder
eingeholt.

Die Studienprotokolle wurden von der nationalen ruandischen Ethik-

kommission, sowie dem ruandischen Ministerium fur Bildung genehmigt.

2.2, Datenerhebung und Untersuchung der Schulkinder

Die Untersuchung erfolgte einen Tag vor der landesweiten routinemafRigen
Entwurmung. Eine Anamnese bezuglich zurlckliegender Symptome wurde
erhoben. Diese wurde mit den schriftlichen Angaben der Eltern bezlglich der
medizinischen Vorgeschichte kombiniert. Hierfur sowie zur Erhebung der
soziookonomischen Daten und der Verhaltensweisen besuchte geschultes
Gesundheitspersonal die Familien der Kinder in der Hauslichkeit und fihrte ein
Interview mit den Eltern oder Fursorgeberechtigten. Der Fragebogen auf
Kinyarwanda beinhaltete Angaben zu Bildungsgrad, Arbeitsverhaltnissen und
Haushaltsmerkmalen sowie zur Fahigkeit der Zahlung von Schulgebihren
bzw. Krankenversicherung und zum Besitz von Vieh.



Im Rahmen der klinischen Untersuchung durch eine Padiaterin erfolgte die
Feststellung von Alter, Geschlecht, Groke und Gewicht sowie der mittlere
Oberarmumfang (MUAC) und Korpertemperatur. Fieber wurde definiert als
axillare Temperatur 237,5°C. Zudem nutzten wir ,AnthroPlus® S Zzur
Berechnung von Gewicht-zu-Alters Z-Score (WAZ), Grole-zu-Alters Z-Score
(HAZ) sowie BMI-zu-Alter Z-Score (BAZ) zur Beurteilung von allgemeinem
bzw. chronischem Untergewicht und von Magerkeit mit entsprechender
Definition bei einem Wert von < -2 Standard-Abweichung (SD).

Peripher vendses Blut wurde entnommen zur Beurteilung der Hamoglobin
(Hb) Konzentration mittels eines tragbaren HemoCue Photometers
(Angelholm, Sweden). Anamie wurde, angepasst an Hoéhenlage und Alter,

definiert als Hb <12g/dl **.

2.3. Labortechnische Untersuchungen der Blut- und Stuhlproben

Noch vor Ort erfolgte die Malariadiagnostik mittels Teststreifen (SD BIO-LINE
Malaria Ag P.f/Pan, Standard Diagnostics Inc, Gyeonggi-do, Korea), und
Kinder mit positiven Testergebnissen erhielten eine Therapie mit Artemether-
Lumefantrin. Eine weiterfUhrende Behandlung erfolgte bei entsprechenden
Befunden anhand der ruandischen Behandlungsrichtlinien durch die
Facharztin der Padiatrie.

Weitere Malariadiagnostik erfolgte mittels Giemsa-gefarbten Dicken Tropfen
und Auszahlung der Malariaparasiten pro 200 Leukozyten. Bei Annahme einer
mittleren Leukozytenzahl von 8000/uL konnte die Parasitenlast kalkuliert
werden. Eine Probe wurde - bei fehlendem Nachweis des Erregers - nach
Auszahlung von 500 Leukozyten als negativ deklariert. Zudem erfolgte eine
DNS-Extraktion aus stabilisiertem Vollblut (AS1 & QlAamp Blood Mini Kit;
Qiagen).

Die Identifizierung der Plasmodium-Spezies sowie die Feststellung von
submikroskopischen Infektionen erfolgte mittels eines geschachtelten
Verfahrens der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)*. Ein Parasitennachweis
mittels Mikroskopie oder PCR wurde als Plasmodium spp.-Infektion gewertet.
Die Definition einer asymptomatischen Infektion erfolgte durch Nachweis von
Plasmodium spp. ohne febrile Temperaturen und negativer Fieberanamnese
in den letzten 48 Stunden. Dies schlo3 das Vorhandensein von weiteren
Anzeichen und Symptomen in der medizinischen Historie der Kinder nicht aus.
Von insgesamt 1182 rekrutierten Kindern, lagen letztendlich PCR-Ergebnisse

10



bezuglich Plasmodium spp. von 1089 Kindern vor. Diese bildeten die
Grundlage fur weitere Analysen zur Bedeutung von asymptomatischen und
submikroskopischen Infektionen von Plasmodium spp. (Sifft et al., 2016).

Die Schulkinder waren angehalten, eine morgendliche Stuhlprobe am Tag der
Untersuchung vorzulegen. Diese wurde mittels direkter Mikroskopie von
Nasspraparaten (wet-mount) auf A. lumbricoides ova und G. duodenalis
Trophozoiten und Zysten untersucht. Zudem erfolgte auch hier die DNS-
Extraktion (QlAamp Stool Mini Kit, Qiagen). Der Zusatz von phocinem
Herpesvirus 1 (PhHV-1) diente als interne Kontrolle des Extraktions-
prozesses. Mittels real-time PCR erfolgte die Detektion von A. lumbricoides

und G. duodenalis °® %’

mit sowohl positiven als auch negativen Kontrollen.
Real-time PCR-Assays, welche einen Zyklusgrenzwert (C;) von > 36 zeigten,
wurden als limitiert reproduzierbar betrachtet und wiederholt. Hinweise auf
fakal-inhibitorische Faktoren (Ci-Wert fur PhHV-1 > 36) wurden nicht
beobachtet.

Vollstandige Daten zum Infektionsstatus fur A. lumbricoides, Plasmodium spp.
und G. duodenalis via PCR lagen fur 878 der untersuchten Kinder vor.
Mikroskopische Ergebnisse hinsichtlich der Infektion mit intestinalen Parasiten

bzw. Malariaparasiten standen fur 848 bzw. 858 Kinder zur Verfugung.

2.4. Resistenzanalyse von Plasmodium falciparum Isolaten

Zur Testung von Artemisinin-Resistenzmutationen wurden insgesamt 255 P.
falciparum-lsolate aus dem Huye-Bezirk herangezogen. Diese entstammten
zu je gleichen Anteilen aus der oben benannten Beprobung von 2014, einer
Nachfolgestudie nach gleichem Prozedere aus dem Jahr 2015 sowie einer
Studie von Gahutu et al. von 2010 zur Erfassung der Pravalenz von haufigen
Kindheitserkrankungen in der Region*.

In der Studie von Gahutu et al. (2010) konnten insgesamt 749 Kinder unter
funf Jahren untersucht werden: 545 Kinder aus 24 Dorfern im Huye-Bezirk
wurden in zufallig ausgewahlten Haushalten rekrutiert, basierend auf der
damalig aktuellen Zensusdatenbank; weitere 204 Kinder wurden in zwei
lokalen Gesundheitszentren rekrutiert. Zur Resistenztypisierung konnten hier-
durch insgesamt 85 mikroskopisch positive Isolate von P. falciparum aus dem
Jahr 2010 genutzt werden.
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Zudem erfolgte die Hinzunahme von jeweils 85 mikroskopisch oder PCR-
positiven P. falciparum-Isolaten aus den Jahren 2014 und 2015.

Alle 255 Proben lielRen sich mittels PCR als P. falciparum-positive Proben
bestatigen. Anhand eines 2014 veroffentlichten PCR-Verfahrens erfolgte die
Amplifikation der K13 Propeller-Domane “°. Die PCR-Amplifikate wurden
bidirektional sequenziert (Source BioScience, Berlin), und multiple Sequenz
»<alignments® erfolgten zur Detektion von K173-Polymorphismen mithilfe von
BioEdit v.7.2.5. und SnapGene v.3.1. Software °* *°. Die K13 Sequenz von P.
falciparum 3D7, abgerufen von PlasmoDB, wurde als Referenz fur die
Ausrichtung genutzt %0 Von 255 Proben konnten 222 (87%) K13-Amplifikate
erfolgreich sequenziert werden.

2.5. Statistische Analyse

In Bezug auf die zuvor benannten drei Fragestellungen bestanden drei
unterschiedliche Studienpopulationen, die im Detail bei Sifft et al. (2016), Geus
et al. (2019) und Tacoli et al. (2016) beschrieben sind ">

Hinsichtlich der Frage nach der Bedeutung von asymptomatischen und
submikroskopischen Infektionen mit Plasmodium spp. lagen vollstandige
Daten von 1084 der insgesamt 1182 rekrutierten Kindern vor.

Fur die Arbeit von Geus et al. (2019) bedurfte es vollstandiger Datensatze zu
A. lumbricoides, Plasmodium spp. und G. duodenalis. Dies traf fur 878 der
initial rekrutierten 1182 Kinder zu. Im Hinblick auf mikroskopische Ergebnisse
fur intestinale Parasiten bzw. Malariaparasiten lagen Daten fur 848 bzw. 858
der Kinder vor.

In Tacoli et al. (2016) konnten 255 P. falciparum PCR positive Proben
bearbeitet werden, die zu gleichen Teilen aus 2010, 2014 und 2015 stammten.
Eine erfolgreiche Sequenzierung war von 222 der K13-Amplifikate moglich.

Die Daten wurden unabhangig voneinander zweimalig in eine elektronische
Datenbank eingespeist und diese miteinander abgeglichen. Zur statistischen
Datenanalyse wurde SPSS (SPSS Statistics, Version 23.0, IBM Corp.,
Armonk, NY, USA) genutzt.

Kontinuierliche Variablen wurden zwischen z.B. Schilergruppen untereinander
mittels Student’s t-Test, Mann-Whitney U-Test oder Kruskal-Wallis Test
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verglichen. Kategorielle Parameter wurden zwischen Gruppen mit x2 Test
oder Fisher’s exaktem Test verglichen.

Odds ratios (ORs) und 95% Konfidenzintervalle (KI) wurden berechnet.
Unabhangige Pradiktoren fur Infektionen oder klinische Symptome wurden
mithilfe multipler logistischer Regressionsanalysen mit schrittweiser RUck-
wartseliminierung nicht assoziierter Faktoren berechnet. Die finalen Modele
beinhalteten jene Faktoren, welche statistisch signifikant blieben. Ein P-Wert
<0,05 (zweiseitig) wurde als statistisch signifikant gewertet.

3. Ergebnisse

3.1. Studienpopulation, Pravalenzen und klinische Manifestation bei
Infektion mit Plasmodium spp. (Sifft et al., 2016)

Die Anzahl der rekrutierten Schulkinder variiert je nach Schulort von 28 bis
116 (Median, 71) Kindern. Bei den insgesamt 1089 untersuchten Schulkindern
mit vollstandigem Datensatz zeigte sich ein medianes Alter von acht Jahren
mit einer Altersspanne von 6 bis 10 Jahren. Madchen waren leicht in der
Uberzahl (54,1%). Eines von sechs der untersuchten Kindern zeigte
Untergewicht (WAZ <-2 SD) sowie chronische Unterernahrung (HAZ <-2 SD).
Mittels PCR lag bei 22,4% der Kinder eine Infektion mit Plasmodium spp. vor.
Der Grolteil der Plasmodien-Infektionen wurde durch P. falciparum verursacht
(84%). Hiervon waren 41% submikroskopische Infektionen, also nicht
mikroskopisch jedoch mittels PCR darstellbar. Die Pravalenz der Infektion
variierte deutlich mit dem Standort der Schulen (P < 0.0001; Sifft et al., 2016;
Abb. 1), zudem zeigten sich hohere Pravalenzen bei alteren Schulkindern (P =
0.0007).

Wahrend am Untersuchungstag Fieber selten nachweisbar war (2,7%),
benannten ca. ein Drittel (34,1%) der befragten Schulkinder und deren Eltern
abdominelle Beschwerden, Fieber (25,3%), mangelnden Appetit (19,7%),
Husten (28,2%) Schwache (17,2%), Diarrhoe (12,8%), Mudigkeit (13,9%) oder
Erbrechen (8,5%) in den letzten zwei Wochen.

Infektionen mit Plasmodium spp. (mikroskopisch und submikroskopisch)

waren assoziiert mit Anamie, Fieber, Untergewicht und anamnestisch in den
vergangenen zwei Wochen bestehender Mudigkeit, Schwache, mangelndem
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Appetit, Bauchschmerzen und Erbrechen. Im Fall des mikroskopischen
Nachweises des Erregers war die Symptomrate hoher als bei
submikroskopischen Infektionen. Jedoch zeigte sich ebenso auf submikro-
skopischer Ebene eine fast verdoppelte Pravalenz fur Anamie im Vergleich zu
nichtinfizierten Kindern (mittlere Hamoglobindifferenz von -0,9g/dl). Die
Pravalenz von Fieber am Untersuchungstag zeigte sich allerdings nicht erhoht,
und es lieR sich keine Assoziation zum aktuellen Erndhrungszustand
beobachten. Jedoch wurden bei Kindern mit submikroskopischer Infektion im
Vergleich zu nichtinfizierten Schulkindern Fieber, Mudigkeit, Schwache,
mangelnder Appetit und Erbrechen in den letzten zwei Wochen haufiger
berichtet (Sifft et al., 2016; Tabelle 4).

3.2. Studienpopulation, Pravalenzen und klinische Manifestation bei
Koinfektionen (Geus et al., 2019)

Wie bereits dargelegt, differiert die Gesamtzahl der Studienteilnehmer in Sifft
et al. (2016) und Geus et al. (2019). Die Eckdaten der Kinder glichen sich
jedoch in beiden Gruppen. Das mediane Alter lag bei 8 Jahre, mit einer
Pradominanz von Madchen (54,4%). Auch die Haufigkeit beschriebener
Symptome in den letzten zwei Wochen wie Fieber (25,3%), abdominelle
Beschwerden (28,3%), mangelnder Appetit (19,9%), Husten (27,9%),
Schwache (17,1%), Diarrhoe (11,7%), Mudigkeit (11%), Erbrechen (8,7%)
unterschied sich nur wenig.

Mehr als ein Funftel (21,9%) der Kinder waren mit Plasmodium spp. infiziert;
dieser Wert lag bei 35,1% fur A. lumbricoides und bei 35,5% fur G. duodenalis.
Ca. ein Dirittel der Kinder (34,6%) zeigte sich frei von jeder der getesteten
Infektionen. Infektionen mit einem, zwei oder drei Parasiten zeigten sich in
41,6%, 20,5% bzw. 3,3% der Kinder.

3.2.1. Assoziationen und Risikofaktoren von Infektionen mit A. lumbricoides,

G. duodenalis und Plasmodium spp.

Abhangig vom Schulstandort zeigten die Kinder deutliche Unterschiede in der
Pravalenz der jeweiligen parasitaren Infektionen (jeweils: P < 0,0001; Geus et
al., 2019; Abb. 2). Hohere Pravalenzen von Plasmodium spp. lieen sich bei
alteren Kindern nachweisen (P = 0,007; Geus et al, 2019; Abb. 3a),
wohingegen sich keine Altersunterschiede fur Monoinfektionen mit A.
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lumbricoides sowie G. duodenalis zeigten. Abgesehen von Dreifach-
infektionen, welche bei hoherem Alter haufiger auftraten (P = 0,006; Geus et
al., 2019; Abb. 3b), lieRen sich keine Altersunterschiede fir kumulative

parasitare Infektionen nachweisen.

In univarianter Analyse waren verschiedene sozioOkonomische und
verhaltensbezogene Faktoren mit einer erhohten Chance einer parasitaren
Infektion assoziiert.

Alle Infektionserreger, sowohl in Mono- als auch in Koinfektionen, zeigten sich
assoziiert mit Haushaltsindikatoren fur einen niedrigen soziobkonomischen
Status (keine Elektrizitat, kein Mobiltelefon, Bodenmaterial aus Sand oder
Erde). Die meisten Mono- bzw. Doppelinfektionen zeigten weiterhin eine
Assoziation mit einer fehlenden Schulbildung der Kindsmutter (auller
Plasmodium-Monoinfektion) sowie mit der Unfahigkeit der Zahlung einer
Krankenversicherung oder Schulgebuhren (auller Giardia-Monoinfektion).
Zudem erschienen Verhaltensfaktoren (irregulares Handewaschen vor
Nahrungsaufnahme, Gebrauch von nicht vorbehandeltem Trinkwasser), wenn
auch weniger deutlich, als weitere mit parasitarer Infektion per se verge-
sellschaftete Parameter.

Nach Adjustierung bezuglich Alter und Standort der Schule blieben im
Rahmen der multivarianten Analyse jedoch nur wenige Risikofaktoren
bestehen. Die Unfahigkeit der Zahlung einer Krankenversicherung blieb mit
einer Plasmodium-Monoinfektion assoziiert sowie mit einer jeweiligen
Koinfektion mit dem Malariaerreger.

Eine detaillierte Auflistung der Assoziationen mit den jeweiligen Mono- bzw.
Koinfektionen findet sich in Geus et al., 2019; Tabelle 1.

3.2.2. Klinische Manifestation von Mono- bzw. Koinfektionen im Vergleich zu

nichtinfizierten Kindern

Es folgte der Vergleich von Schulkindern mit Koinfektionen und nicht-
infizierten Schulkindern.

Die Pravalenz von Fieber war erhoht bei Plasmodium-Monoinfektionen sowie
bei Koinfektionen mit Malariaerregern im Vergleich zu anderen Kon-
stellationen. Anamie zeigte sich haufiger bei Koinfektionen mit Plasmodium
spp. sowie bei Monoinfektionen mit A. lumbricoides. Plasmodium-Giardia

15



Infektionen sowie Giardia-Ascaris Koinfektionen waren assoziiert mit
Untergewicht.

Nach Adjustierung fur Alter und Schulstandort im Rahmen der multivarianten
Analyse blieben die oben benannten Assoziationen bestehen. Einzig der
Effekt einer A. lumbricoides-Infektion auf eine Anamie zeigte sich weniger
deutlich und verlor statistische Signifikanz. Keine der (Ko-)Infektionen war
assoziiert mit den berichteten Symptomen in der multivarianten Analyse. Eine
detaillierte Auflistung von Symptomen in Bezug auf den Infektionsstatus findet
sich ebenso in Geus et al., 2019; Tabelle 3 und Supp. Tabelle 2.

3.2.3. Klinische Manifestation von Koinfektionen im Vergleich zu

Monoinfektionen mit A. lumbricoides, G. duodenalis und Plasmodium
Spp.

Im nachsten Schritt wurde die klinische Manifestation von Monoinfektionen mit
Doppel- bzw. Dreifachinfektionen verglichen.

Das klinische Bild einer Koinfektion mit Plasmodium spp. und A. lumbricoides
oder G. duodenalis unterschied sich nicht wesentlich von einer Monoinfektion
mit Plasmodium spp.. Anamie wurde haufiger berichtet im Falle einer
Koinfektion mit dem Malariaerreger im Vergleich zu jeweiligen Mono-
infektionen mit einem  gastrointestinalen Parasiten (A. lumbricoides, G.
duodenalis). Insbesondere im Bezug auf durchschnittliche Hamoglobinwerte
zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen einer Plasmodium-
Monoinfektion und einer Plasmodium-Ascaris Koinfektion.

Eine Ausnahme bildet die Plasmodium-Giardia Koinfektionen im Hinblick auf
Erbrechen in der Anamnese. Bei benannter Koinfektion berichteten die Kinder
seltener von Erbrechen im Vergleich zur Monoinfektionen mit Plasmodium
Spp..

Unabhangig von Infektionen mit dem Malariaerreger zeigten Kinder mit
Infektionskombinationen von A. lumbricoides und G. duodenalis (auch in
Dreifachinfektion) reduziertere Ernahrungszustande als im Falle von
Monoinfektionen mit den jeweiligen gastrointestinalen Parasiten. Akute
Mangelernahrung (BAZ <-2 SD) zeigte sich signifikant haufiger bei Kindern mit
Ascaris-Giardia Koinfektionen als bei den jeweiligen Monoinfektion. Ein
ahnlicher Effekt imponierte fur die Parameter ,Untergewicht® (WAZ <-2 SD)
und ,chronische Unterernahrung® (HAZ <-2 SD) im Vergleich zur G.
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duodenalis Monoinfektion. Eine genauere Darlegung der Ergebnisse findet
sich in Geus et al., 2019; Tabelle 4.

3.3. Artemisinin-Resistenz assoziierte Polymorphismen von Plasmodium
falciparum

Bezuglich der Resistenztypisierung standen uns P. falciparum-lsolate von 222
Kindern mit medianem Alter von acht Jahren (0,3 - 11 Jahre) zur Verfugung.
Hiervon waren 51,8% der Kinder weiblich, und die Parasitenlast (geome-
trisches Mittel) betrug 4.217/uL (95% Konfidenzintervall, 3.175-5.601).
Ausschliel3lich submikroskopisch positive Proben machten 10,4% der
gesamten Probenzahl aus. Fieber zeigten 22% der Kinder. Die Einnahme von
Malaria-Medikamenten, im allgemeinen Artemether-Lumefantrin, wurde von
6,7% (vergangene 2 Wochen) der 2010 sowie von 42,7% (vergangener
Monat) der 2014 getesteten Kinder berichtet.

Finf der 222 P. falciparum l|solate (2,3%) zeigten einen Einzelnukleotid-
Polymorphismus (SNP) in der K73 Propeller-Domane. Alle der hier
gefundenen SNPs waren nicht-synonyme Mutationen. Insgesamt ergab sich
ein nicht-signifikanter Trend fur eine zunehmende Pravalenz von
Polymorphismen Uber die Zeit. Wahrend 2010 keine SNPs detektiert wurden,
traten diese mit 2,5% in 2014 auf und mit 4,5% in 2015 (x2 trend = 3,3; P =
0,07).

Zwei von drei der in 2015 nachgewiesenen SNPs (P574L und A675V) werden
als Kandidaten-Mutationen eingeordnet 23 Drei Varianten wurden erstmals in
Afrika beobachtet (D648H, V555A, A626S). Das Auftreten von K173-
Polymorphismen war nicht assoziiert mit Alter, Geschlecht, Parasitenlast,
Fieber oder vorheriger medizinischen Behandlung.

4. Diskussion

Rund 22% der untersuchten Kinder im sudlichen Ruanda waren mit Malaria-
Erregern infiziert, wobei die klinische Manifestation haufig fehlte und
submikroskopische Infektionen einen erheblichen Anteil einnahmen. Dessen
ungeachtet gingen auch submikroskopische Infektionen mit Symptomen

einher, diese waren allerdings wenig spezifisch und mild, so wie Anamie,
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Mudigkeit, Schwache, mangelnder Appetit oder Erbrechen. Jeweils rund ein
Drittel der Kinder waren mit A. lumbricoides bzw. G. duodenalis infiziert.
Doppel-Infektionen mit zwei der drei benannten Erreger traten in einem von
funf Fallen auf. Ein wesentlicher Befund ist, dass bei Doppel- oder Dreifach-
infektionen die klinische Manifestation weitestgehend durch die Plasmodien-
Infektion gepragt wurde, der Beitrag von A. lumbricoides oder G. duodenalis
diesbezuglich also gering war. Dies spricht fur eine Bekampfung der
Malariaerreger auch im Schulkindalter, also in einer Gruppe, die derzeit nicht
spezifisch im Fokus steht. Besorgniserregend ist in diesem Zusammenhang
die Beobachtung, dass Mutationen von P. falciparum, die mit Artemisinin-
Resistenz einhergehen, in Sldruanda aufgetreten sind und sich binnen
weniger Jahre ausgebreitet haben.

Der Groldteil der mit Plasmodien spp. infizierten Schulkinder konnte ent-
sprechend der benannten Definition als asymptomatisch eingeordnet werden.
Wahrend Fieber bei den Plasmodien-infizierten Kindern i.d.R. fehlte, war die
Pravalenz von Anamie allerdings verdoppelt und der durchschnittliche
Hamoglobinwert um ca. 1g/dL reduziert. Ebenso zeigten diese Kinder haufiger
Untergewicht (WAZ < -2 SD) als ihre nichtinfizierten Altersgenossen. Bei
genauerer Betrachtung der medizinischen Historie ergab sich zudem weniger
das Bild einer ganzlich asymptomatischen Infektion als vielmehr das einer
Malaria ohne offensichtliche Symptome: Fieber in den letzten zwei Wochen,
Schwache, Mudigkeit, Appetitlosigkeit, Bauchschmerzen und Erbrechen
standen hier als fuhrende Symptome im Vergleich zu nichtinfizierten
Schulkindern, im Vordergrund.

Wahrend die symptomatische Malaria zu vermehrten Schulfehlzeiten, be-
eintrichtigter Kognition und schlechteren Schulleistungen beitragt > ' 23 31,
stellt sich die Datenlage bei asymptomatischen Infektionen differenzierter dar.

61 62

Im Jemen und der Demokratischen Republik Kongo °° zeigte sich kein

Hinweis auf kognitive Beeintrachtigungen der Kinder, anders als in Uganda ™,

Mali ? und Kenya "'

Unsere Ergebnisse zeigen, dass Kinder mit submikro-
skopischen Infektionen durch ahnliche Effekte wie Schulkinder mit
mikroskopisch erkennbarer Parasitamie beeintrachtigt sind. Lediglich in Bezug
auf Untergewicht lie sich keine Assoziation mit submikroskopischen
Infektionen feststellen. Zudem zeigte sich ein geringerer Effekt auf die
Hamoglobin-Werte als bei Kindern mit mikroskopisch nachweisbarer Para-

sitamie. Entsprechend liegt die Annahme nahe, dass auch scheinbar
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.=asymptomatische® Infektionen Auswirkungen auf die Gesundheit der Kinder
haben und als potenziell schadlich betrachtet werden sollten 2. Tatsachlich
konnte gezeigt werden, dass mit Plasmodium spp. infizierte asymptomatische
Kinder eine, wenn auch geringgradige, Entzindungsreaktion mit Plattchen-
und Endothelaktivierung zeigen %’

Wahrend manche Plasmodien-Infektionen symptomatisch werden, bleiben
andere (iber mehrere Monate asymptomatisch °* . Kontraintuitiv zeigt sich
eine inverse Korrelation von submikroskopischen Infektionen mit der Trans-
missionsintensitat. So ist der relative Anteil submikroskopischer Infektionen
hoch bei niedriger Endemizitat & 24 32-6°,

Asymptomatische Trager tragen zu einem betrachtlichen Anteil zur Trans-
mission der Malaria, insbesondere in Regionen mit niedriger Endemizitat bei &
8 Der Umfang der entsprechenden Auswirkungen ist jedoch noch nicht
weitreichend geklart .

Bei Koinfektionen stellte sich die jeweilige Symptomatik vor allem durch
Plasmodium spp. beeinflusst dar. Schulkinder mit Plasmodien-Monoinfektion
und solche mit Doppel-infektionen (Plasmodium-Ascaris bzw. Plasmodium-
Giardia) hatten haufiger eine Anamie als nicht-infizierte Kinder oder solche mit
gastrointestinalen Monoinfektionen (A. lumbricoides bzw. G. duodenalis).
Allerdings war auch die A. lumbricoides Monoinfektion mit Anamie assoziiert.
Aulerdem zeigten Kinder mit Plasmodium spp. und G. duodenalis Koinfektion
im Vergleich zu Plasmodium-Monoinfektionen weniger haufig Erbrechen.
Zuletzt imponierten Koinfektionen mit A. lumbricoides und G. duodenalis
generell durch schlechtere Ernahrungsparameter als Kinder mit einer
jeweiligen Monoinfektion.

Wahrend Anamie als direkte und plausible Konsequenz der Plasmodium-
Infektion angesehen werden kann, stehen Ernahrungsdefizite bei den
intestinalen Parasiten als Ursache im Vordergrund. Assoziationen von A.

lumbricoides-Infektionen mit Anamie bei Kindern wurden bereits beobachtet "

8 wenn auch nicht konstant ®* °. Reduzierter Appetit und Malabsorption
durch A. lumbricoides resultiert in Mangelernahrung und u.a. Vitamin A-
Mangel "%, Steigende Hamoglobin-Werte nach Entwurmung wurden bereits
mehrfach gezeigt """ ™. Der Effekt von Koinfektionen mit Plasmodium spp. und
A. lumbricoides in Bezug auf Anamie wird kontrovers diskutiert *'. Unsere

Ergebnisse zeigen ahnliche Hamoglobinwerte bei Plasmodium-Mono-
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infizierten Kindern und bei Kindern mit einer Plasmodium-Ascaris-Doppel-
infektion und widersprechen damit kiirzlich verdffentlichten Studien in SSA **
4 Jedoch zeigen andere Studien einen protektiven Effekt der Doppelinfektion
auf eine Anamie "° oder kénnen keinen Effekt nachweisen °.

Bezlglich der Modulation der kindlichen Symptomatik bei Plasmodium-
Giardia-Doppelinfektion stellt sich die aktuelle Studienlage aul3ert sparlich dar.
Bereits hinsichtlich der klinischen Manifestation einer G. duodenalis
Monoinfektion bestehen widersprichliche Befunde: Wahrend in Angola

° war dies in Ecuador

Anamie und Giardia-Infektion nicht assoziiert waren *
der Fall *, wohingegen erhdhte Hamoglobinwerte in Malaysia beschrieben
wurden "

Daten aus Agypten verweisen auf die Bedeutung der G. duodenalis Subtypen
mit einer Haufung von Eisenmangelanamie bei Vorliegen von Assemblage A-

Parasiten .

Assemblage A stellt die Minderheit der G. duodenalis Infekt-
ionen im Huye-Bezirk im sudlichen Ruanda dar, ist jedoch im Gegensatz zu
Assemblage B-Parasiten mit akuter Symptomatik, v.a. Erbrechen

 und in

vergesellschaftet *°. Ahnliche Unterschiede zeigten sich in Kuba
Agypten .

Ascaris-Giardia-Koinfektionen gingen im Vergleich zur jeweiligen Mono-
infektion mit reduzierten anthropometrischen Parametern einher. Die
Assoziation dieser Koinfektionen mit chronischer Unterernahrung (HAZ <-2
SD) mag umgekehrte Kausalitat aufzeigen. Allerdings ist denkbar, dass in
Armut lebende Kinder eine erhdhe Exposition und/ oder Suszeptibilitat
gegeniiber parasitdren intestinalen Infektionen besitzen 8'. Untergewicht (WAZ
<-2 SD) oder akute Mangelernahrung (BAZ <-2 SD) erscheinen besser
geeignet zur Evaluation des Einflusses von parasitaren Infektionen auf
ernahrungsphysiologische Mangelzustande. Erhohte Mukosapermeabilitat und
Storung der Zottenarchitektur werden als potenzielle pathogene Mecha-
nismen der G. duodenalis- sowie der A. lumbricoides-Infektion diskutiert,

t 7738 Unsere Daten

wobei die tatsachliche Pathophysiologie unklar is
suggerieren zumindest einen additiven Effekt der intestinalen Parasiten auf
den Ernahrungszustand der Kinder. Dies untermauert '2 sowie widerspricht &

8 damit vorrangegangene Studien.
Wie dargestellt wurde, ist ein GrofRteil der zudem wenig imponierenden

Symptomatik bei den untersuchten Kindern auf eine Infektion mit Plasmodien
spp. zuruckfuhrbar. Dies spricht fur die Einfuhrung von schulbasierten
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Interventionen gegen die Malaria, die i.d.R. auf prasumtive Therapie fussen 5>
% In Anbetracht dessen muss aber die Resistenzsituation betrachtet werden.
In Ruanda ist Artemether-Lumefantrin das Mittel der Wahl fur die Therapie und
Kontrolle der Malaria.

In zwei groflangelegten Studien an afrikanischen Isolaten konnten keine
validierten K73-Resistenzmutationen beobachtet werden. Es zeigte sich aber
eine grofle Heterogenitat: bei 1184 P. falciparum l|solaten aus 14 afrika-
nischen Landern (gesammelt von 2002 bis 2011) wurden 23 unterschiedliche
K13-Mutationen nachgewiesen, von welchen 18 auf umschriebene geo-
graphische Raume begrenzt waren. Zwei Kandidaten-Mutationen wurden
detektiert, namentlich G449D in Mali und P553L in Kenya ®. Bei weiteren
1212 afrikanischen Isolaten (2013-2014) lagen 22 K13-Polymorphismen vor

8 Eine neuere Arbeit des MalariaGEN

(sieben davon nicht-synonym)
Konsortiums zeigte 64 K1713-Polymorphismen bei 1648 afrikanischen Isolaten.
Von 26 nicht-synonymen Polymorphismen waren 14 aus Sudostasien bekannt
und sieben als Resistenzmarker eingeordnet. Die Mehrheit der afrikanischen
K13-Polymorphismen erschienen von lokaler Herkunft. Verglichen mit
sudostasiatischen Isolaten zeigten sich substanziell mehr, dafir aber seltenere
Polymorphismen. Die Autoren beurteilten die Heterogenitat von mehrheitlich
seltenen, nichtsynonymen Polymorphismen in afrikanischen Isolaten als
reprasentativ fur den erst kurzzeitigen Zugang zu Artemisinin-basierter
Kombinationstherapie in jenen Regionen und entsprechend geringerem
medikamentosem  Selektionsdruck  verglichen mit Sddostasien. In
Zusammenhang mit dieser Idee zeigten weiterfuhrende Analysen der
afrikanischen |Isolate vor allem neutrale Evolutionen der seltenen K173-
Polymorphismen, welche ein gro3es Reservoir von ,naturlichen K713-Propeller
Varianten in SSA darstellen .

In unseren Untersuchungen von 2014 und 2015 konnten zwei K13 Kandidat-
Mutationen, namentlich P574L und AG675V, detektiert werden. Wahrend die
A675V Variante bereits einmalig nachgewiesen wurde unter 4000 afrika-
nischen Isolaten von P. falciparum %%, konnte die Mutation P574L hier
erstmalig in Afrika gezeigt werden. Beide Varianten sind verbreitet in
Sudostasien und sind assoziiert mit verzogerter Parasiteneliminierung nach
Therapie *°.

Wie bereits beschrieben, zeigte sich ein zunehmender Anteil von K13-
Polymorphismen Uber die Zeit in Ruanda. Wahrend auch die Inzidenz der

21



Malaria seit 2011 gestiegen ist %

, spiegeln die Zahlen insgesamt eine erhdhte
Wahrscheinlichkeit des Auftretens der K713-Varianten wider. Bereits 2010 legte
die Allel-Konstellation eines anderen Resistenzmarkers, pfmdri, einen
ausgepragten medikamentdsen Druck mit Artemether-Lumefantrin nahe °'.
Insgesamt bleibt jedoch zu konstatieren, dass die Rolle von K173-Poly-

morphismen in SSA weit entfernt liegt, verstanden worden zu sein.

Die Ergebnisse sollten vor dem Hintergrund bestimmter Limitationen der
Studien betrachtet werden. Wahrend eine ,asymptomatische® Infektion mit
Plasmodium spp. anhand der Befunde am Untersuchungstag definiert wurde,
besteht die Maglichkeit eines tatsachlich prasymptomatischen Infektions-
status. Zudem kann die submikroskopische Parasitamie ein sehr frihes,
asymptomatisches Stadium einer Infektion widerspiegeln. Der Schulbesuch
setzt eine zufriedenstellende korperliche Gesundheit der Kinder voraus. Es
liegen keine Daten bezuglich einer moglichen Anzahl von Kindern vor, welche
aufgrund von schwerer Erkrankung am Untersuchungstag nicht vorstellig
werden konnten. Entsprechend stehen die Daten eher reprasentativ fur
Kinder, welche die Schule besuchen konnten, anstatt fur Schulkinder im
Allgemeinen. Anthropometrische Kalkulationen erfolgten nach Alter in Jahren.
Entsprechend variiert die Einschatzung bezuglich des Normalgewichtes
beispielsweise fur ein Kind mit 8 Jahren und einem Monat oder 8 Jahren und
elf Monaten. Folglich konnten die Ernahrungsparameter in den Berechnungen
eher unterschatzt werden. Letztlich handelt es sich um Querschnittsstudien,
welche mogliche Assoziationen beschreiben kdnnen, jedoch keinen Hinweisen
auf Kausalitaten erlauben.

Polyparasitismus betrifft ein Viertel aller Schulkinder im sudlichen Ruanda.
Individuelle Risikofaktoren fur parasitare Infektionen sind erkennbar, diese
werden jedoch uUberlagert durch einen generellen niedrigen sozio-
Okonomischen Status. Insbesondere Plasmodium spp. prasentiert sich, wenn
auch meist asymptomatisch erscheinend, durch eine Aggravation der Anamie
sowie durch weitere unspezifische Symptome. Eine Koinfektion mit dem
Malariaerreger ist weitgehend durch dessen klinische Manifestation gepragt,
also der Einfluss von A. lumbricoides und G. duodenalis gering. Kinder mit
Ascaris-Giardia Doppelinfektionen  prasentieren hingegen schlechtere
Ernahrungszustande als Kinder mit der jeweiligen Monoinfektion. Infektionen
mit den Erregern zeigen Auswirkungen auf die kognitive und physische

22



Entwicklung der Kinder. Die initialen Erfolge nach Implementierung von
Artemisinin-basierten Kombinationspraparaten zur Behandlung der Malaria
konnten gefahrdet sein durch neue Artemisinin-Resistenzen in der Region.
Entsprechend stellen die Ergebnisse somit grundlegende Daten in Bezug auf
Pravalenz, klinische Symptomatik und Resistenzprofil von parasitaren
Erkrankungen von Schulkindern in Ruanda dar und bilden eine Grundlage fur
weiterfuhrende und verbesserte schulbasierte Gesundheitsprogramme fur
Schulkinder, welche sonst wenig im Fokus der Aufmerksamkeit stehen.
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