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Kapitel 1

Einleitung

Malaria ist noch heute, etwa 100 Jahre nach der Entdeckung der erythrozytéaren Parasiten als
ihr Erreger durch Alphonse Laveran 1880 [1] und der Entdeckung der Ubertragung durch die
Miicke der Gattung Anopheles durch Ronald Ross 1897 [2], mit einer Gesamtmortalitét von
schitzungsweise iiber 1.000.000/Jahr die bedeutendste parasitire Erkrankung weltweit. Mit
anteilig 90 % der Gesamtmortalitit am meisten betroffen sind die Lander siidlich der Sahara
in Afrika [3]. In Regionen mit stabilen und hohen Transmissionsraten, sogenannten hyper-
bis holoendemischen Regionen, stellen Kinder unter fiinf Jahren die Hauptrisikogruppe fiir
Malariamorbiditat und -mortalitét dar. Ursache hierfiir ist das bei Kindern dieser Alters-
gruppe noch nicht ausreichend gegen Malaria geschulte Immunsystem. Kinder entwickeln
im Laufe der ersten Lebensjahre in solchen Regionen eine Immunitéit gegen den regionalen
Parasitenpool und sind damit ab einem bestimmten Alter gegen schwere Erkrankungsformen
geschiitzt. Die Entwicklung eines geeigneten Impfstoffes gegen die Malaria gestaltet sich als
schwieriger als vor 40 Jahren noch angenommen [4]. Folglich stehen heutzutage weiterhin die
Kontrolle des Vektors und Therapie der Erkrankten im Vordergrund. Die Ausrottung von
Malaria mit Hilfe ausgedehnter Anwendung von Insektiziden (Dichlordiphenyltrichlorethan,
DDT) und Chloroquin (CQ) im Rahmen eines Malaria Eradikationsprogrammes, das von
1955 bis 1970 durchgefiihrt wurde, gelang vor allem in den Léndern der geméfligten Klima-
zonen und auf Inseln, aber nicht in den kontinentalen Bereichen der Tropen [5]. Bis heute
ist das Ziel einer Eliminierung der Malaria unter den fiir die Anopheles klimatisch optima-
len Bedingungen der kontinentalen Tropen sowie aufgrund der schwachen Infrastruktur in

weiten Teilen Afrikas schwer vorstellbar.



Seit Ende des zweiten Weltkrieges konnte Malaria effizient und kostengiinstig durch CQ),
welches bald weltweit als Mittel der ersten Wahl angewendet wurde, therapiert werden. Im
Laufe der Jahrzehnte entwickelten die Parasiten jedoch hohe Resistenzraten [6], so dass
sich spétestens Ende der neunziger Jahre die Frage der Therapieoptimierung stellte. Die
Herausforderung hierbei war, Medikamente zu wéahlen, welche wirksam, vertréglich und kos-

tengiinstig sind sowie eine schnelle Entwicklung von Resistenzen weitestgehend verhindern.

In der Region von Tamale, Nord-Ghana, wurde im Jahr 2000 bei ca. 30 % der mit CQ behan-
delten Kinder mit Malaria ein Therapieversagen beobachtet [7]. Ziel der vorliegenden Arbeit
ist es, fiir diese Region Therapieregime zu iiberpriifen, welche CQ als Mittel erster Wahl zur
Therapie der unkomplizierten Malaria ersetzen kénnen. Dazu wurden in vorliegender Studie
Sulphadoxin-Pyrimethamin (SP) allein und jeweils in Kombination mit Amodiaquin (AQ)
und Artesunat (AS) in ihrer Wirksamkeit bei der Behandlung von Kindern mit unkompli-

zierter Malaria verglichen.

1.1 Epidemiologie der Malaria

Bis zum 20. Jahrhundert war die Malaria bis nach Nordeuropa, Nordamerika und Russland
verbreitet. Bis heute konnte sie in den Regionen geméfigterer Klimazonen durch Bekdmpfung
der jeweils verantwortlichen weiblichen Anopheles mittels Insektiziden und C(Q ausgerottet
werden. In Indien, China und dem Mittleren Osten haben die Fallzahlen stark abgenommen,
so dass sich das Vorkommen heutzutage vor allem auf die tropischen Regionen Afrikas, Siid-
amerikas und Asiens konzentriert [5]. Eine wesentliche Rolle bei der Verbreitung der Malaria
spielen soziale und 6konomische Faktoren. So fehlen in armen Regionen mit niedriger Bil-
dungsrate Mittel und Wissen, mit dieser Erkrankung umzugehen. In den nordafrikanischen
Landern haben die Verbesserung der allgemeinen Hygiene und des o6ffentlichen Gesundheits-
wesens mit konsekutiver Aufkldarung der Bevolkerung zur Prévention von Miickenstichen,
die Trockenlegung von Stimpfen, die Beseitigung von offenen Abwassergridben und anderen
Moskito-Brutstétten sowie die Moglichkeit schneller, eindeutiger Malariadiagnostik und ef-
fizienter, kontrollierter Therapie, zur Verminderung der Transmissionsraten gefiihrt. Solche
Mafnahmen versprechen in hypo- bis mesoendemischen Regionen mehr Erfolg als in tropi-
schen, hochendemischen Regionen, spielen jedoch auch dort eine wichtige Rolle zur effektiven

Malariakontrolle [5, 8, 9, 10]. Die Etablierung von Malariakontrollprogrammen wird durch
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internationale Hilfsorganisationen geférdert. Aktuell stehen die medikamenttse Behandlung
sowie die Vektorkontrolle mit Hilfe von Insektizid-impréagnierten Moskitonetzen und die An-
wendung von Insektensprays in den H&usern im siidlich der Sahara gelegenen Afrika im

Vordergrund.

Schétzungsweise iiber eine Millionen Tote fordert diese Erkrankung jéhrlich weltweit, davon
sind in hochendemischen Regionen in Afrika siidlich der Sahara in iiber 75 % der Félle Kin-
der unter fiinf Jahren betroffen [11, 12]. Die Dunkelziffer der an Malaria erkrankten Kinder
ist vermutlich hoch. Diagnostische Moglichkeiten und das Erreichen von Gesundheitsinsti-
tutionen sind in lédndlichen Gebieten Afrikas weiterhin sehr eingeschréinkt. Schitzungsweise
kommen nur 20 % der erkrankten Kinder in Kontakt mit Gesundheitseinrichtungen, die

weiteren 80 % kurieren und therapieren ihre febrile Erkrankung zu Hause [8].

Mit etwa 200 Malariaerkrankungen pro 1000 Einwohner/Jahr (2006) gilt Ghana als Hochen-
demiegebiet fiir Malaria. Eine epidemiologische Studie zweier ¢kologisch verschiedener Ge-
biete in Siidghana zeigte jeweils eine ganzjihrige Ubertragung von Malaria, mit jedoch ei-
ner hoheren Malariapriavalenz im Waldgebiet (51 %) als im Kiistensavannengebiet (37 %)
[13]. Die Region Nordghanas ist mit bis zu 100 Malariafillen pro 1000 Einwohner pro Jahr
ebenfalls hochendemisch, aber etwas weniger betroffen als die siidlichen Regionen und der
dusserste Norden an der Grenze zu Burkina Faso [14]. Von einer 2006 geschétzten Bevol-
kerungszahl von 23 Mio, darunter 3,2 Mio Kinder unter fiinf Jahren, erkrankten im Jahr
2006 7,3 Millionen Ghanaer an Malaria, 3,9 Millionen Episoden betrafen Kinder unter fiinf
Jahren. 75 bis 100 % der Infektionen werden durch P. falciparum verursacht. Infektionen
mit P. ovale und P. malariae machen den restlichen Anteil aus. In der Praxis wurden im
Jahr 2006 nur etwa 15 - 20 % der klinisch geschitzten Malariafille labordiagnostisch als
P. falciparum-Malaria bestétigt, was die eingeschriankten Mittel fiir eine zuverlissige Mala-
riadiagnostik widerspiegelt. Betrachtet man die von der WHO berichteten Malariafélle von
1990 bis 2007, a8t sich mit 1,4 Mio Féllen im Jahr 1990 und 3,5 Mio Féllen im Jahr 2007
eine kontinuierkiche Steigerung der Malariainzidenz beobachten. Eine Verminderung der To-
desfélle konnte in den letzten zehn Jahren nicht beobachtet werden. 2006 starben im Mittel
6,6 von 1000 Kindern (obere Grenze 3,4/1000, untere Grenze 10/1000) an Malaria [14].



1.2 Entwicklungszyklus der Plasmodien

Der Erreger der Malaria ist ein Protozoon der Gattung Plasmodium, von dem vier rein
humanpathogene Spezies existieren: P. falciparum, P. vivax, P. ovale und P. malariae. Ein
fiinfter Erreger, P. knowlesi, befillt selten Menschen und héufiger andere Primaten. Ihr
Entwicklungszyklus wird in drei Phasen eingeteilt: die asexuelle pré-erythrozytére Phase in
der Leber (Gewebsschizogonie) und die asexuelle, erythrozytiare Phase im Blutkreislauf des
Menschen (erythrozytére Schizogonie), sowie die sexuelle Phase in der Miicke der Gattung

Anopheles, Sporogonie genannt.

Pria-erythrozytire Phase (Gewebsschizogonie)

Bei der Infektion inokuliert die weibliche Anopheles durch ihren Stich 8-15, manchmal auch
bis zu 100 Sporozoiten aus ihrer Speicheldriise in die menschliche Blutbahn oder ins mensch-
liche Lymphsystem [15]. Auf diesem Weg gelangen die Sporozoiten in die Leber, wo sie sich
in Hepatozyten einschleusen. Innerhalb von 45 min sind alle Sporozoiten entweder in Hepa-
toyzten eingeschleust, oder vom Immunsystem beseitigt. In den Hepatozyten findet die erste
asexuelle Teilung statt, die sogenannte Gewebsschizogonie, welche mit der Freisetzung von
tausenden Merozoiten in die Blutbahn endet. Die Dauer der Gewebsschizogonie ist spezies-
abhéngig und dauert etwa sechs bis sechzehn Tage. Im Falle einer Infektion mit P. vivax oder
P. ovale konnen sogenannte Hypnozoiten, parasitdre Ruheformen, in der Leber verbleiben

und Wochen bis Monate spéter zu einer symptomatischen Malaria fiithren [16].

Erythrozytire Phase (erythrozytire Schizogonie)

Die nun in die Blutbahn entlassenen Merozoiten befallen Erythrozyten, in denen sie einen
Reifungs- und Teilungsprozess von der Ringform iiber den Trophozoiten zum Schizonten
durchmachen. Bei P. falciparum kann ein reifer Schizont 4-16 Merozoiten enthalten. Diese
zweite Phase der asexuellen Teilung wird erythrozytére Schizogonie genannt. Reife Merozoi-
ten gelangen nun erneut durch Platzen der Erythrozyten in den Blutkreislauf und befallen
neue Erythrozyten. Es kommt zur exponentiellen Vermehrung der Parasiten [16]. Diese Phase

ruft beim Menschen, in Abhéngigkeit von ihrer Immunitétslage, Symptome hervor.



Gametozyten

Im Laufe dieses Reifungs- und Vermehrungszyklus entwickeln sich einige Merozoiten binnen
10 - 12 Tagen zu ménnlichen und weiblichen Gametozyten, Mikro- und Makrogametozyten
genannt. Fin Gametozyt hat eine mittlere Lebenszeit von zweieinhalb Tagen im periphe-
ren Blut, eine Gametozytengeneration kann bis zu drei Wochen im Blut zirkulieren. Robert
et al. konnten eine Korrelation zwischen der Gametozytendichte und der Infektivitat fiir
Mosquitos aufzeigen [17]. Durch welche Mechanismen und Signale die Gametozytogenese
gesteuert wird, ist bis heute nicht gekldrt. Man hat jedoch beobachtet, dss das Ausmaf
der Gametozytengenese dem Einflufl des angewandten Malariamedikamentes, der parasitér-
en Resistenzlage sowie dem Zeitpunkt unterliegt, zu dem die Behandlung nach Beginn der

Symptome begonnen wurde [17].

Sexuelle Phase (Sporogonie)

Gametozyten werden bei einem Stich durch die Anopheles iiber die Blutnahrung aufgenom-
men. Die sexuelle Phase, Sporogonie genannt, beginnt. Nur die weibliche Anopheles nimmt
neben Nektar auch Blutmahlzeiten zu sich, da sie fiir die Produktion von Eiern mehr Protei-
ne benétigt, ungleich der ménnlichen Anopheles [18]. Im Magen der Anopheles verschmelzen
Mikro- und Makrogametozyt zur Oozyste und gelangen durch die Magenwand in die Spei-
cheldriise, wo sie sich zu Sporozoiten entwickeln und vermehren, welche bei einem néchsten
Stich wieder in die Blutbahn des Menschen inokuliert werden. Der parasitire Entwicklungs-

zyklus ist geschlossen [16].

1.3 Klinik der Malaria tropica im Hochendemiegebiet

Die Malaria tritt in drei "klassischen”Krankheitsformen unterschiedlichen Charakters auf.
Die Malaria tertiana wird durch eine Infektion mit P. vivax oder P. ovale hervorgerufen, die
Malaria quartana durch P. malariae. Beide Formen sind benignen Charakters. Die gefihr-
lichste, potenziell letal endende Form ist die durch P. falciparum hervorgerufene Malaria
tropica. In vorliegender Arbeit soll im Wesentlichen auf die Klinik und Eigenschaften der

Malaria tropica eingegangen werden.



Die ersten Anzeichen einer Malaria tropica nach ca. einer Woche Inkubationszeit sind un-
charakteristisch, dhnlich der Grippesymptomatik und in ihrer Auspragung abhéngig von der
spezifischen Immunitétslage des Infizierten. Leitsymptom der Malaria ist Fieber, hervorgeru-
fen durch die Ausschiittung von Pyrogenen beim Platzen der Schizont-haltigen Erythrozyten.
Durch die Hamolyse verursacht eine akute Malaria-Infektion immer auch Anédmie, Throm-
bozytopenie, Splenomegalie und manchmal einen Ikterus, der i.d.R. nur leicht ausgeprigt
ist. In endemischen Gebieten mit hdufigen Re-Infektionen chronifizieren Splenomegalie und
Anémie, letztere wird durch eine durch die Infektion induzierte Knochenmarkdepression
noch verstiarkt und kann lebensbedrohliche Ausmafie annehmen. Die prozentuale Haufigkeit
einer Splenomegalie bei Kindern zwischen zwei und neun Jahren wird auch als Maf} der
Malaria-Endemizitédt in einer Region angewendet. Zusétzliche Symptome der Malaria sind
eher unspezifischen Charakters wie Unlust, Lethargie, Kopfschmerzen, Durchfall, Husten.
Sie dominieren bei der Vorstellung des Patienten zusammen mit Fieber und erschweren die

klinische Diagnose der Malaria erheblich [16, 18].

Die Auspréigung der klinischen Malaria ist abhéngig vom Immunstatus des Infizierten. In
Hochendemiegebieten ist die Malaria im Wesentlichen eine Erkrankung des Kindesalters
(s. Kapitel "Immunitét,,). Kinder von sechs Monaten bis etwa fiinf Jahre sind am meisten
den Gefahren einer Malaria tropica mit dessen moglichen Komplikationen ausgeliefert. So
entwickeln Kinder nicht selten eine schwere Malaria. Nach WHO liegt eine schwere Malaria

vor, wenn mindestens eines der in Tabelle 1.1 definierenden Zeichen auftritt [19, 20]:

Definierende Zeichen Laborzeichen
Schwere Anémie (<5 g/dl) Hypoglykamie
Erschopfung Azidose
Bewustseinstriibung Nierenversagen
Tachypnoe (KuBimaulatmung) Hyperlaktatamie
Multiple Konvulsionen Hyperparasitdmie (>200 000 Parasiten/pL)
Kreislaufkollaps

(Radiologisches) Lungentdem

Blutungszeichen

Ikterus

Haemoglobinurie

Tabelle 1.1: Klassifikation schwere Malaria



Die zerebrale Malaria ist mit 80 % die haufigste direkt durch Malaria verursachte Todes-
ursache im Rahmen einer Infektion mit P. falciparum. Sie kommt vor allem bei Kindern
vor. Die genaue Pathogenese ist bislang nicht gekléart. Sie ist definiert durch Parasitdmie,
Bewustseinseintriibung (Glasgow Koma Skala < 8), persistierendes Koma nach Ausgleich

der metabolischen Storungen, und Krampfanfille, die keine andere Ursache haben [18, 20].

Durch wiederholte Infektionen mit P. falciparum, bzw. durch wiederholtes Therapieversa-
gen, kommt es in Hochendemiegebieten zu chronischen, hiufig schweren Anédmien, an die
sich die Kinder erstaunlich gut adaptieren. Diese mittlerweile haufigste Manifestationsform
der schweren Malaria im Kindesalter kann jedoch, zusétzlich zu Mangelerndhrung, ande-
ren chronisch-rezidivierenden parasitdren Erkrankungen wie z.B. Wurmbesiedlungen oder
HIV, die Kinder schwichen und zu Entwicklungsstérungen oder zum Tod fithren. Als Folge
vermehrter Transfusionen konnte eine steigenden Inzidenz von HIV-Infektionen beobachtet
werden [21]. Diese Zusammenhénge veranschaulichen die Rolle der Malaria im Teufelskreis

der Armut im siidlich der Sahara gelegenen Afrika.

1.4 Immunitat

Die klinische Ausprigung der Malaria tropica unterliegt, wie bereits kurz geschildert, mul-
tifaktoriellen Einfliissen. Neugeborene erkranken selten. Sie sind durch von der Mutter dia-
plazentar iibertragene Antikorper, durch einen Mangel an Para-Aminobenzoesiure in der
Muttermilch sowie durch den postpartal hohen Anteil an fetalem Hamoglobin, welches von
den Parasiten nicht gespalten wird, geschiitzt [22]. Mit steigendem Lebensalter und damit
Abfallen des fetalen Hamoglobins und der maternalen Antikérper nimmt die Inzidenz der
Malaria tropica bei den Séduglingen zu. Ab einem Alter von etwa drei Monaten ist eine
steigende Inzidenz fiir hohe Parasitendichten, niedrige Hamoglobinwerte und Fieber zu be-
obachten [23]. Je nach Endemiegebiet liegen die Morbiditéits- und Mortalitétsgipfel zwischen

dem zweiten und zehnten Lebensjahr [24].

Die Immunmechanismen, die durch eine Infektion mit P. falciparum in Gang gesetzt werden,
sind bis heute nicht vollstdndig geklart. Man unterscheidet zwei Wege, die der Mensch unter
standiger Exposition mit P. falciparum als Abwehrmechanismen entwickelt und die ihn vor

der klinischen Auspréigung einer Malaria schiitzen: Teil-Immunitéit und Pramunition.



In hyperendemischen Regionen, wie zum Beispiel in der Region um Tamale in Nordgha-
na, erleiden insbesondere Kleinkinder wiederholte Episoden klinisch relevanter Malaria. Bei
Schulkindern sind vor allem chronische Parasitdmien mit niedrigen Parasitendichten zu be-
obachten, die in der Regel ohne klinische Symptome vonstatten gehen [25]. Ursache hierfiir
ist die Entwicklung einer Teil-Immunitdt unter wiederholter bzw. chronischer Parasitenexpo-
sition. Hierbei spielen spezifische Zell- und humoral vermittelte sowie unspezifische Immun-
mechanismen eine Rolle. Hierunter entwickeln Kinder, sofern sie die jeweiligen Infektionen
iiberleben, mit den Jahren eine immer ausgepréigtere Immunkompetenz gegeniiber dem re-
gionalen Pool an Parasitenstdmmen. Ein Problem fiir die Ausbildung einer vollstandig vor
Malaria schiitzenden Immunitét stellt die Diversitédt der Parasiten dar. Das Reservoir der
Parasitenstdmme innerhalb einer Region kann zwischen den Jahreszeiten variieren. Das neue
Reservoir kann damit der gerade erworbenen, spezifischen Immunitéit entkommen. Aus die-

sem Grund wird nur von einer Teilimmunitét gesprochen.

Smith et al. stellten jedoch fest, dass die Infektion mit einem neuen Stamm von den Immu-
mechanismen, die durch eine &dltere oder noch bestehende Infektion in Gang gesetzt worden
sind, beeinflusst wird [26]. Man geht demnach von einer teilweisen Kreuzreaktivitédt der
vorher ausgebildeten Immunitét aus. Zudem konnte man eine Korrelation zwischen antipa-
rasitdrer Kontrolle und der Antigenverwandtschaft der neuen und vorbestehenden Stédmme
beobachten. Die neuinfizierenden Parasitenstdmme werden durch diese aktive, wenn auch
fiir sie unspezifische, aber kreuzreaktive Immunreaktion gehemmt, und auf diese Art und
Weise kontrolliert. Durch diese Mechanismen wird die klinische Ausprdgung einer Malaria
verhindert, eine chronische, niedrige Parasitdmie jedoch erhalten. Dieses Phdnomen wurde

mit dem Begriff der Pramunition bezeichnet [26, 27, 28, 29, 30].

1.5 Diversitat von Plasmodium falciparum

P. falciparum exprimiert spezifische Antigene auf seiner Oberfliche, dazu gehtren unter an-
derem MSP1 und 2 (engl. merozoite surface protein 1 und 2). Diese unterliegen einer hohen
Diversitét, was eine Herausforderung an das menschliche Immunsystem darstellt und zudem
die Ursache fiir die Schwierigkeit der Entwicklung eines Impfstoffes ist. In den 80er Jahren
konnten Tanabe et al. das Gen fiir MSP1 auf Chromosom 9 lokalisieren [31]. Das fiir MSP2

kodierende Gen wurde auf Chromosom 7 lokalisiert [32]. Die jeweiligen Genabschnitte mspI
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und msp2 besitzen polymorphe Regionen, die von stabilen bzw. semistabilen Abschnitten
flankiert werden. Die stabilen Abschnitte variieren innerhalb von msp1 und msp2 und las-
sen sich in durch ihre Nukleotidsequenz definierte, verschiedene Allelfamilien unterteilen:
MAD20, Ro33 und K1 fiir msp! sowie ID und FC27 fiir msp2. Die polymorphen Regionen
in den jeweiligen Allelfamilien variieren noch zusétzlich in ihrer Nukleotidsequenz und lassen
sich durch ihre unterschiedlichen Basenpaarléngen voneinander unterscheiden. Sie verursa-
chen als variable, zu einer der Allelfamilien zugehorige Allele zusétzlich eine hohe genetische
Diversitdt. In epidemiologischen Studien konnten bis zu 30 verschiedene Allele einer Allel-
familie von mspl und bis zu 47 Allele der Allelfamilien von msp2 unterschieden werden

33, 34].

Da die Parasiten einen haploiden Chromosomensatz besitzen, reprisentieren die in einer
Blutprobe detektierten Allele die jeweilig in einem Patienten vorhandenen Parasitenstiam-
me. Diese Tatsache wurde in der vorliegenden Studie dazu genutzt, die Allele, welche nach
Therapieversagen bei einem Patienten detektiert werden konnten, mit den Allelen der vor
Therapie vorhandenen Stédmme zu vergleichen. Auf diese Weise ist es moglich, eine Neuin-
fektion mit anderen Parasitenstdmmen durch einen erneuten Miickenstich von einer Rekru-
deszenz durch einen der urspriinglich fiir die Infektion verantwortlichen Parasitenstdmme zu
unterscheiden. Dies ermoglicht die Unterscheidung echter Therapieversager von Neuinfektio-
nen. Nur auf diese Art und Weise ist es, besonders in holoendemischen Regionen, in denen
die Diversitat der Parasiten und die Transmissionsraten hoch sind, moglich, die Effektivitat
eines Therapieregimes zu eruieren. Ohne die Differenzierung zwischen Neuinfektionen und

Rekrudeszenzen wire der Anteil an Therapieversagern unecht héher [20].

1.6 Therapie der Malaria

Chinin wird seit 350 Jahren zur Behandlung von fieberhaften Erkrankungen angewandt,
lange bevor Malaria als parasitire Erkrankung bekannt war. Ebenso wird Artemisinin seit
Jahrhunderten in China als pflanzliches Mittel gegen fieberhafte Erkrankungen angewandt.
Erst durch die beiden Weltkriege bekam die synthetische Entwicklung von Malariamedika-
menten einen Schub. So wurde 1934 Chloroquin (CQ) synthetisiert, nachdem wéhrend des
ersten Weltkrieges in tropischen Gebieten mehr Soldaten an Malaria gestorben waren als

durch Waffeneinwirkung. Dieses galt zunéchst als zu toxisch, um seine Anwendung wéhrend



des zweiten Weltkrieges zu finden, und erlangte erst in den 50er Jahren seine Bedeutung in

der Therapie der Malaria, die bis vor wenigen Jahren in grofien Teilen Afrikas anhielt [21].

1.6.1 Chloroquin

CQ gehort in die Gruppe der 4-Aminochinoline. Der genaue Wirkmechanismus dieser Ami-
nochinoline im Parasiten ist bis heute nicht geklért. Bislang erklirte man sich seine Wirkung
in der Interaktion mit dem Abbau von Hamoglobin im Parasiten. CQ sammelt sich in hoher
Konzentration im sauren Milieu der parasitdren Nahrungsvakuole an, die es aufgrund seiner
positiven Ladung nicht mehr zu verlassen vermag. Dort bildet es einen Komplex mit dem pa-
rasitenschiadlichen Ham-Abbauprodukt Ferriprotoporphyrin-IX, wodurch dieses nicht mehr
zum vertraglichen Hamozoin polymerisiert werden kann, der Parasit geht zugrunde. Auf
welche Art und Weise nichtpolymerisierte Ferriprotoporphyrin-IX-Molekiile den Parasiten
schédigen, ist abschlieBend nicht geklart [35].

CQ zeichnete sich am Anfang seiner Ara durch eine gute Wirksamkeit gegen Plasmodien aus.
Es gilt als gut vertréglich und kann auch von schwangeren Frauen und Kindern eingenommen
werden. Seine unangenehmste, aber harmlose Nebenwirkung ist ein penetranter Juckreiz, der
bei Schwarzafrikanern haufig ist [36, 37]. Schwerwiegende Nebenwirkungen treten nur nach
sehr hohen Dosen oder langjéhriger Anwendung unter Kumulativdosen von etwa 100 g auf.
Hierzu sind irreversible Schdden von Retina und Sehnerven beschrieben [38]. CQ werden

antiinflammatorische und antipyretische Eigenschaften zugeschrieben.

Chloroquinresistenz

Die ersten CQ-Resistenzen in Afrika wurden erstmals 1978 in Kenia, und 1986 in Ghana [39)
beobachtet. Bis 1988 waren alle tropischen Lénder Afrikas betroffen [21]. Durch eine Punkt-
mutation im P. falciparum CQ-Resistenz-Transporter-Gen (pfert) wird der Parasit dazu
befdahigt, CQ aus der Nahrungsvakuole wieder herauszuschleusen, worauthin Hamoglobin
wieder ordnungsgeméifl abgebaut werden kann [40, 41]. In einigen Regionen mit bestehender
CQ-Resistenz hat man die Wiederkehr von CQ-Sensibilitdt nach Abkehr von diesem Me-
dikament beobachten kénnen [42]. Dies impliziert eine verminderte Uberlebenschance der
die pfert-Mutation tragenden Parasiten. Man hat ein weiteres Gen identifiziert, dessen Mu-

tationen mit CQ-Resistenz assoziiert sind, pfmdr! (engl.: multi drug resistance - multiple
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Medikamentenresistenz). Liegt die pfmdril-Sequenz im Parasiten in hoher Amplifkation vor,

fithrt dies zu Resistenzen gegen Mefloquin (MQ), Chinin und Halofantrin [43, 44].

Das Fehlen diagnostischer Moglichkeiten und medizinischer Fachleute in ldandlichen Gebie-
ten Afrikas, wie auch in der Region um Tamale, haben dazu gefiihrt, Fieber ohne diagno-
stische Abklarung routineméfiig mit CQ zu behandeln. Dazu kommt, dass CQ héufig zur
Selbsttherapie in den Haushalten vorrétig ist. Dies konnten auch Abuako et al. 2004 fiir
eine Region in Nordghana bestétigen [45]. Falsche Dosierung, unangemessene Verabreichung
des Medikamentes, mangelnde Therapietreue aufgrund frithzeitigen Absetzens bei rascher
klinischer Besserung sowie eine Halbwertszeit von drei Wochen fithren héufig bis regelhaft
zu chronischen CQ-Spiegeln im Blut von afrikanischen Kindern, die jedoch meist unter der
therapeutischen Schwelle liegen [46, 47, 48]. Dadurch entstehen optimale Bedingungen zur

Selektion resistenter Parasitenstdmme [49, 50].

Noch im Jahr 2000 war CQ in den meisten afrikanischen Landern das Mittel der ersten Wahl
zur Therapie der unkomplizierten Malaria [21]. Ehrhardt et al. untersuchten im Jahr 2000 in
Tamale im Rahmen einer Therapiestudie bei Kindern im Alter von unter 5 Jahren die Resis-
tenzlage gegen CQ. Sie fanden in 57 % der Félle ein parasitologisches Therapieversagen und
in 29% ein klinisches Therapieversagen nach 14tégiger Verlaufskontrolle der Patienten [7]. In
einer weiteren Untersuchung konnten sie eine positive Korrelation der CQ-Resistenzmarker
pfert und pfmdrl mit steigenden CQ-Spiegeln im Blut zeigen, und werteten dies als Zeichen

stattgehabter Selektion resistenter Parasitenstdmme [48].

1.6.2 Alternative Malariamedikamente

Sulphadoxin-Pyrimethamin

Sulphadoxin und Pyrimethamin wirken hemmend auf die Dihydropteroinsiuresynthase (DH-
PS) bzw. auf die Dihydrofolsdurereduktase (DHFR) und greifen damit in die parasitire Fol-
sduresynthese ein. Menschen sind nicht in der Lage, Folsdure selber zu synthetisieren, sondern
miissen diese mit der Nahrung aufnehmen. Da die Dihydropteroinséduresynthase beim Men-
schen nicht vorhanden und die parasitéire Dihydrofolsdurereduktase in ihrer Struktur der des
Menschen weitestgehend ungleich ist, konnen diese Medikamente gegen die Malaria einge-

setzt werden, ohne wesentlich in den menschlichen Folsdurezyklus einzugreifen. Die Elimina-
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tionshalbwertszeit von Sulphadoxin liegt bei sieben bis neun Tagen, die von Pyrimethamin
bei zwei bis vier Tagen [35]. Sulphadoxin-Pyrimethamin (SP) ist relativ nebenwirkungsarm.
Unter Langzeitprophylaxe wie unter intensiver Therapie sind jedoch Fiélle toxischer Epider-
molyse und schwerer Agranulozytose aufgetreten [51]. Aus diesem Grund ist das Medikament

in den meisten Industrielindern vom Markt genommen worden. SP ist nur oral applizierbar.

Sulphadoxin-Pyrimethamin Resistenz

Durch mehrere Mutationen im dhps-Gen kann im Parasiten die Wirkung von Sulphonamiden
abgeschwiicht werden. Je nach Anzahl und Austausch bestimmter Aminosduren wird eine
zur Bindung des Sulphonamids an die Dihydropteroinsiduresynthase notwendige Wasserstoft-
briickenbindung aufgehoben. Durch mehrere Punktmutationen wird die Bindefdhigkeit von
Sulphadoxin an die Bindestelle des Enzymes zunehmend erschwert und damit die Sensibilitét

des Parasiten auf Sulphonamide schrittweise reduziert [52, 53, 54].

Ahnlich wie bei Sulphadoxin ist bei Pyrimethamin die schrittweise Anhdufung von Punkt-
mutationen im dhfr-Gen Ursache fiir eine zunehmende Resistenz gegen dieses Medikament.
Die wichtigste Mutation bewirkt einen Austausch von Serin in Position 108 gegen Asparagin,
was zu einer derartigen Umstrukturierung des Enzymes fiihrt, dass die Affinitéit von Pyrime-
thamin zu DHFR um das 10-fache fallt. So bewirkt die Dreifachmutante SI08N, N511 und
C5H9R. eine 100-mal starkere, und die Vierfachmutante S108N, N51I, C59R und I164L eine
500-mal stérkere Resistenz gegen Pyrimethamin als bei Wildtypen ohne dhfr-Mutation. Das
Medikament wird folglich unwirksam [55, 56, 57].

Nach Analysen der das dhfr-Gen flankierenden Regionen ist deutlich geworden, dass zufillige
Mutationen, die zur Resistenzbildung fiihren, ein eher seltenes Ereignis sind. Stattdessen hat
sich anscheinend ein einzelner Parasitenstamm mit der o.g. Triple-Mutation an Position 51,
59 und 108 in den letzten 20 Jahren von Asien nach Afrika verbreitet. So konnte derselbe
mutierte Haplotyp, der bereits in Asien sehr héiufig mit Therapieversagen unter SP in Zusam-
menhang gebracht worden war, in einigen Landern Afrikas gesehen werden [58, 59, 60, 61].
SchlieBlich zeigten Maiga et al., dass 85 % der resistenten P. falciparum-Stamme in 11 ver-
schiedenen afrikanischen Léndern siidlich der Sahara denselben mutierten dhfr-Haplotypen
tragen [62]. Diese Féhigkeit eines resistenten Parasitenstammes, sich so rasant zu verbreiten

wird u.a. auf die gesteigerte Gametozytogenese zuriickgefiithrt, die mit SP-Resistenz assozi-
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iert ist [63]. Der relative Transmissionsvorteil und der hohe Selektionsdruck durch die haufige
Anwendung von SP in Regionen mit bestehender Resistenz mogen die Schliisselmerkmale fiir

die schnelle Resistenzausbreitung gegen SP sein [49].

Amodiaquin

Amodiaquin (AQ) gehort wie Chloroquin zu den 4-Aminochinolinen.Die Moglichkeit ei-
ner Kreuzresistenz zwischen CQ und AQ ist bekannt [20, 64], aber nicht zwingend und
dementsprechend regional unterschiedlich. Man vermutet eine verminderte Affinitdt zum
CQ-Resistenz-Transporter aufgrund einer aromatischen Seitenkette [65, 66]. Resistenzen sind
auch in Regionen beobachtet worden, in denen AQ als Monotherapeutikum bislang noch nicht

in Anwendung gewesen ist [67].

Die Eliminationshalbwertszeit von AQ bzw. seines in der Leber entstehenden, antiparasitar
wirksamen Metaboliten Mono-Desethyl-Amodiaquin liegt bei 10-14 Tagen [20, 68]. Abbau-
produkte dieses Metaboliten konnen leber- bzw. das Blutbild schédigend wirken. So hat man
nach lingerdauernder Anwendung von AQ im Rahmen der Malariaprophylaxe bei Reisenden
als Nebenwirkung schwere Leberschéiden (bei einer Anwendung iiber drei Wochen bis zehn
Monate) mit einer Inzidenz von 1:15500 sowie lebensbedrohliche Agranulozytosen (bei einer
Anwendung tiber fiinf bis 14 Wochen) mit einer Inzidenz von 1:2100 beobachtet [66, 69, 70].
Aus diesem Grund ist AQ in den Industrieldandern vom Markt genommen und von der WHO
im Jahr 1990 nicht mehr zur Therapie der Malaria empfohlen worden. Olliaro et al. berichte-
ten jedoch 1996 nach einer Untersuchung von 40 Studien zu AQ im Vergleich zu CQ oder SP
von dessen guter Vertréglichkeit, welche sich bzgl. des Risikos fiir schwerwiegende Nebenwir-
kungen von dem unter Therapie mit SP nicht wesentlich unterscheidet, vorausgesetzt es wird
nur zur Akuttherapie eingesetzt. Einzelne Fille mit Agranulozytose oder Hepatitis sind in
hochendemischen Gebieten, in denen aufgrund hoher Inzidenzraten die Haufigkeit der Mala-
riatherapie eine Prophylaxe imitiert, beobachtet worden. Das Risikoprofil iibersteigt jedoch
nicht das von SP [65]. Ansonsten ist AQ weniger bitter im Geschmack und wird demnach
von Kindern besser toleriert, zudem scheint es weniger zu Ekzemen und Pruritus zu fithren
als CQ. Weiterhin vorteilhaft ist die antiinflammatorische und antipyretischen Wirkung, die
den Aminochinolinen zu eigen ist. AQ ist nach CQ das kostengiinstigste Malariamedikament

weltweit [65]. AQ ist nur oral applizierbar.
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Artesunat

Artesunat (AS) gehort zur Gruppe der Artemisinine. Es enspringt einem Extrakt des ein-
jahrigen Beifules Artemisia annua und ist in China seit etwa 2000 Jahren gegen febrile
Erkrankungen in Anwendung. 1971 wurde der aktive Inhaltsstoff Artemisinin isoliert und
ist seit 1972 gezielt als Medikament gegen Malaria in Anwendung [18, 71]. Aufgrund der
schlechten Losungseigenschaften von Artemisinin in Fett oder in Wasser werden heutzutage
nur semisynthetische Artemisininderivate verwendet, wie z.B. AS. Eine hochgradige antipa-
rasitdre Wirksamkeit ist fiir Artemisinine nachgewiesen. Sie reduzieren die Parasitenlast um
den Faktor 10* pro asexuellem Zyklus und richten sich vorwiegend gegen die frithen und
spéten Ringstadien [72, 73]. Zudem hemmen sie die Entwicklung von Gametozyten im Para-
siten und vermindern somit die Gametozytenprévalenz und -dichte wéhrend und nach einer
erfolgten Infektion [74, 75]. Dies fithrt zu einer herabgesetzten Infektivitéit der Patienten
unter und nach erfolgter Therapie, und fiihrt folglich v.a. in Regionen mit niedrigen oder
stark saisonalen Transmissionsrate zu einer Reduktion der Ubertragungsraten [18, 19, 74].

Die Eliminationshalbwertszeit von Artemisininen ist mit 20 bis 30 Minuten sehr kurz [35].

Bislang zeigten sich Artemisinine erstaunlich nebenwirkungsarm. Im Tierversuch wurden
Neuro- und Fetotoxizitdt nachgewiesen [76, 77, 78, 79]. Neurotoxizitéit sind beim Menschen
trotz breiter Anwendung bislang nur in Mosambik beobachtet worden. Hier konnten Toovey
et al. 2004 einen Zusammenhang zwischen Gehorverlust und der Applikation von Artemether-
Lumefantrin (ALT), zeigen [80]. Diese konnten anderswo bislang nicht verifiziert werden.
Bzgl. der Fetotoxizitét liegen nicht ausreichend Daten vor. Zufillige Applikation im ersten
Trimenon haben bislang keine Folgen gezeigt [81]. Da bzgl der Fetotoxizitdt unter AS nicht
genug Daten vorliegen, ist man mit einer Anwendung im ersten Trimenon einer Schwanger-

schaft weiterhin zuriickhaltend.

Der genaue Wirkmechanismus der Artemisinine ist im Einzelnen noch nicht aufgeschliisselt.
Zwei Theorien stehen zur Zeit zur Debatte, die jedoch hier nicht diskutiert werden sollen

82, 83, 84, 85, 86, 87].

Bis 2008 waren trotz breiter Anwendung v.a. in Siidastasien noch keine Resistenzen gegen Ar-
temisinine beobachtet worden. 2005 wurde in Fanzosisch Guyana erstmals eine reduzierte in
vitro Sensibilitdt gegen Artemether beschrieben [88]. An der thaildndisch-kambodschanischen

Grenze sind 2009 nun Zeichen fiir Resistenzen gegen Artemisinine aufgezeigt worden, die sich
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im Wesentlichen in einer verlangsamten Parasitenbeseitigung ausdriicken und zu vermehrten

Rekrudeszenzen unter AS-Monotherapie fithren [89].

Artesunate ist oral, intramuskulér, rektal und intravenos applizierbar.

1.7 Resistenzmechanismen und Medikamentenkombi-

nationen

Zahlreiche Faktoren nehmen Einflufl auf die Entwicklung von Resistenzen [49, 90]: Die int-
rinsische Haufigkeit, mit der Mutationen im Parasiten auftauchen; der damit einhergehende
Resistenzgrad (pharmakodynamische Faktoren); und der Anteil der iibertragbaren Infektio-
nen, die mit dem Medikament in Beriihrung kommen (zugrundeliegende Transmissionsraten,
pharmakokinetische Faktoren, Verhaltensmuster in Bezug auf Medikamentennutzung, Im-

munitétsprofile in der Bevolkerung).

Subtherapeutische Medikamentenkonzentrationen kénnen eine Selektion resistenter Parasi-
tenstdmme zur Folge haben. Sie beseitigen die meisten der sensiblen Stamme, ihre konzentra-
tionsabhingige Wirkung reicht aber fiir die Beseitigung der resistenten Stdmme nicht mehr
aus. Patienten mit hohen Parasitendichten, die aufgrund von schlechter Medikamentenqua-
litdt, schlechter Therapietreue und eventuell aufgrund von Erbrechen inaddquate Medika-
mentenwirkspiegel im Blut aufweisen sind eine wichtige Quelle fiir die Selektion resistenter
Parasitenstamme [18]. Dies veranschaulicht, wie wichtig die angemessene Verschreibung qua-
litativ hochwertiger Medikamente sowie Therapietreue, nicht nur fiir eine erfolgreiche Thera-
pie, sondern auch fiir die Reduktion von Resistenzentwicklung sind. Medikamente mit langen
Halbwertszeiten, die im Verlauf unausweichlich subtherapeutische Blutkonzentrationen iiber
einen ldngeren Zeitraum annehmen, als Medikamente mit kurzen Halbwertszeiten, wirken als
selektiver Filter, der gerade noch dazu befihigt ist, sensible Parasiten zu beseitigen, resisten-
te aber selektiert [91]. Bestes Beispiel ist z.B. CQ, das lange in subtherapeutischen Spiegeln

im Blut verweilt und damit iber Monate resistente Parasiten selektiert.

Die Anwendung von Kombinationstherapien zur Behandlung der unkomplizierten Malaria
wird heutzutage empfohlen. Die Vorteile scheinen iiber den moglichen Nachteilen einer Kom-

binationstherapie, ndmlich additive Nebenwirkungen, Einnahme von zwei Tabletten statt
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einer, hoheren Kosten, etc. zu iiberwiegen [92, 93] Durch die Kombination von mindes-
tens zwei Medikamenten mit unterschiedlichen Wirkmechanismen und folglich unterschiedli-
chen Angriffszielen auf die Parasiten kann die Ausbildung von Resistenzen gebremst werden
[49, 94, 95]. Die Kombination von Medikamenten zur Einddimmung von Resistenzbildung hat
sich in der Behandlung von Tuberkulose, HIV und Krebserkrankungen seit Jahren fest eta-
bliert [18]. Mit welcher Wahrscheinlichkeit ein Parasit Resistenzen gegen zwei unterschiedlich
wirkende Medikamente gleichzeitig entwickelt wurde ausfithrlich untersucht und beschrieben
[94]. Sie wird als sehr gering eingeschéitzt. Sie steigt jedoch, wenn Einzelkomponenten der
Medikamentenkombination im Umlauf sind. Unter diesen Umstédnden steigt die Gefahr der
Selektion erneut. Dies veranschaulicht die Wichtigkeit einer moglichst breiten Abdeckung

der jeweiligen Region mit dem gew&dhlten Kombinationsmedikament.

Medikamentenkombinationen sind teurer als Monotherapien. Langfristig sind die Ersparnisse
aufgrund von fallender Morbiditdt und Mortalitdt jedoch grofler, vorausgesetzt die Kombi-

nationstherapien werden richtig eingesetzt.

Ein Problem stellen unterschiedliche pharmakokinetische Figenschaften dar, wie z.B. bei
den Artemisinin-kombinierten Medikamenten. Artemisinine sind nach vier Tagen nicht mehr
im Blut nachweisbar. Nahezu jedes zur Zeit angewandte Partnermedikament, wie z.B. SP,
Lumefantrin oder Amodiaquin, hat eine deutlich ldngere Eliminationshalbwertszeit und ist
noch weitere Tage bis Wochen teilweise in subtherapeutischen Konzentrationen im Blut

nachweisbar und wird den Parasiten quasi als Monotherapie prisentiert [18].

1.8 Entwicklungen in der Malaria-Politik bis 2000

Mit steigender CQ-Resistenz und konsekutiv steigender Kindermortalitét in tropischen Ge-
bieten stellte sich seit den 1990er Jahren die Frage nach der Einfiihrung neuer, geeigneter
Standardtherapien gegen die unkomplizierte Malaria in betroffenen Regionen. Malawi dnder-
te 1993 als erstes der afrikanischen Lénder seine Leitlinien und fithrte SP als Standardthera-
peutikum gegen unkomplizierte Malaria ein. Dem Beispiel folgten bald Kenia und Tansania

21].

Bereits in den Neunziger Jahren wurde die Kombination von Medikamenten zur Bekdmpfung

von Malaria propagiert und diskutiert [93, 94, 96, 97, 98]. Zu dem Zeitpunkt lagen jedoch
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kaum Daten iiber Wirksamkeit von kombinierten Malariamedikamenten, Potenzierung von
Nebenwirkungen, geschweige denn Umsetzungsmoglichkeiten fiir siidlich der Sahara gelegene
Lander Afrikas vor. In Asien dagegen hatte in Regionen mit niedrigen Transmissionsraten
die Resistenzentwicklung gegen CQ, SP und schlieflich auch Mefloquin (MQ), einen rasanten
Verlauf genommen [99]. Hier war bereits in den frithen neunziger Jahren die Kombinations-
therapie von MQ und AS eingefiihrt worden und hatte eindrucksvolle Ergebnisse gezeigt
[100], was zur Folge hatte, dass Experten die Einfiihrung von Artemisinin-basierten Kom-
binationstherapien (ACT) auch in Afrika zu propagieren begannen [94, 101]. Eine Reihe
von Organisationen, darunter die WHO, der Global Fund, und die Bill und Melinda Gates
Stiftung, machten sich Ende der neunziger Jahre und Anfang dieses Jahrhunderts die Ein-
dammung bzw. sogar die Eradikation der Malaria zur Aufgabe. Nach 20jéhriger Resignation
begannen so die Industrienationen aufgrund von steigender malariaassoziierter Kindermor-
talitdt ihr Augenmerk wieder verstirkt auf Afrika zu richten, was u.a. zahlreiche Studien
nach sich zog, welche v.a. die Wirksamkeit verschiedener Medikamenten-Kombinationen ge-
gen Malaria untersuchten (s. Kapitel Diskussion). So empfahl die WHO bereits 2001 die
Einfiihrung von ACT in allen Landern Afrikas, in denen das Standardmalariamedikament

eine Resistenzrate von 25 % tiberschritt, als neues Standardmedikament zu einzufiithren [20].

1.9 Zielsetzung

Erhardt et al. konnten im Jahr 2000 zeigen, dafl CQ zur Therapie der unkomplizierten
Malaria bei Kindern in Tamale, Nordghana, nicht mehr adaquat ist [7]. Zur Wirksamkeit
anderer Medikamente gab es zum Zeitpunkt der Studiendurchfithrung fiir Ghana noch keine
Daten. Ziel der vorliegenden Studie ist die Uberpriifung alternativer Therapieregime gegen
unkomplizierte Malaria in der hauptsichlich betroffenen Bevolkerungsgruppe, ndmlich bei

Kindern unter fiinf Jahren.

Priméarer Endpunkt ist die PCR-korrigierte Wirksamkeit von Sulphadoxin-Pyrimethamin
allein, sowie jeweils in Kombination mit Amodiaquin und Artesunat, gemessen an den Hei-
lungsraten bzw. an den parasitologischen und klinischen Therapieversagerraten nach 28
Tagen Verlaufskontrolle. Sekundére Endpunkte sind die vergleichende Untersuchung klini-
scher und laborchemischer Aspekte, ndmlich der Parasiten- und Fieberbeseitigung sowie der

Héamoglobin-Entwicklung, unter Therapie.
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Kapitel 2

Material und Methoden

Die Studie fand von August bis Dezember 2002 zum Ende der Regenzeit in der Nordlichen
Region Ghanas statt. Sie war eine Kooperationsstudie zwischen dem Institut fiir Tropen-
medizin Berlin, Charité, der University of Development Studies, Tamale und dem Gesund-
heitsministerium, Northern Region, Tamale, gefordert durch die WHO (EPH/CSR, MSO
181-9). Sie wurde von dem Gesundheitsministerium der Northern Region, Tamale, dem Be-
reich fiir Gesundheit und Forschung des Nationalen Ghanaischen Gesundheitsministeriums,
Accra (Health Research Unit) und dem zusténdigen Ethikkomitee der WHO (Secretariat
Committee on Research Involving Human Subjects) in Genf gepriift und genehmigt. Die-
se Voten wurden dem Ethikkomitee der Charité - Universitdtsmedizin Berlin zur Kenntnis

gebracht.

Die Verfasserin dieser Arbeit war in Tamale gemeinsam mit einem weiteren Doktoranden
fiir den Ablauf und die Organisation der Studie, die mikroskopische Diagnostik und die

Supervision und Durchfithrung der Laborarbeiten verantwortlich.

Im Labor des Berliner Institutes fiir Tropenmedizin wurden ergénzende Laborarbeiten durch-
gefithrt. Die Verfasserin fiihrte die DNA-Extraktionen, die Typisierungen von mspl und
msp2, die Gelelektrophorese und deren Interpretation durch, und beteiligte sich an der Da-

tenanalyse.

Die PCR-Arbeiten zur Detektion von Mischinfektion wurden freundlicherweise vom Institut
fiir Tropenmedizin, Charité, zur Verfiigung gestellt. Die Ergebnisse der Gametozytenaus-

zéhlung wurden freundlicherweise von Dr. Teun Bousema, Abteilung fiir Medizinische Mi-
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krobiologie, Universitdres Medizinisches Zentrum St. Radboud, Nijmegen, Niederlande, zur

Verfiigung gestellt.

2.1 Studiengebiet Ghana

Das Studiengebiet liegt in der im Norden Ghanas gelegenen Region ,,Northern Region”. Die
Regenzeit beginnt im Mai und endet im Oktober, von November bis April ist Trockenzeit.
Der durchschnittliche jahrliche Regenfall liegt zwischen 750 und 1050 mm. Die Vegetation
besteht {iberwiegend aus Savanne, die durch einen lockeren Bestand an trockenresistenten
Baumen wie dem Baobabbaum oder Akazien gelegentlich unterbrochen wird. Die héchsten
Temperaturen werden zum Ende der Trockenzeit erreicht, die niedrigsten im Dezember und
im Januar. Der Harmattan, ein trockener heifler Wiistenwind aus der Sahara, weht im Norden
von Dezember bis Mérz. Die Temperaturen kénnen zwischen 14 °C in der Nacht und 40 °C

am Tag schwanken.

Tamale ist die Hauptstadt der Region mit knapp 350.000 Einwohnern. Die Stadt erstreckt
sich {iber eine weite Fliche und ist eher ldndlichen Charakters. Subsistenzwirtschaft und
Kleinhandel sind das Hauptgewerbe der Region. Die Einwohner wohnen iiberwiegend in Hau-
sern aus Lehmwénden und Strohdéchern. Malaria kommt in Nordghana hyperendemisch vor,
die Ubertragung ist ganzjéhrig. Bis zu sieben Malariainfektionen pro Kind pro Jahr werden
beobachtet, dabei gehduft in der Regenzeit [102]. Dennoch ist die Infektionsprivalenz in
Nordghana ganzjahrig hoch [25]. Ehrhardt et al. konnten in der ,Northern Region” eine In-
fektionsprivalenz mit Plasmodien von 82 % in einer Studienpopulation von >4000 Kindern
zwischen sechs Monaten und fiinf Jahren in der Regenzeit und von 75 % in der Trockenzeit
dokumentieren [103]. Die vorliegende Studie wurde im vorstédtischen Stadtteil Bulpeila in
einem Gesundheitsposten der primédren Versorgung, Bulpeila Health Center, durchgefiihrt.
Der Einzugsbereich betrug ca. 20 km Radius im Umland. Bulpeila Health Center ist eine
kleine Institution mit sieben Rdumen, in denen eine Krankenschwester fiir die medizinische
Grundversorgung der Patienten zustédndig ist, und mehrere Hebammen sich um Schwan-
gerschaften, Niederkiinfte und die Folgeuntersuchungen der Neugeborenen und Kleinkinder
kiimmern. In einem dieser Raume hat das Berliner Institut fiir Tropenmedizin im Jahr 2000
ein einfaches Labor zur Anfertigung und Mikroskopie dicker Tropfen und Ausstriche zur

Malariadiagnostik, sowie zur Lagerung von Blutproben eingerichtet.
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Die in der Region dominierende Ethnie ist die der muslimischen Dagomba. Weitere Ethnien
sind die grofiere Gruppe der Mamprusi und die kleinere Gruppe der Gurma. Da Tamale als
drittgrofite Stadt Ghanas iiber eine Universitét, ein universitires Krankenhaus und iiber an-
dere grofliere offentliche Einrichtungen verfiigt, ist die Einwanderungsrate muslimisch sowie
christlich angehoriger Ethnien aus dem vorwiegend christlich gepréagten Siiden und dem vor-
wiegend muslimisch gepréigten Norden hoch. Der Hauptanteil der Studienteilnehmer waren

Dagombas.

2.2 Studienteam und Studienteilnehmer

Studienteam

Das Studienteam bestand aus 16 Mitarbeitern: Der Studienleitung, PD Dr. med F. Mo-
ckenhaupt und Dr. med. S. Ehrhardt, die verantwortlich fiir Planung, Durchfiihrung und
Finanzierung der Studie waren. Zwei Doktoranden vor Ort, Jonas Schreiber und die Ver-
fasserin, welche hauptverantwortlich fiir die Organisation und den Ablauf der Studie waren
sowie fiir die Supervision und Durchfithrung der Laborarbeit und die mikroskopische Dia-
gnostik der unkomplizierten Malaria. Der Studienarzt, Dr. Stephen Dzisi, war fiir die Un-
tersuchung der Kinder sowie fiir weitere organisatorische Angelegenheiten zustdndig. Drei
einheimische Krankenschwestern waren jeweils eingeteilt zur Blutabnahme, Verabreichung
der Medikamente, Registrierung der Neuankémmlinge und Studienkinder sowie die Aufkli-
rung der Eltern oder Bevollméchtigten. Ein ghanaischer Therapieassisstent {ibernahm die
Medikamentenausgabe. Er hatte als einziger Einblick in die Randomisierungsliste, ohne den
Code zu kennen. Ein einheimischer Laborassisstent war zustéindig fiir das Anfertigen der
dicken Tropfen und Ausstriche, sowie deren Farbung und fiir die Laborverwaltung. Sechs
einheimische technische Helfer waren in erster Linie zusténdig fiir das Messen der axillé-
ren Korpertemperatur und das Informieren und Erinnern der Studienteilnehmer an ihre
Nachuntersuchungen. Sie waren zusétzlich mitbeteiligt bei der Registrierung der Kinder, bei
Ubersetzung und Aufklarung der Eltern bzw. Bevollmichtigten und bei der Beobachtung
der Kinder nach Medikamenteneinnahme. Um die teilweise 20 km weit entfernten Déorfer zu

erreichen standen zwei Fahrriader und ein Moped zur Verfiigung.
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Studienteilnehmer

Um reprisentative Daten zu erlangen, war die Rekrutierung von mindestens 450 Kindern
definierten Alters mit unkomplizierter Malaria (s. Ein- und Ausschlu8kriterien) notwendig.
Es erfolgte die Randomisierung in drei gleich grofle Therapiearme A, B und C. Gruppe A
wurde mit Sulphadoxin-Pyrimethamin (SP) allein, Gruppe B mit SP in Kombination mit
Amodiaquin, und Gruppe C mit SP in Kombination mit Artesunat behandelt. Es konnten
im Zeitraum von Mitte August bis Mitte November 1561 febrile Kinder auf Parasiten und
andere Erkrankungen untersucht werden, von denen 451 Kinder nach unten aufgefiihrten
Kriterien in die Studie aufgenommen wurden. Das Studienprotokoll orientierte sich an den
WHO-Protokollen zur Bestimmung der Wirksamkeit von Therapeutika gegen unkomplizierte
Malaria von 1996 und 2003 [20, 104].

2.3 Ein- und Ausschlu3kriterien

Einschlufikriterien

Folgende Einschlukriterien erlaubten die Aufnahme in die Studie [20, 104]:

e Alter von >6 - <59 Monaten

e Axillare Temperatur >37,5 °C

e Gewicht >5 kg

e Fehlen schwerer Mangelernédhrung

e Hiamoglobin >5 g/dl

e Parasitdmie zwischen 2000 und 200 000 asexuellen Parasiten/ pL Blut

e Fehlen anderer fieberhafter Erkrankungen, die mit der Diagnose klinischer Malaria
interferieren konnten, zum Beispiel Angina tonsillaris, Bronchitis und Pneumonien,

Masern, Otitis media, Abszesse

e Fehlen von sogenannten Warnsymptomen, definiert als die Unfdahigkeit zu trinken, zu
saugen oder zu essen, stindiges Erbrechen, kiirzlich aufgetretene Krampfanfille, le-

thargischer oder bewustloser Zustand, Unfiahigkeit aufzustehen oder zu sitzen [20, 105]
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e Moglichkeit, zu den festgesetzten Verlaufskontrollterminen zu erscheinen

e Zustimmung der Mutter/des Bevollméchtigten zur Studienteilnahme durch ein infor-

mierendes, unterzeichnetes Einwilligungsschreiben

Ausschlufikriterien

Ausschlu3kriterien waren:

e Autreten von zusitzlichen Erkrankungen wihrend des Studienverlaufes, die eine klare
Zuordnung des Fiebers zu Malaria unmoglich machten. Darunter fielen Erkrankungen

wie zum Beispiel Otitiden, oder Infektionen des oberen und unteren Respirationstraktes

e Bekannte Hypersensibilitdt gegeniiber Sulphadoxin-Pyrimethamin, Amodiaquin oder

Artesunat
e Wiederholtes Erbrechen der applizierten Medikamente
e Umzug eines Studienteilnehmers ausserhalb der Erreichbarkeit des Health-Centers
e Riickzug der Einwilligungserkldrung
e Gabe von Malariamedikamenten durch einen Dritten

e Nachweis einer Infektion mit P. malariae und/oder P. ovale, zusétzlich zu P. falcipa-

rum

2.4 Rekrutierungsablauf

Den Kindern wurde bei Ankunft zunéchst die axillire Temperatur mit Hilfe eines elektrischen

Thermometers gemessen.

Bei einer Temperatur >37,5 °C wurden folgende Daten der Patienten erhoben:

e Name des Kindes und der Mutter bzw. des Bevollméchtigten;

e Alter des Kindes, bei Zweifeln durch die Geburtsurkunde verifiziert;

22



e Grofle des Kindes, mit Hilfe einer fixen Mefllatte gemessen;

e Gewicht des Kindes, mit Hilfe einer elektrischen Waage gemessen, die téglich auf ihre
Funktion hin gepriift wurde. Kinder die noch nicht alleine stehen konnten wurden mit

der Mutter auf die Waage gestellt, deren Gewicht anschliefend abgezogen wurde.

Ab einer Korpertemperatur von >38 °C wurde Paracetamol 500 mg in Sirupform gegeben,

bei >40 °C die Temperatur zusétzlich mit Hilfe feuchter Wickel gesenkt.

2.4.1 Anamnese

Die Anamnese orientierte sich an einem Anamnesebogen, der spezifisch auf das Studiendesign
ausgelegt war. Eine ghanaische Hebamme fithrte gemeinsam mit Hilfe der anderen Teamar-
beiter die Anamnese in der jeweiligen Stammessprache der vorstelligen Eltern, meist Miitter,
durch. Es wurde nach vorangegangenem Fieber sowie nach einer eventuell vorausgegange-
nen Einnahme von CQ gefragt. Wesentlich war die Frage nach kiirzlich erfolgten zerebralen
Krampfanfillen. Konnten diese plausibel durch die Eltern geschildert werden, wurden diese
Kinder mit Verdacht auf schwere Malaria ziigig einer entsprechenden Diagnostik und The-

rapie zugefiihrt.

Ebenfalls wesentlich war die Nachfrage nach bereits in der Vergangenheit aufgetretenen Haut-
reaktionen nach Gabe von CQ oder SP, um das Risiko eventueller allergischer Reaktionen zu
verringern. Eine schwerwiegendere Hautreaktion als Pruritus oder einen unspezifischen Haut-
ausschlag in der Vergangenheit konnte anamnestich bei keinem der Kinder eruiert werden,

und trat auch im Verlauf dieser Studie nicht auf.

2.4.2 Klinik

Die bis hierhin registrierten febrilen Kinder wurden anschliefend von dem Studienarzt auf
andere fieberhafte Erkrankungen, die mit der eindeutigen Diagnose einer Malaria interfe-
rieren konnten, sowie auf schwere Mangelernihrung, andere schwere Erkrankungen, z.B.

Immunschwiéche, und auf Warnsymptome hin untersucht (siche Einschlukriterien).

Kinder mit Wurminfektionen wurden zusétzlich mit Albendazol, 200 mg, behandelt. Ebenso

wurden andere ohne Fieber einhergehende Erkrankungen unter Anwendung von Medika-
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menten, die keine Wirksamkeit gegen Malaria aufweisen, behandelt, z.B. mit Gentamycin

Augensalbe oder Fluconazol. Diese Kinder wurden nicht aus der Studie ausgeschlossen.

Fiir alle registrierten 1561 Kinder war eine akute Krankenversorgung durch das Studienteam
gewéhrleistet. Die fieberfreien und demnach nicht als potentielle Studienteilnehmer regis-
trierten Kinder wurden der lokal tétigen Krankenschwester vorgestellt, oder ebenfalls durch
den Studienarzt betreut. Im Hinblick auf den zyklischen Charakter der Malaria, mit haufi-
gem Auftreten von Fieber besonders am Nachmittag, wurden Kinder mit Fieberanamnese
und krankem Erscheinungsbild ein paar Stunden beobachtet und die Korpertemperatur zu

einem spéteren Zeitpunkt erneut gemessen.

2.4.3 Labor

Im Labor des Bulpeila Health Centers konnten einfache Methoden durchgefiihrt werden, wie
die Anfertigung dicker Tropfen und Ausstriche zur Diagnostik von Parasitdmien. Es standen
ein Ol-Immersionsmikroskop und ein Hemocue-Photometer zur Messung des Himoglobinwer-
tes zur Verfiigung. Ebenso enthielt es mehrere Kiihltruhen mit Temperaturen bis -18°C zur
Konservierung von Blutproben. Zwischenzeitliche Stromausfille wurden mit einem Diesel-
betriebenen Generator iiberbriickt. Fiir die spéatere Durchfiihrung von Polymerase Ketten
Reaktionen (PCR, engl.: polymerase-chain-reaction) wurden mit Hilfe einer Zentrifuge bei
einem Teil der Blutproben vor dem Einfrieren die zelluldren Blutbestandteile vom Plasma

getrennt.

Bestimmung der Parasitimie vor Ort

Den Kindern, die bis hierhin die Studienkriterien erfiillten, wurde von einer einheimischen
Krankenschwester ein Minimum von 0,5 ml venosen Blutes in eine Ethylendiamintetrasidure
(EDTA)-Monovette abgenommen. Davon wurden im Labor des Health-Centers zwei dicke
Tropfen sowie ein Ausstrich mit je ca. 5 uL. Blut, angefertigt und an der Luft getrocknet. Einer
der beiden dicken Tropfen wurde unmittelbar mit 10 % Giemsa-Losung in Titrisol Puffer-
Konzentrat fiir Pufferlésung mit einem pH von 7,2, 10 min lang geférbt (Schnellfarbung),
abgespiilt, mittels Haartrockner getrocknet und unmittelbar in Folge mikroskopisch mit 1000

facher Vergroflerung durch zwei Doktoranden auf Parasiten untersucht und ausgezéhlt.
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Ein Préparat wurde als negativ deklariert, wenn auf 200 Leukozyten kein Parasit gesehen
wurde. Bei vorhandener Parasitdmie wurde die Anzahl der Parasiten auf 200 Leukozyten
ausgezahlt, oder, bei hohen Parasitendichten, bis maximal 500 Parasiten mit entsprechender
Leukozytenzahl. Jedes Gesichtsfeld wurde komplett ausgezéhlt. Bei der Beurteilung einer
Parasitendichte aus dem dicken Tropfen wird von einer durchschnittlichen Leukozytenanzahl
von 8000 /uL Blut ausgegangen. In Abhéngigkeit von der zu bearbeitenden Probenzahl

dauerte der Zeitraum von Vorstellung bis zur Diagnosestellung etwa eine Stunde.
Hémoglobin-Konzentrationen wurden anhand des HemoCue-Photometers gemessen [106].

Zwei weitere dicke Tropfen wurden am Abend mit 4 % Giemsa-Losung 30 min lang ge-
farbt, abgespiilt und iiber Nacht an der Luft getrocknet. Eines dieser Praparate diente der
Kontrollauszéhlung zu einem spéteren Zeitpunkt nach Beendigung der Studie. Bei der Kon-
trollauszdhlung wurde ein dicker Tropfen erst als negativ deklariert, wenn auf 500 Leukozyten
kein Parasit gesehen wurde. Ansonsten erfolgte die Auszdhlung wie oben beschrieben. Bei
der zweiten Auszihlung ist aufgrund der lingeren Férbezeit der dicken Tropfen mit 4 %
Giemsa-Losung die Farbung in ihrer Qualitdt besser, und die Auszéhlung damit genauer.

Fiir die Auswertung wurden die Ergebnisse der zweiten Auszéhlung verwendet.

Das andere Pridparat wurde an der Universitdt Nijmegen (Dr. T. Bousema) auf die An-
zahl von Gametozyten/1000 Leukozyten ausgezihlt. Das Ergebnis wurde ebenso auf 8000
Leukozyten hochgerechnet, entsprechend Gametozyten/ul Blut.

Der Blutausstrich wurde ebenfalls zu einem spéteren Zeitpunkt zunichst mit 100 % Methanol
fixiert, mit 4 % Giemsa-Losung 30 min lang gefirbt, abgespiilt und iiber Nacht getrocknet.
Diese Praparate wurden fiir eine eventuelle spitere Kontrolle der PCR-Ergebnisse zur Spe-

ziesbestimmung gelagert.

Weiterverarbeitung der Blutproben

Die Blutproben im EDTA-R6hrchen wurden ebenfalls zum Teil sofort, zum Teil am selben
Abend im Labor des Bulpeila Health Centers durch die Doktoranden verarbeitet: 180 ulL
EDTA-Blut wurden mit 180 ulL Stabilisierungspuffer AS 1 versetzt. Dies ermoglicht die La-
gerung der Proben fiir bis zu drei Monate bei Raumtemperatur. Diese Proben dienten der

nachfolgenden DNA-Extraktion. Weitere 100 ul. EDTA-Blut wurden in 1,5 ml Rohrchen
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(Vollblutaliquots) pipettiert und eingefroren. Das restliche EDTA-Blut wurde durch Zen-
rifugieren in Plasma und Sediment getrennt und fiir eventuelle spitere Analysen ebenfalls

eingefroren.

Alle Blutproben wurden gekiihlt bzw. eingefroren und nach Ablauf der Studie nach Berlin

in das Institut fiir Tropenmedizin {iberfiihrt.

2.4.4 Aufklarung und Einwilligung

Wenn ein Kind die vorgenannten, routineméfligen Diagnostikverfahren durchschritten hatte
und alle Einschlukriterien erfiillte, wurde den Eltern oder Bevollméchtigten miindlich und
schriftlich Sinn und Ablauf der Studie, sowie die Bedingungen zum Einschlufl in die Stu-
die erklart und ihre Einwilligung per Unterschrift eingeholt. Aufgrund der in der léndlichen
Studienregion hohen Rate an Analphabetismus wurden die Unterschriften fast ausschliefllich
per Daumenabdruck geleistet. Eine Aufklarung zur Studie sowie die sinngeméfie miindliche
Ubersetzung des Informationsschreibens waren jederzeit durch einen die jeweilige Stammess-

prache beherrschenden Team-Mitarbeiter und unter Anwesenheit eines Zeugen gegeben.

2.4.5 Therapie

Die Studie wurde doppelblind (s.u.) und Plazebo-kontrolliert durchgefiihrt. Die Zuteilung
der Studienkinder zu einem Therapiearm A, B oder C erfolgte iiber eine im Sechserblock

erstellte, computergenerierte Randomisierungsliste.

Die Kinder wurden einem der folgenden Therapie-Arme zugeteilt:

e Arm 1:

- Sulphadoxin (25 mg/kg KG)/Pyrimethamin (1,25 mg/kg KG) als Einzeldosis (Fan-
sidar, Roche, Schweiz), plus

- Amodiaquin-Plazebo (Park-Davis, Senegal), einmal am Tag iiber drei Tage, plus

- Artesunat-Plazebo (Dafra Pharma, Belgien), einmal am Tag iiber drei Tage
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e Arm 2:

- Sulphadoxin (25 mg/kg KG)/Pyrimethamin (1,25 mg/kg KG) als Einzeldosis (Fan-

sidar, Roche, Schweiz), plus

- Amodiaquin (Camoquine, Park-Davis, Senegal), 10 mg/kg KG einmal am Tag iiber
drei Tage, plus

- Artesunat-Plazebo (Dafra Pharma, Belgien), einmal am Tag {iber drei Tage

e Arm 3:

- Sulphadoxin (25 mg/kg KG)/Pyrimethamin (1,25 mg/kg KG) als Einzeldosis (Fan-

sidar, Roche, Schweiz), plus
- Amodiaquin-Plazebo (Park-Davis,Senegal), einmal am Tag tiber drei Tage, plus

- Artesunat (Arinate, Dafra Pharma, Belgien), 4 mg/kg KG einmal am Tag iiber drei
Tage

Die Amodiaquin- und Artesunat-Plazebos entsprachen den Originalen in Aussehen, Grofle

und Geschmack und wurden wie die Vera durch die Hersteller zur Verfiigung gestellt.

Jedem Kind wurde eine Studiennummer zugeordnet und dessen Daten auf einen Erhebungs-
bogen iibertragen. Die Daten wurden von Name und Adresse der Studienteilnehmer abge-

koppelt und anhand dieser Studiennummer ausgewertet.

Auf die Medikamenteneinnahme folgte eine mindestens dreifligminiitige Beobachtungszeit.
Bei Erbrechen wurde die Medikamenteneinnahme wiederholt. Weiteres Erbrechen fiihrte
zum Ausschlufl aus der Studie; das Kind wurde zur parenteralen Therapie ins Krankenhaus
gebracht oder vor Ort mit Artesunat (Plasmotrim, AS, mepha, Schweiz), 10 mg/kg KG in
Zapfchenform, an Tag 0, und 5 mg/kg KG an Tag 1 und 2, sowie Sulphadoxin-Pyrimethamin
(25/1,25 mg/kg KG) als Einzeldosis (Fansidar, Roche, Schweiz) an Tag 2 therapiert. Die-
se Patienten wurden ebenfalls medizinisch betreut bis Fieber und Parasitdmie nicht mehr

nachweisbar waren.

Verblindung

Die Medikamenten-Ausgabe erfolgte iiber eine unabhéngige Person, die alleinig Einblick in

die Randomisierungsliste hatte, ohne den Code zu kennen, und die nicht in die Ergebnis-
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analysen involviert wurde. Ein unabhéngiger Monitor, in diesem Fall eine im Krankenhaus
arbeitende Doktorandin, die nicht an der Durchfiihrung dieser Studie beteiligt war, wahrte
den Code. Nur im Notfall, wenn die Kenntnis der verabreichten Therapie fiir das weitere
klinische Vorgehen und fiir das Wohlergehen des jeweiligen Kindes essentiell wurde, sollte
eine Entblindung fiir diesen Fall durch die Hauptverantwortlichen erfragt werden konnen.

Diese Situation kam in dieser Studie nicht vor.

Kinder mit Hypo- bzw. Hyperparasitiamie

Kinder mit Parasiten <2000/uL Blut wurden mit einmaliger Gabe von SP 25/1,25 mg/kg
KG und CQ-Sirup 25 mg/kg KG behandelt. Kinder mit einer Hyperparasitdamie, definiert als
>200 000 Parasiten/uL Blut wurden mit Artesunat Zépfchen 10 mg/kg KG (Plasmotrim,
Mepha, Schweiz) sofort und 5 mg/kg KG abends am 1. Tag, und 5 mg/kg KG morgens
am darauffolgenden Tag, sowie mit SP 25/1,25 mg/kg KG am dritten Tag behandelt. Die
Kinder wurden betreut, bis keine Parasiten mehr im Blut nachgewiesen werden konnten und

das Fieber verschwunden war.

2.5 Studienablauf

Die Studienkinder wurden standardisiert an den Tagen 0, 1, 2, 3, 7, 14, 21 und 28 nach oben
beschrieben Kriterien untersucht: Temperaturmessung, klinische Untersuchung, Blutabnah-
me mit Bestimmung der Parasitenzahl. Es erfolgte keine Blutabnahme an Tag 1, da keine
relevanten Parasitenverdnderungen erwartet wurden [20]. Es erfolgte eine klinische Vorstel-
lung und Blutabnahme an allen anderen als den reguldren Untersuchungstagen, wenn Fieber
aufgetreten war, als mogliches erstes Indiz fiir ein klinisches Therapieversagen. Therapiert
wurde an den Tagen 0, 1 und 2. Paracetamol wurde bei axillarer Temperatur >38,0 °C an

den Tagen 0, 1 und 2 gegeben.

Der Héamoglobingehalt des Blutes wurde an den Tagen 0, 14 und 28, und an allen anderen
Tagen im Falle von Fieber bestimmt, sowie bei Verdacht auf schwere Anédmie bei Blésse,

Schwiche und Miidigkeit oder anderer Erkrankung.

Fiir die Auswertung der Studie war es unabdingbar, die Patienten an den vorgeschriebenen

Terminen erscheinen zu lassen, nicht einen Tag frither oder spéater. Um dies sicher zu gewéhr-
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leisten, wurden die Eltern bzw. Bevollméchtigten einen Tag vorher, oder gegebenenfalls am
selben Tag von Mitarbeitern an ihren Termin erinnert. So konnte die Studientreue optimiert

werden.

2.6 Klassifizierung des Therapie-Ergebnisses

Der Therapieverlauf wurde nach 14 und nach 28 Tagen beurteilt. Das Therapieansprechen

wurde nach klinischen und parasitologischen Kriterien in folgende Gruppen klassifiziert:

e ETF (engl., early treatment failure):

- Entwicklung von Warnsymptomen oder schwerer Malaria an den Tagen 1, 2 oder 3,

mit Parasitdmie
- Parasitdmie an Tag 2 > als an Tag 0
- Parasitdmie und axillare Temperatur >37,5 °C an Tag 3

- Parasitdmie an Tag 3 >25 % als an Tag 0

e LCF (engl., late clinical treatment failure):

- Entwicklung von Warnsymptomen oder schwerer Malaria von Tag 4 bis einschlieflich

Tag 14 bzw. Tag 28 mit Parasitdmie, ohne vorhergehendes Auftreten von ETF
- Axillare Temperatur >37,5 °C und Parasitdmie von Tag 4 bis einschliellich Tag 14
bzw Tag 28, ohne vorhergehendes Auftreten von ETF

e LPF (engl., late parasitological treatment failure):
- Axilldre Temperatur <37,5 °C und Parasitdmie von Tag 4 bis einschliellich Tag 14
bzw Tag 28, ohne vorhergehendes Auftreten von ETF oder LCF

e ACPR (engl., adequate clinical and parasitological response):

- Keine Parasitdmie bis Tag 14 bzw. Tag 28, unabhingig von axillarer Temperatur,

ohne vorhergehendes Auftreten von ETF, LCF oder LPF

Alle Therapieversager der Klasse ETF und LCF wurden am selben Tag mit Mefloquin 15
mg/kg KG und 10 mg/kg KG nach 24 h behandelt und weiter betreut, bis die Malaria
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ausgeheilt war. Die Studie war damit fiir sie beendet. Therapieversager der Klasse LPF
wurden in kiirzeren Zeitabstdnden in Abhéngigkeit von ihrem klinischen Erscheinungsbild
wiedergesehen und untersucht, in der Regel jeden Tag. Sie wurden erst therapiert, wenn
klinische Symptome auftauchten wie zum Beispiel Fieber. An Tag 28 wurden diese Kinder

aus ethischen Griinden auch ohne klinische Symptome mit Mefloquin therapiert.

Kinder, die im Verlauf der Studie eine schwere Malaria entwickelten, wurden nach rektaler

Gabe von Artesunat 10 mg/kg KG sofort in die Klinik zur Weiterbehandlung iiberwiesen.

2.7 Erginzende Laborarbeiten, Institut fiir Tropenme-

dizin Berlin, Charité

Nach im Folgenden beschriebener Methode wurde DNA aus den Blutproben extrahiert. Die-
se diente als Grundlage fiir die PCR, mit der zunéchst die verschiedenen Plasmodienarten
zur Detektion der Mischinfektionen identifiziert wurden. Zudem wurden mittels PCR die
verschiedenen P. falciparum Stdmme durch die Bestimmung der dafiir kodierenden, hochp-
olymorphen Gene mspl und msp2 charakterisiert. Diese Charakterisierung ermoglichte die
Unterscheidung einer Neuinfektion von einer Rekrudeszenz zum Zeitpunkt des Therapiever-

sagens.

2.7.1 DNA-Extraktion

Die DNA wurde mit dem QIAmp DNA Blood Mini Kit (Qiagen) extrahiert. Hierbei werden
mit Hilfe von Guanidiumhydrochlorid und Proteinase K die zelluldren Bestandteile des Blutes
lysiert. Freiliegende DNA wird an Silika-Molekiile gebunden, mehrmals mit alkoholischen

Losungsmitteln gewaschen und schlieBlich in wéssriger Losung gelost [107].

Es wurden 180 uL des Gemisches aus Blut und Stabilisierungspuffer AS 1 mit 20 uL Protein-
ase K und 40 uL. AS2 versetzt und griindlich durchmischt (Vortexgerét, Heidolph). Es folgte
eine Inkubationszeit von 10 min bei 56 °C. AnschlieBend wurden 200 pL absolutes Ethanol
zugesetzt und wieder griindlich gemischt. Diese Mixtur wurde nun in ein QIAmp Zentrifuga-
tionsrohrchen mit Zentrifugationshiilse pipettiert und fiir 1 min bei 8000 Umdrehungen pro

Minute (U/min) zentrifugiert. Dem folgte die Zugabe von 500 L. AW-Puffer und wieder eine
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Zentrifugation iiber eine Minute bei 8000 U/min. Diese Prozedur wurde mit einer dreimi-
niitigen Zentrifugation bei 14000 U/min wiederholt. Die bei der Zentrifugation in die Hiille
gedriickte Losung wurde jedesmal verworfen. Schliellich wurden die Proben jeweils mit 100
pL AE-Elutionspuffer versetzt und wiederum einminiitig bei 8000 U/min zentrifugiert, was

zur Eluierung der an den Silika-Filter gebundenen Nukleinsduren fiihrt.

Durch dieses Verfahren konnten ca. 6 y genomische DNA gewonnen werden, welche entweder

sofort zur PCR eingesetzt, oder bei -80 °C gelagert wurde.

2.7.2 Polymerase Kettenreaktion

Die Methode der PCR wurde in vorliegender Studie nach dem Protokoll von Snounou et al.
1993 durchgefithrt um gemischte Infektionen unter den Studienteilnehmern zu detektieren

und auszuschlieBen [108].

Ein weiteres PCR-Verfahren diente der Unterscheidung von Neuinfektionen und Rekrudes-
zenzen. So konnte die ausgeprigte genetische Diversitat von P. falciparum zur Unterschei-
dung von Rekrudeszenz und damit Therapieversagen, und Neuinfektion durch einen zu Be-
ginn der Studie nicht die Infektion verursachenden Stamm genutzt werden. Dazu wurden von
jedem Kind jeweils die Blutprobe von Tag 0, also vor Therapiebeginn, und die Blutprobe

vom Tag des Therapieversagens untersucht.

Mit der PCR ist eine hochsensible Methode entwickelt worden, kleinste Mengen von DNA
zu vervielfiltigen und damit nachweisbar zu machen. Sie funktioniert nach dem Prinzip der

DNA Replikation in Lebewesen.

Ausgehend von einer DNA-Konzentration von ca. 30 ng/uL. wurde 1 pli als Matrize fiir die
PCR eingesetzt, sowie zwei passende synthetische Oligonukleotide, sogenannte Primer, die
als Anfangsstruktur an die zu replizierenden komplementéren Basenstringe jeweils an das
5’- und 3’- Ende binden, ein Nukleotidgemisch und eine temperaturstabile DNA-Polymerase
(Tag-Polymerase).

Die DNA wird durch Erhitzen auf 94 °C denaturiert, es entsteht einzelstrangige DNA. An-
schlieend wird die Temperatur auf etwa 55 °C abgesenkt, so dass die Primer mit dem

komplementédren Teil des DNA-Stranges hybridisieren. Diese Oligonukleotide werden von
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der Tag-Polymerase als Ausgangspunkt fiir die Synthese des komplementéren Basenstran-
ges benotigt. Durch Temperaturerhohung auf 72 °C, dem Temperaturoptimum der 7Tag-
Polymerase, kann diese mit dem Verlingern des komplementéren Basenstranges durch An-
héngen der Nukleotide beginnen. Diese Abfolge von Denaturierung, Hybridisierung und Ver-
langerung wird in mehreren Zyklen wiederholt. In einem abschlieBenden Reaktionsschritt
iiber fiinf Minuten bei dem Temperaturoptimum der Tag-Polymerase wird die Reaktion ab-

geschlossen.

2.7.3 mspl und msp2

Zur Darstellung der unterschiedlichen Allele fiir msp! und msp2 wurden die Genabschnitte
mittels PCR in zwei Schritten (dussere und innere PCR) vervielféltigt, und schliefllich mittels
Gel-Elektrophorese unter UV-Strahlung dargestellt. Zur Darstellung der jeweiligen polymor-
phen Genabschnitte wurde das von Snounou et al. [109] beschriebene Protokoll verwendet.
Hierbei wird zunéchst durch eine duflere PCR ein Stiick DNA, welches die Sequenzen von
mspl und msp2 enthélt, amplifiziert. Dazu wurden Oligonukleotidpaare fiir konservierte Se-
quenzen, die die polymorphe Region umspannen, angewendet. Darauf folgt mit einer inneren
PCR (nested-PCR) die Amplifizierung der polymorphen Allele von msp! und msp2 mit den
dem jeweiligen Allel zugehorigen Primerpaaren. Untersucht wurden jeweils die Blutprobe
von Tag 0 vor der Therapie im Vergleich mit jener bei Therapieversagen, bei der zum ersten

Mal wieder Parasiten auftraten.

e mspl
AuBere: M1-OF 5-CTAGAAGCTTTAGAAGATGCAGTATTG-3’
M1-OR 5-CTTAAATAGTATTCTAATTCAAGTGGATCA-3’
K1: M1-KF 5-AAATGAAGAAGAAATTACTACAAAAGGTGC-3'
M1-KR 5-GCTTGCATCAGCTGGAGGGCTTGCACCAGA-3’
Mad20: M1-MF 5-AAATGAAGGAACAAGTGGAACAGCTGTTAC-3'
M1-MR 5-ATCTGAAGGATTTGTACGTCTTGAATTACC-3’
RO33: M1-RF 5-TAAAGGATGGAGCAAATACTCAAGTTGTTG-3’

MI1-RR 5-CATCTGAAGGATTTGCAGCACCTGGAGATC-3’
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e msp2:
AuBere: M2-OF 5-ATGAAGGTAATTAAAACATTGTCTATTATA-3'
M2-OR 5-CTTTGTTACCATCGGTACATTCTT-3’
FC27: M2-FCF 5-AATACTAAGAGTGTAGGTGCARATGCTCCA-3’
M2-FCR 5-TTTTATTTGGTGCATTGCCAGAACTTGAAC-3’
3D7/IC: M2-ICF 5-AGGAGTATGGCAGAAAGTAAKCCTYCTACT-3’

M2-ICR 5’-GATTGTAATTCGGGGGATTCAGTTTGTTCG-3’

AuBere PCR

Die duflere PCR zur Amplifizierung der konservierten DNA-Abschnitte wurde fiir msp! und
msp2 gemeinsam durchgefiihrt. Folgender Ansatz wurde pipettiert:

1. PCR-Puffer: 2,5 uL,

2. Gelatine 1 mg/ml: 2,5 pL

3. dNTPs: 3,125 nMol

4. Primer M1-OF, M2-OF: jeweils 4 f{Mol

5. Primer M1-OR, M2-OR: jeweils 4 fMol

6. H,0: 19 puL

7. Tag-Polymerase: 1 U

Von diesem Ansatz wurden jeweils 24 pLb mit 2 ul. DNA versetzt. Diese Arbeit fand unter
sterilen, DNA-freien Bedingungen auf einer PCR-Bank statt.

Folgender Temperaturzyklus wurde fiir die &ulere PCR verwendet: Eine erste Denaturierung
iber 5 min bei 95 °C. Darauf folgten in einem 35fachen Zyklus: 60 sek bei 94 °C (kurze
Denaturierung), 120 sek bei 58 °C (Hybridisierung), 120 sek bei 72 °C (Verldngerung). Es

folgte eine abschlieBende Verlangerung von 10 min bei 72 °C.
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Innere PCR

Fiir die innere PCR wurden entsprechend der Allelfamilien K1, Mad20, Ro33, Fc27, 1C
fiinf unabhéngige PCRs mit den jeweiligen Primerpaaren durchgefiithrt. Es wurde folgender

Ansatz pipettiert:

1. PCR-Puffer: 5 uL

2. Gelatine 1 mg/ml: 5 puL

3. dNTPs: 8,75 nMol

4. Primer MSP1: K1, MAD, RO/ MSP2: FC, IC, nested forward: 8 fMol
5. Primer MSP1: K1, MAD, RO/ MSP2: FC, IC, nested reverse: 8 fMol
6. H,O: 38 uL/Probe

7. Taqg-Polymerase: 1,5 U

Von diesem Ansatz wurden jeweils 49 L mit 1 uL. DNA des dufleren PCR-Produktes versetzt.

Folgender Temperaturzyklus wurde fiir die innere PCR verwendet: Eine erste Denaturierung
tiber 5 min bei 95 °C. Darauf folgten in einem 30fachen Zyklus: 60 sek bei 94°C (Denaturie-
rung), 120 sek bei 63 °C (Hybridisierung), 120 sek bei 72 °C (Verldangerung). Es folgte eine

abschliefende Elongationszeit von 5 min bei 72 °C.

2.7.4 Gel-Elektrophorese

Anschliefend wurden die Langenpolymorphismen der einzelnen Allele von mspl und msp2
durch Gel-Elektrophorese sichtbar gemacht und ausgewertet. Hierbei macht man sich die
negative Ladung von DNA-Molekiilen, die unter Spannung von der Kathode zur Anode
wandern, zunutze. Bei der Gel-Elektrophorese wandern die DNA-Fragmente durch die feinen
Poren des Gels. Die Laufgeschwindigkeit héingt von der angelegten Spannung, der Porengréfie
und der Lange der DNA-Fragmente ab. Dementsprechend wandern kleinere DNA-Fragmente
schneller als groffle. Mit Hilfe von DNA-Standards, die mit aufgetrennt wurden, konnte die

Lange der jeweilig untersuchten DNA-Fragmente abgelesen werden.
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Protokoll

Zur Herstellung des Gels wurden 3 g GTG-Agarose-Gel mit 100 ml TBE-Puffer in der Mi-
krowelle ca. 3 min aufgekocht. Diese Fliissigkeit wurde mit 1 pl. Ethidiumbromid versetzt,
in eine Gelkammer gegeben und zum Aushérten 1 Stunde bei +4 °C gekiihlt. Das nun feste
Gel wurde in eine mit TBE-Puffer gefiillte Elektrophoresekammer gelegt. Es wurden jeweils
7 uL. PCR-Reaktionsprodukt der inneren PCR mit 1 L. Bromphenolblau versetzt und in die
Substrattaschen des 3 %igen GTG-Agarose-Gels pipettiert. Als Referenz zum Ablesen der
Basenpaarlingen wurden rechts und links jeweils die d&uflere Tasche mit einem Basenpaar-
Langenstandard gefiillt. Fiir msp! wurde ein 50 Basenpaar-Marker gew&hlt, fiir die langeren
msp 2 Allele ein 100 Basenpaar-Marker. Schliellich wurde fiir 45-60 min eine Spannung von
60 V fir mspl und 80 V fiir msp2 angelegt. Die Banden wurden anschlieend auf einer
UV-Licht-Platte sichtbar gemacht und mit einer Polaroid-Kamera abgelichtet.

Die Basenpaar-Léngen der gepaarten Allele wurden per Augenmafl miteinander verglichen.

Kind a Kind b Kind ¢

BPM 0 X 0 X 0 X BPM

500 bp
400 bp

300 bp
200 bp

100 bp

Abbildung 2.1: Darstellung von mspl- und msp2- Allelen durch Gel-
Elektrophorese; Basenpaarbanden Kind a, b und ¢ an Tag 0 und am Tag des Thera-
pieversagens: Kind a und Kind c: Rekrudeszenz, Kind b Reinfektion

2.8 Datenanalyse

Die Analyse der Therapieergebnisse erfolgte per Protokoll. Demnach wurden die Ergebnisse

nur derjenigen Kinder in die statistischen Berechnungen miteinbezogen, die an den jeweiligen
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Verlaufskontroll-Tagen noch in der Studie waren. Die Studie hatte dabei eine Power von 80 %
bei einem Konfidenzintervall von 95 % zur Eruierung von Unterschieden bzgl der Heilungsra-
ten >14 % zwischen den drei Therapiearmen, eine Therapieversagerquote von <10 % fiir das
effektivste der Therapieregime vorausgesetzt. Haufigkeiten wurden mit Hilfe des y?-Testes
oder des Fisher Exact Testes bestimmt, kontinuierliche Variablen mit Hilfe des Student t-
Tests, des Mann-Whitney U-Testes, oder mittels Varianzanalyse-Tests oder Kruskal-Wallis

Tests, je nach Anwendbarkeit. Ein P-Wert von <0,05 bezeichnete eine statistischen Signifi-

kanz.
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Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Therapiegruppen

451 Kinder randomisiert

y
3 P. ovale/malariae 2 P. ovale/malariae 4 P. ovale/malariae
2 Parasitamie <2000/ul 1 wdh. Erbrechen 1 wdh. Erbrechen
A A Y
Tag 0 SP SP-AQ SP-AS
145 148 145
1 Therapieabbruch 1 Therapieabbruch 4 Therapieabbriiche
8 Ausschliisse 6 Ausschlisse 9 Ausschlisse
A Y A
Tag 14 136 141 132
— 10 Ausschliisse —» 4 AusschlUsse —» 5 Ausschllisse
\ y A
Tag 28 126 137 127

Abbildung 3.1: Studienteilnehmer; SP, Sulphadoxin-Pyrimethamin; AQ, Amodiaquin; AS,
Artesunat

451 Kinder mit unkomplizierter Malaria konnten vom 23. August bis zum 21. November 2002

in die Studie aufgenommen werden. Sie wurden in einen der drei Therapiearme randomisiert,
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wonach 151 Kinder mit SP allein und jeweils 150 Kinder mit SP in Kombination mit AQ),
und in Kombination mit AS therapiert wurden (Abbildung 3.1).

Dreizehn Kinder mussten aus folgenden Griinden aus der Studienanalyse ausgeschlossen
werden: Fiinf wiesen Mischinfektionen mit zusétzlich P. malariae und vier mit zusétzlich
P. ovale auf. Bei Zweien wurde im Nachhinein eine Parasitdmie unter 2000/uL festgestellt,
und zwei weitere erbrachen wiederholt die Medikation. Es blieb eine Gesamtzahl von 438

Studienkindern.

Die Kenndaten dieser Kinder unterschieden sich unwesentlich voneinander (Tabelle 3.1).

Therapiegruppe

Studienkinder SP SP-AQ SP-AS
Zahl 145 148 145
Anzahl Médchen (%) 75 (51,7) 72 (48,6) 68 (46,9)
Altersmedian in Monaten (Bereich) 27 (6-59) 27 (6-59) 25 (6-59)
Gewichtsmedian in kg (Bereich) 10,2 (5,5-19,1) 10,0 (5,1-17,4) 10,0 (5,8-16,6)
Mittlere Temperatur in °C (Bereich) 38,8 (37,5-41,0) 38,8 (37,5-41,0) 38,9 (37,5-41,0)
Parasitendichte, geom. Mittel in uL 36649 36684 35619

(Bereich) (2068-175333) (2308-193920)  (3080-179130)
Mittleres Hamoglobin in g/dL (Bereich) 8,1 (5,0-12,9) 7,9 (5,5-12,2) 8,9 (5,0-11,7)

Berichtete und beobachtete Symptome vor Therapie, Anzahl (%)

Fieberanamnese 145 (100) 148 (100) 145 (100)
Husten 75 (51,7) 69 (46,6) 78 (53,3)
Erbrechen 74 (51,0) 78 (52,7) 73 (50,3)
Durchfall 17 (11,7) 25 (16,9) 24 (16,6)
Bauchschmerzen 4(2,8) 5 (3,4) 7 (4,8)
Hautausschlag 3(2,1) 1 (0,7) 5 (3,4)

Tabelle 3.1: Kenndaten der Studienpopulation; SP, Sulphadoxin-Pyrimehamin; AQ),
Amodiaquin; AS, Artesunat

3.2 Studienausschliisse und Therapieabbriiche

Die Anzahl der Studienkinder verringerte sich wihrend des Studienverlaufes durch Aus-
schliisse und Abbriiche nach 14 Tagen auf 93 % der Ausgangsanzahl (409/438), und auf 89
% (390/438) nach 28 Tagen. Sechs der initial 438 Studienkinder (1,4 %) hatten im Verlauf
der ersten 14 Tage durch unerklértes Nichterscheinen die Therapie und damit auch die Studie

abgebrochen: Davon waren 4 Therapieabbriiche in der SP-AS-Therapiegruppe, und jeweils
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1 Therapieabbruch in der SP-Gruppe und der SP-AQ-Gruppe (Abbildung 4.1, nicht signifi-
kant). Weitere Therapieabbriiche waren in den weiteren 2 Wochen nicht zu verzeichnen, die

Rate der Therapieabbriiche blieb somit unter 10 %.

Nach 14 Tagen

17 Kinder entwickelten in den ersten 14 Tagen zusétzlich fieberhafte Erkrankungen, davon
hatten fiinf Kinder Masern, fiinf eine Otitis media, zwei fieberhafte Durchfille, vier eine
Pneumonie und eines eine Bronchitis. Art und Anzahl der Erkrankungen unterschieden sich
zwischen den Studienarmen nicht (Abbildung 4.1). Die Kinder wurden analog der o.g. Aus-
schlukriterien aus der Studie ausgeschlossen und entsprechend behandelt. Sieben Kinder
entwickelten eine schwere Anémie, definiert durch einen Hb-Abfall <5 g/dL, ohne Para-
sitdmie, jeweils zwischen dem 3. und 8. Tag. Drei dieser Kinder waren in der SP-Gruppe
eingeteilt, zwei Kinder jeweils in der SP-AQ- und SP-AS-Gruppe. Aufgrund mangelnder

Klassifizierbarkeit wurden sie aus der Studie ausgeschlossen.

Nach 28 Tagen

Nach 28 Tagen betrug die Zahl der Ausschliisse aus der Studie aufgrund fieberhafter Er-
krankungen 42 Kinder. Zusétzlich zu den 24 bereits bis Tag 14 ausgeschlossenen Kindern
bekamen 13 Kinder Masern, eines eine Otitis media, zwei fieberhafte Durchfélle und eines
eine Bronchitis. Alle Kinder waren zum Zeitpunkt des Ausschlusses aparasitdmisch, bis auf
eines aus der SP-Gruppe, welches an Tag 19 zusétzlich zu einer Otitis media eine Parasitdmie
von 80 Parasiten/ul aufwies. Es wurde sowohl gegen die Malaria, als auch gegen die Otits
behandelt. Da die Unterscheidung eines klinischen von einem parasitologischen Therapiever-
sagens in diesem Fall nicht moglich ist, wurde dieses Kind aus der Studie ausgeschlossen. Die
Anzahl der Ausschliisse und der Therapieabbrecher zeigte keine signifikanten Unterschiede

zwischen den drei Therapiegruppen.

Es traten im Verlauf der Studie keine schweren Nebenwirkungen auf, die auf die Studien-
medikation zuriickzufithren gewesen wéren. Fiinf Kinder aus der SP-Gruppe, sowie zwei aus
der SP-AQ- und eines aus der SP-AS-Gruppe entwickelten milde, selbstlimitierende Haut-

symptome wie Pruritus oder einen leichten Ausschlag.
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3.3 Auswertung der Ergebnisse

Therapiegruppe
Therapieergebnis SP SP-AQ SP-AS
14 Tage Verlauf
ETF % (n/N) 5,2 (7/136) 1,4 (2/141) 0,8 (1/132)
LCF % (n/N) 0 (0/136) 0 (0/141) 0 (0/132)

LPF % (n/N)
ACPR % (n/N)

8,8 (12/136)
86,0 (117/136)

0,7 (1/141)%
97,9 (138,/141)x

2,2 (3/132)*
97,0 (128/132)

28 Tage Verlauf
ETF % (n/N)
LCF % (n/N)
LPF % (n/N)
ACPR % (n/N)

5,6 (7/126)
4,0 (5/126)
21,4 (27/126)
69,0 (87/126)

1,5 (2/137)

0 (0/137)*

7.3 (10/137)x
91,2 (125/137)x

0,8 (1/127)x
3,2 (4/127)
11,0 (14/127)%
85,0 (108/127)x

28 Tage Verlauf, PCR-korrigiert

ETF % (n/N)
LCF % (n/N)
LPF % (n/N)
ACPR % (n/N)

5,6 (7/126)
3,2 (4/126)
19,0 (24,/126)
72,2 (91/126)

1,5 (2/137)

0 (0/137)

4.4 (6/137)x
94,1 (129/137)x

0,8 (1/127)

0 (0/127)

4,7 (6/127)x
94,5 (120/127)

Tabelle 3.2: Klassifikation des Therapieergebnisses; Prisentation der Kumulativdaten,
d.h., dass Therapieversager bis Tag 14 auch in die Zahlung bis Tag 28 miteingerechnet sind.
Prozentangaben sind gerundet, so dass 100 % Quoten in der Summe erreicht wurden. SP,
Sulphadoxin-Pyrimethamin; AQ, Amodiaquin; AS, Artesunat; ETF, frithes Therapieversa-
gen; LCF, spites klinisches Therapieversagen; LPF, spétes parasitologisches Therapiever-
sagen; ACPR, adédquates klinisches und parasitologisches Therapieversagen. x Signifikanter
Unterschied zur SP-Gruppe (p<0,05); 2 Neuinfektionen einschlieBend, PCR-korrigierte Er-
gebnisse: LPF, 0,8 % (1/132), ACPR, 98,5 % (130/132).

3.3.1 Auswertung nach 14 Tagen

Bereits zwei Wochen nach Therapie waren signifikant bessere Heilungsraten unter SP-AQ
und SP-AS als unter Therapie mit SP allein zu beobachten (jeweils >95 % versus >85 %).
Etwa ein Drittel aller Therapieversager in der SP-Gruppe waren ETF. Insgesamt war die
Anzahl an ETF unter Therapie mit SP allein deutlich hoher als unter Therpaie mit SP-AQ
oder SP-AS. Die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant. Die Anzahl der LPF war unter
Therapie mit SP signifikant hoher als unter SP-AQ oder SP-AS. Keines der Studienkinder
mit Therapieversagen entwickelte innerhalb dieser 14 Tage ein LCF, unabhéngig von der

Therapieart.
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3.3.2 Auswertung nach 28 Tagen

Bei den Ergebnissen nach 28 Tagen wurde zwischen mikroskopischen und PCR-korrigierten
Ergebnissen unterschieden. Erstere beschreiben den Anteil an Therapieversagen ohne Unter-
scheidung zwischen Neuinfektionen und Rekrudeszenzen, zweitere den Anteil an Therapie-

versagern nach Ermittlung von Neuinfektionen mittels PCR.

Mikroskopisch

Betrachtet man die mikroskopischen Therapieversagerraten, zeigte die Therapie mit SP-AQ
mit iiber 90 % ACPR die beste Wirksamkeit, und SP allein mit weniger als 70 % ACPR
weiterhin die schlechteste Wirksamkeit. SP-AS unterschied sich von SP-AQ mit einer um nur
6 % niedrigeren Heilungsrate. Beide Kombinationsregime waren signifikant besser wirksam

als SP allein.

Unter Therapie mit SP-AQ traten keine LCF auf. Die Zahl der LCF war unter Therapie mit
SP allein und mit SP-AS etwa gleich. Der Unterschied bzgl. der LCF unter Therapie mit SP
allein und SP-AQ war signifikant.

Unter Therapie mit SP allein traten etwa doppelt so viele LPF auf, wie unter Therapie
mit SP-AS, und etwa dreimal so viele LPF wie unter Therapie mit SP-AQ. Z&hlt man die
Anzahl der ETF, LCF und LPF im jeweiligen Therapiearm zusammen, zeigen sich unter
SP allein knapp viermal so viele Therapieversagen wie unter SP-AQ, und doppelt so viele

Therapieversagen wie unter SP-AS.

PCR-korrigiert

In allen Féllen von Therapieversagen wurde zusétzlich mittels PCR unterschieden, ob am Tag
des Therapieversagens derselbe Stamm wie am Tag der Aufnahme (Rekrudeszenz) vorlag,
oder eine Neuinfektion mit einem neuen Stamm, oder beides. Eine Neuinfektion wurde nicht
als Therapieversagen interpretiert und den ACPR zugeordnet (siche Tabelle 2). Lag beides

vor, wurde es als Therapieversagen klassifiziert.

Hierauf zeigten nach PCR-Korrektion SP-AQ und SP-AS, mit jeweils 94 % und 95 % ACPR,

eine gleich gute Wirksamkeit gegen unkomplizierte Malaria in Tamale. SP allein wies mit
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20% Therapieversagen der behandelten Kinder weiterhin ein signifikant schlechteres Ergebnis

auf, als die Kombinationstherapien.

Der Anteil an Neuinfektionen an den mikroskopisch klassifizierten Therapieversagen in allen
drei Therapiearmen zusammengenommen betrug nach 14 Tagen 8 % (2/26), nach 28 Tagen
29 % (20/70). Demnach wurden in einem Zeitraum von 28 Tagen etwa ein Drittel aller

mikroskopisch evaluierten Therapieversagen félschlicherweise als solche bestimmt.

Die Zahl der Neuinfektionen war unter Therapie mit SP-AS mit 12 Neuinfektionen dreimal
so hoch wie die Zahl der Neuinfektionen in den anderen beiden Therapiearmen, wie die

folgende Auflistung zeigt:

SP-Gruppe 3,2 % (4/126)

SP-AQ-Gruppe 2,9 % (4/137)

SP-AS-Gruppe 9,4 % (12/127)

Zudem traten 2 Neuinfektionen unter SP-AS bereits innerhalb von 14 Tagen auf (2 LPF).
Weder unter SP-AQ, noch unter SP allein traten im Zeitraum von 14 Tagen Neuinfektionen

auf.

Das Verhéltnis von Neuinfektionen zu Therapieversagern war unter Therapie mit SP-AS
mit 63 % Neuinfektionen signifikant hoher als unter SP allein (10 %, p=0,0001) oder unter
SP-AQ (33 %, p=0,1).

3.4 Parasiten- und Fieberbeseitigung, Hb-Entwicklung

In Abb. 3.2 ist der proportionale Anteil an parasitdmischen Kindern an den jeweilig unter-
suchten Tagen aufgezeigt. Es zeigt sich, dass der Anteil der parasitdmischen Kinder unter
der Behandlung mit SP-AS an Tag zwei und drei signifikant niedriger als in den anderen
beiden Therapiegruppen war, an Tag drei sogar gegen null ging, wihrend in der SP- und
der SP-AQ-Gruppe noch iiber 20 % der Kinder noch parasitamisch waren. Der Anteil para-
sitdmischer Kinder an Tag zwei unter Therapie mit SP-AQ war signifikant héher als unter
Therapie mit SP allein. An Tag drei war der Anteil unter SP-AQ und SP allein nahezu gleich.
Der weitere Verlauf der Kurve korreliert mit den bereits oben beschriebenen Ergebnissen fiir

parasitologische Therapieversager.
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Abbildung 3.2: Anteil parasitimischer Kinder nach Behandlung; SP, Sulphadoxin-
Pyrimethamin; AQ, Amodiaquin; AS, Artesunat; * SP-AS vs SP, p< 0,05;  SP-AS vs
SP-AQ, p<0,05; 1 SP-AQ vs SP, p< 0,05.

Fieber war neben Einschlukriterium auch der Diagnoseparameter eines klinischen Thera-
pieversagens. Von Interesse war die Geschwindigkeit, in der die jeweiligen Therapieregime
ein Kind von Fieber befreiten, als Indiz fiir die klinische Wirksamkeit der Medikation. Die in
Abb. 3.3 aufgezeigten Proportionen febriler Kinder zeigt im Vergleich zu den beiden Kombi-
nationstherapien einen signifikant hoheren Anteil febriler Kinder an Tag eins, zwei und auch

noch an Tag drei unter Therapie mit SP allein.

Ein weiterer Anhalt fiir ein gutes Therapieansprechen ist das hématologische Ansprechen im
Sinne eines Hb - Anstieges. Der individuelle Anstieg des Hb im Median war an Tag 14 in der
SP-Gruppe signifikant niedriger (0,3 g/dl; Bereich -2,7 bis 3,3) als in der SP-AQ-Gruppe (0,7
g/dL; Bereich -3,2 bis 3,1; p=0,03) und deutlich, wenn auch nicht signifikant, niedriger als
in der SP-AS-Gruppe (0,4 g/1; -2,8 bis 3,3; p=0,4). Der Hb-Wert am Ende der Studie nach
28 Tagen in den drei Therapiearmen unterschied sich nur unwesentlich voneinander (SP: 0,9

g/dl; -1,6 bis 5,3; SP-AQ: 1,4 g/dl; -2,7 bis 4,3; SP-AS: 1,3 g/dl; -1,8 bis 4,8).
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Abbildung 3.3: Anteil fieberhafter Kinder nach Therapie; SP, Sulphadoxin-
Pyrimethamin; AQ, Amodiaquin; AS, Artesunat; * SP-AS vs SP, p< 0,05;  SP-AS vs
SP-AQ, p<0,05; 1 SP-AQ vs SP, p< 0,05.

3.5 Gametozyten

Es wurden mikroskopisch sowohl die Gametozytenpriavalenz, als auch die Gametozytendich-
ten in Gametozyten/uL an Tag null und Tag sieben in den drei Therapiegruppen miteinander
verglichen. Die Gametozytenpriavalenz und -dichte am Tag der Aufnahme wies keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen den drei Therapiegruppen auf, wie Tabelle 3.3 zeigt. Auf alle
Studienkinder bezogen betrug die Gametozytenpravalenz insgesamt 17,3 % (78/450), die Ga-
metozytendichte im geometrischen Mittel 41,4 Gametozyten/ul (95 % Konfidenzintervall,
33,1 -51,7).

Die hochste Gametozytenpravalenz zeigte sich in der SP-Gruppe an Tag sieben mit einem
mehr als dreimal so hohen Anteil an Gametozytentrigern wie an Tag null. In der SP-AQ
Gruppe verdoppelte sich posttherapeutisch der Anteil der gametozytentragenden Kinder,
in der SP-AS Gruppe trugen anteilig etwa genausoviele Kinder Gametozyten wie zu Beginn

der Behandlung. Vergleicht man die Gametozytenpréivalenz unter den drei Therapiearmen an
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Tag sieben, trugen fast doppelt so viele Kinder in der SP Gruppe wie in der SP-AQ-Gruppe
und mehr als dreimal so viele Kinder wie in der SP-AS-Gruppe Gametozyten (siehe Tabelle
3.3). Die Unterschiede der Kombinationsregime untereinander, sowie jeweils im Vergleich mit

SP allein waren signifikant (p<0,001 in allen Vergleichen).

Beziiglich der Gametozytendichten war in der SP-Gruppe im Mittel eine Verdoppelung dieser
an Tag sieben im Vergleich zu Tag null zu sehen, wihrend unter den Kombinationsregimen
keine signifikanten Unterschiede beziiglich der Gametozytendichten an Tag null und sieben
zu verzeichnen waren. Im Vergleich der drei Therapieregime untereinander an Tag sieben
war die Gametozytendichte im SP-Arm signifikant hoher als im SP-AQ- (p<0,001) oder SP-
AS-Arm (p=0,004). Der Unterschied zwischen den beiden Kombinationstherapien dagegen
war nicht signifikant (p=0,9).

Parasitendichte, Alter, Geschlecht sowie die vorherige Einnahme von Chloroquin hatten kei-

nen Einflufl auf die Relation zwischen Therapie und Gametozytenpréavalenz oder -dichte an

Tag sieben.

Therapiegruppe

SP SP-AQ SP-AS
G-Préavalenz, % (n/N) d0 18,0 (27/150) 15,3 (23/150) 18,7 (28/150)
G-Pravalenz, % (n/N) d7x 63,5 (66/104) 33,9 (40/118) 14,7 (15/102)
G-Dichte, gM, (95 % CI) d0 50,3 (34,2-74,0) 42,4 (26,0-69,0) 33,5 (24,0-46,8)

G-Dichte, gM, (95 % CI) d7 1059 (72,9-153,9) 34,4 (26,7-44,3)f 38,5 (20,2-73,4)%

Tabelle 3.3: Gametozytenprivalenz und -dichte an den Tagen 0 (bei Rekrutierung)
und 7 (posttherapeutisch); SP, Sulphadoxin-Pyrimethamin; AQ, Amodiaquin; AS, Ar-
tesunat; G, Gametozyten; gM, geometrisches Mittel; 95 % CI, 95 % Konfidenzintervall; *
p<0,001 in allen Vergleichen (SP/SP-AQ, SP/SP-AS, SP-AS/SP-AQ); 1 Vergleich mit SP
allein, p<0,001; I Vergleich mit SP allein, p=0,004.
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Kapitel 4

Diskussion

Zunichst werden Aspekte bzgl. des in vorliegender Studie angewandten Protokolls und der
vor Ort gegebenen Rahmenbedingungen beschrieben. Es folgt die Diskussion der Ergebnisse

und der sich daraus ergebenden Schlussfolgerungen.

4.1 Diskussion von Studienprotokoll und Rahmenbe-

dingungen

Die Ergebnisse einer Wirksamkeitspriifung von Medikamenten bleiben nicht unbeeinflufit
von Faktoren, die von der eigentlichen Wirksamkeit der Medikamente unabhéngig sind. Im
Folgenden sollen Einfliisse des standardisierten Studienprotokolls sowie der Bedingungen des

Studienumfeldes diskutiert werden.

4.1.1 Studienprotokoll

Die vorliegende Studie orientierte sich an dem 1996 durch die WHO erstellten Protokoll
zur Untersuchung der Wirksamkeit von Malariamedikamenten gegen unkomplizierte Malaria

tropica [104].

Ziel der WHO sind regelméfige Wirksamkeitspriifungen aktueller Malariamedikamente zur
Sicherung eines anhaltenden Nutzens dieser, bzw. zur rechtzeitigen Aufdeckung intolerabler

Resistenzprofile unter einer Standardtherapie, die einen Therapiewechsel notwendig machen.
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Ebenso ist es Ziel, alternative Therapieregime in ihrer Wirksamkeit zu priifen. Demzufolge
sollen solche Wirksamkeitsstudien die Leitlinienerstellung zur Therapie der unkomplizierten

Malaria auf nationaler Ebene unterstiitzen.

Das WHO-Protokoll von 1996 wurde fiir die vorliegende Studie ergénzend modifiziert, die-
se Anderungen entsprachen im Wesentlichen denen des Protokolls von 2003 [20], das dem

Studienteam bereits vor Durchfiithrung der Untersuchung vorlag.

28-Tage-Protokoll

Der Zeitraum der Verlaufskontrollen wurde auf 28 Tage verldngert. Ein 14-Tage-Protokoll
in Regionen intensiver Transmissionsraten unterschéitzt den Anteil an Therapieversagern,
unabhéngig von der Art des Malariamedikamentes. Mehrere Studien konnten dieses belegen
[67, 110, 111, 112]. Dies trifft sowohl fiir lang- als auch fiir kurzwirksame Medikamente zu,
und héngt u.a. mit deren Parasiten-Reduktionsrate (PRR) zusammen, also der Anzahl der
durch das Medikament eliminierten Parasiten pro asexuellem Zyklus. Einen weiteren Einflufl
haben die Eliminationshalbwertszeit der jeweiligen Medikamente sowie die zum Zeitpunkt
der Therapie vorliegende Parasitendichte [113]. In vorliegender Studie war in allen Thera-
piearmen der Anteil an Rekrudeszenzen nach 28 Tagen wesentlich hoher als nach 14 Tagen.
Unter Medikamenten mit einer geringen PRR und einer langen Eliminationshalbwertszeit,
wie z.B. SP, dauert es linger, bis resistente Stdmme zum Vorschein kommen. Bei hohen
Parasitendichten besteht die Gefahr, dass das langsam wirkende und langsam eliminierte
Medikament in seinen Blutkonzentrationen unter die therapeutische Schwelle fallt, bevor al-
le Parasiten eliminiert sind. Die Folge sind Rekrudeszenzen. In beiden Féllen sihe man die

Rekrudeszenzen erst nach 14 Tagen.

Unterscheidung Rekrudeszenz und Neuinfektion

Je nach Definition der ,effektiven Malariatherapie” stellt sich in einem Beobachtungszeit-
raum von 28 Tagen die Problematik der Unterscheidung von Neuinfektionen und Rekru-
deszenzen. Man hat festgestellt, dass Kinder in Hochendemiegebieten bis zu dreimal am
Tag einen infektiosen Stich erleiden konnen [18]. Somit ist die Wahrscheinlichkeit, dass ein
Kind in hochendemischen Regionen erneut infiziert wird und innerhalb von 28 Tagen nach

Therapie an Malaria erkrankt sehr hoch. Dabei spielt zunéchst keine Rolle, ob diese zweite
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Malaria-Episode durch einen von Vorneherein gegen das noch im Blut kursierende Medika-
ment resistenten Parasitenstamm erfolgt, oder ob sensible Parasiten auf subtherapeutische
Medikamentespiegel treffen, was v.a. in der zweiten Hélfte der Beobachtungszeit der Fall sein
konnte. In beiden Fillen wiirde mittels PCR eine Neuinfektion detektiert, welche ohne die-
se Unterscheidung falschlicherweise als Rekrudeszenz und damit Therapieversagen gedeutet
wiirde. Die betroffenen Kinder leiden, unabhéngig davon ob es ein neuer oder ein rekrudes-
zenter Stamm ist, innerhalb eines Monates, an einer zweiten Episode Malaria. Folglich ist es
klinisch gesehen eigentlich irrelevant ob diese zweite Episode einer Neuinfektion oder einem
Therapieversagen zugrunde liegt. Daher werden in der Literatur wie auch hier sowohl PCR-
korrigierte als auch -unkorrigierte Heilungsraten angegeben, um die biologisch korrekte Rate
an ACPR als auch die fiir die betroffenen Kinder klinisch wichtige Heilungsrate abschétzen

zu konnen.

Bei der Interpretation der Ergebnisse nach 28 Tagen wire es in Hochendemiegebieten folglich
wichtig neben der Wirksamkeit der jeweils untersuchten Medikamente auch deren prophylak-
tische Fahigkeiten zu evaluieren, mit Hilfe derer Neuinfektionen innerhalb eines bestimmten
Zeitraumes verhindert werden konnten. Ihr Auftreten ist von der regionalen Resistenzrate

und von der PRR der untersuchten Medikamente abhéngig.

Schwere Animie

In vorliegender Studie wurden sieben Kinder mit schwerer Anédmie zwischen Tag drei und
acht ausgeschlossen. Fieber und Parasitdmie bestanden nicht. Diese sieben Kinder erfiill-
ten keines der im Protokoll genannten Klassifizierungsmoglichkeiten und wurden deshalb

ausgeschlossen.

Bei einem Médchen dieser sieben Kinder lag eine homozygote Form der aber an sich milden
A--Form von Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Mangel (G6PD) vor. Eine Medikamenten-
nebenwirkung im Sinne einer SP-induzierten Hamolyse kann folglich nicht ausgeschlossen
werden. Bei einer Privalenz von drei Prozent homozygoten G6PD-Mangels in Ghana [114]

erscheint das Problem SP-induzierter Hamolyse jedoch nicht gewichtig.

Anémie ist eine klassische Folge wiederholter Malariainfektionen und subklinischer Parasité-
mien sowie Knochenmarkdepression durch repetitive Infekte [18]. Der Hamoglobinwert des

in einem Malariaendemiegebiet héufig bis regelhaft andmischen Kindes, das aufgrund mit der
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Malaria einhergehenden Durchfalls und Erbrechens meist zusétzlich dehydriert ist, erscheint
héufig initial unecht ,hoch”. Die medikamentose Therapie ruft eine zusétzliche Hamolyse der
befallenen Erythrozyten hervor, gleichzeitig wird das Kind aktiv rehydriert und nimmt un-
ter der einsetzenden klinischen Besserung wieder vermehrt Nahrung und Fliissigkeit zu sich.
Dass demzufolge der Hamoglobinwert unter Therapie zunéchst weiter abfallt ist vorstellbar,
ohne dass es bedeuten muss, dass die Therapie unwirksam ist. In Hochendemiegebieten, in
denen durch Adaptationsmechanismen die Toleranz gegeniiber sehr niedrigen Hb-Werten ho-
her ist, als z.B. in Niedrigendemiegebieten, konnte es sinnvol sein zur Definition der schweren

Anémie unter Therapie zusétzlich klinische Aspekte mit einfliefen zu lassen.

4.1.2 Rahmenbedingungen der Studie

Ein Merkmal des Studiengebietes, wie es fiir weiteste Teile Afrikas der Fall ist, ist die Armut
der Region. Fehlende Infrastruktur und Bildung mit einem hohen Anteil an Analphabetismus

der Bevdlkerung sind unter anderem die Folge.

Begrenzung der Mittel

In vorliegender Studie konnte zusétzlich zu den o.g. Protokollvorschldgen durch Randomi-
sierung, Doppelverblindung und Plazebokontrolle die Zuverlassigkeit der Ergebnisse sicher-
gestellt werden. Mit Hilfe eines groffen Teams konnte der Ablauf von Rekrutierung und
Folgeuntersuchungen iiber 28 Tage optimiert werden. Plazebokontrollen, Doppelverblindung
und eine groffle Teamzahl, mikroskopische und genetische Untersuchungen, Gewéhrleistung
der Instandhaltung von Gerétschaften und geschultes Personal fithren zu einem Kostenauf-
wand, der in Nordghana durch das dortige Gesundheitswesen oder durch die lokale Universi-
tét allein nicht finanzierbar ist. Studien zur regelméBigen Uberwachung der Wirksamkeit der
Standardmedikamente sollten idealerweise einfachen Protokoll-Strukturen folgen, wie von der
WHO empfohlen [20], und werden dennoch weiterhin lange von finanzieller Unterstiitzung

durch internationale Organisationen abhéngig sein.

Folglich wird es zur Kontrolle der Malaria weiterhin iiber einen langen Zeitraum hinweg ein
abhéangiges Verhéltnis zwischen den siidlich der Sahara gelegenen Léandern Afrikas und den

Industrienationen geben.
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Ausschluss aufgrund fieberhafter Erkrankungen

Die verhéltnisméfiig hohe Anzahl an gewohnlichen Infektionskrankheiten, haufig einherge-
hend mit Mangelerndhrung, spiegeln den hohen Grad an Kindermorbiditéit in der Region

von Tamale wider [103, 115].

Mit 44 Kindern mussten unerwartet viele Kinder aus dieser Studie ausgeschlossen werden.
Hauptgrund waren fieberhafte Infektionen wie Pneumonien, Dysenterien und gegen Ende der
Studie eine Ansteckungswelle mit Masern, welche zum Ausschluss von 16 Kindern fiihrte.
Solch eine Epidemie konnte bei schlechten Isolierungsmdoglichkeiten in dem Gesundheitszen-
trum kaum verhindert werden. Sie spiegelt die schlechte Durchimpfung der Kinder gegen

Masern wider.

Kooperation

Ghana z#hlt weiterhin zu den friedlichsten und kooperationsbereitesten Lindern Westafri-
kas und bietet dadurch Forschungsgruppen und (nicht)staatlichen Organisationen friedliche
Bedingungen fiir Forschungsprojekte. Dennoch muss auch in dieser Region mit Koopera-
tionsproblemen mit den lokalen Institutionen gerechnet werden. Letztendlich haben diese
dazu gefiihrt, dass das Projekt Normap, dem die vorliegende Studie unterlag, im Jahre 2006

beendet wurde.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

Im Jahr 2000 haben Ehrhardt et al. in Tamale parasitologisches Therapieversagen in 57 %
binnen 14 Tagen nach Therapie mit CQ aufzeigen konnen [7]. Nach dem 2003 aktualisier-
ten WHO-Protokoll soll eine neue Standardtherapie etabliert werden, wenn in Gebieten mit
hoher Transmissionsrate eine parasitologische Therapieversagerrate von mehr als 25 %, oder
eine klinische Therapieversagerrate von >15 % vorliegen [20]. 2006 verscharfte die WHO
diese Leitlinien. Hiernach sollte eine Standardmedikation gegen Malaria dann geéndert wer-
den, wenn ihre Therapieversagerrate 10 % iibersteigt. Das neue Standardmedikament sollte
durchschnittlich mindestens 95 % Heilungsraten erreichen. Ein Partnermedikament als Be-
standteil einer Kombinationstherapie sollte Heilungsraten von weniger als 80 % nicht un-

terschreiten [19]. Bereits nach den WHO-Kriterien von 2003 war zum dem Zeitpunkt der
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Studiendurchfiihrung die Einfiihrung eines neuen Standardmedikamentes fiir die Region von

Tamale indiziert.

Die vorliegende Studie war zu dem Zeitpunkt der Durchfithrung im Jahr 2002 die erste Thera-
piestudie in Westafrika, welche Plazebo-kontrolliert und doppelblind SP, SP-AQ und SP-AS
miteinander verglich. Primérer Endpunkt war die Wirksamkeit der drei Therapieoptionen
im Vergleich. Sekundére Endpunkte waren Evaluation von Parasiten- und Fieberbeseitigung,

sowie Hb-Entwicklung unter Therapie.

Die Untersuchungen ergaben kurz zusammengefasst folgende Ergebnisse:

1. SP allein zeigte mit 28 % Therapieversagen eine signifikant schlechtere Wirksamkeit
als die beiden Kombinationsregime. Zudem war es diesen auch in Fieberbeseitigung,
Parasitenbeseitigung und Hb-Entwicklung unterlegen. Hiernach ist SP allein als Stan-
dardmedikament gegen die unkomplizierte Malaria tropica im Studiengebiet und nach

WHO-Leitlinien obsolet.

2. SP-AQ und SP-AS zeigten nach Ausschlufl der Neuinfektionen gleichgute Ergebnisse
mit Heilungsraten von jeweils 95 % und 94 %. Damit erfiillten sie weitestgehend die
WHO-Vorgaben fiir ein neues Standardmedikament gegen die unkomplizierte Malaria

tropica.

3. Unter Therapie mit SP-AS traten dreimal so viele Neuinfektionen auf wie unter The-

rapie mit SP allein oder SP-AQ.

4. SP-AS bewirkte eine schnellere Parasitenbeseitigung als SP-AQ. Bzgl. der Fieberbesei-

tigung und Hb-Entwicklung erzielten beide Kombinationsregime gleichgute Ergebnisse.

4.2.1 Vergleich der Therapieregime

Trotz dhnlich guter Wirksamkeit gegen P. falciparum weisen die beiden Kombinationsregime
in ihren Eigenschaften Unterschiede auf, die sie fiir den Einsatz in bestimmten Regionen mehr
oder weniger priadestinieren. Im Folgenden sollen die Eigenschaften von SP, SP-AQ und SP-
AS, sowie die sich daraus ergebenen Vor- und Nachteile diskutiert werden. Anschliefend
sollen die Therapieregime im Lichte der Entwicklungen der letzten Jahre sowie des aktuellen

Forschungsstandes und der Entwicklungen der Malariapolitik diskutiert werden.
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Sulphadoxin-Pyrimethamin

Fiir SP konnte in vorliegender Studie gezeigt werden, dass es als Alternative zu CQ auf-
grund einer bereits ausgepréigten Resistenzrate ungeeignet ist. 2002 konnten Driessen et al.
in Zentralghana ebenfalls eine Therapieversagerrate von 26 % innerhalb von 28 Tagen unter

SP aufzeigen [116].

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, vermutet man nach neuen Erkenntnissen die Aus-
breitung desselben gegen SP resistenten Haplotypen asiatischen Ursprungs westwérts nach
Afrika [62]. Mockenhaupt et al. (2005) konnten diesen resistenten Genotyp in der hiesigen
Patientenpopulation unter den Therapieversagern ebenfalls nachweisen [117]. Die ausgeprig-
te Resistenzlage gegen SP hat sich, zunéchst in Siidostasien und spéter in Afrika, im Vgl.
zu CQ in einem relativ kurzen Zeitraum gebildet [118]. Nach neuen Erkenntnissen kommen
urséchlich hierfiir mehrere Faktoren in Frage: Ein hoher Gen-Flufl im Sinne einer interkonti-
nentalen Ausbreitung dieses resistenten Haplotypen, eine kontinuierliche Selektion resistenter
Parasitenstdamme durch verbreitete Verabreichung von SP, sowie deren Eigenschaft einer ge-
steigerten Gametozytogenese mit konsekutiver Steigerung der Ubertragung in Gebieten mit

hohen Transmissionsraten [62].

2004 wurde in Ghana sowie in vielen Landern Afrikas die intermittierende priaventive Thera-
pie mit SP von Malaria in der Schwangerschaft (IPTp, engl.: intermittent preventive treat-
ment in pregnancy) eingefithrt [119]. Mockenhaupt et al. (2008) konnten nach der Untersu-
chung von P. falciparum-Isolaten schwangerer Frauen aus den Jahren 1998, 2000 und 2006
eine Verdoppelung der Pravalenz der mit SP assoziierten dhfr-Triplemutationen von 1998
bis 2006 zeigen. Dabei unterschied sich 2006 die Prévalenz der Resistenzmutation in den
Isolaten von Frauen in frithem Gestationsalter, von Erstgebédrenden und von Frauen, die be-
reits in vorangegangenen Schwangerschaften IPTp erhalten hatten, kaum voneinander [120].
Dies 148t vermuten, dass IPTp nicht zu einer weiteren Selektion mutierter Parasitenstdmme
beitragt. Fatal ist diese Entwicklung im Hinblick auf das Versagen von SP als Malariaprophy-
laxe bei schwangeren Frauen und vor dem Hintergrund weitgehend fehlender Alternativen

fir eine medikamentose IPTp [120, 121].

Um hohe Therapieversagerraten zu vermeiden und um die Entwicklung von Resistenzen
durch Selektion nicht zu férdern, sollte nach WHO-Empfehlung ein Partnermedikament eines

Kombinationsregimes Heilungsraten von 80 % nicht unterschreiten [19]. SP zeigte in der
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Region von Tamale eine Heilungsrate von 72 % und in Zentralghana von 74 % [116]. Damit
ist SP nach WHO auch als Bestandteil einer Kombinationstherapie in Ghana nicht mehr
geeignet. Um eine Selektion von resistenten Parasitenstdmmen zu vermeiden und SP fiir die
IPTp zu erhalten, miiite das Medikament in Ghana aus dem Verkehr gezogen und hochstens

noch fiir die IPTp genutzt werden. Dieses durchzusetzen erscheint schwierig.

Im Folgenden soll u.a. diskutiert werden, ob die genannte 80 %-Grenze fiir eine Kombination

mit AS und AQ gleichermafien sinnvoll ist.

Sulphadoxin-Pyrimethamin - Artesunat

SP-AS zeichnete sich in vorliegender Studie neben seiner guten Wirksamkeit durch eine
schnelle Parasitenbeseitigung aus, was auch viele andere Studien fiir Artemisinine belegen
konnten [110, 111, 122, 123, 124]. Diese Eigenschaft erkliart am ehesten den niedrigen Anteil
an ETF unter Therapie mit SP-AS.

Aufgrund ihrer kurzen Halbwertszeit erzwingen Artemisinine die Kombination mit einem
weiteren Medikament. Studien, die die Wirksamkeit einer Artemisinin-Monotherapie unter-
suchten, zeigten, dass AS iiber mindestens sieben Tage gegeben werden muss, um eine Malaria
tropica erfolgreich zu behandeln. Ein vorzeitiger Abbruch dieser langen Therapie, provoziert
durch schnelle Besserung der klinischen Symptome, fithrt zu hohen Therapieversagerraten,

ohne dass Resistenzen bestehen miissen [125, 126].

White et al. (1999) postulieren, dass Artemisinine aufgrund der schnellen Parasitenbeseiti-
gung trotz der kurzen Eliminationshalbwertszeit mit einem Medikament kombiniert werden
konnen, gegen das bereits Resistenzen bestehen. In Siidostasien hat die Kombination von
AS mit MQ sogar wieder zur Abnahme der Resistenzraten gegen MQ gefiihrt [94]. Dies setzt
jedoch entweder niedrige Transmissionsraten oder niedrige Resistenzraten gegen das Kombi-
nationsmedikament voraus [94, 122]. Das Risiko, dass ein resistenter Stamm, trotz schneller
Parasitenbeseitigung durch das Artemisinin, zufillig selektiert wird und damit auf das linger
wirksame Medikament trifft, gegen das er resistent ist, wird als gering eingeschétzt, solange
die Resistenzrate in der jeweiligen Region gering ist. Dies veranschaulicht den Einflufl der
Resistenzrate auf die Wirksamkeit von ACT. Das Risiko, dass eine Person wenige Tage nach
Therapiebeginn mit einem (teil)resistenten Parasitenstamm neuinfiziert wird, wenn das Ar-

temisinin bereits eliminiert ist und die Spiegel des langsam eliminierten Medikamentes noch
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abfallen, wird als gering eingeschitzt, solange die Transmissionsraten gering sind [94]. Letz-
terer Punkt ist fiir weite Teile Asiens der Fall, in Afrika eher nicht. In dem beschriebenen
Kontext ist die hohe Rate an Neuinfektionen unter SP-AS in vorliegender Studie bedenklich.
Sie weist hin auf eine zu hohe Resistenzrate, um SP in diesem Hochendemiegebiet noch mit

AS kombinieren zu konnen.

Andere Studien in hochendemischen Gebieten Afrikas mit bereits bestehenden Resisten-
zen gegen u.a. SP zeigten dhnliche Ergebnisse fiir verschiedene Kombinationsregime [127].
Hieraus folgt, dass die Kombination SP-AS im hochendemischen Ghana mit bestehender
SP-Resistenz als neues Standardmedikament gegen unkomplizierte Malaria als ungeeignet
anzusehen wire. Eine weitverbreitete Anwendung hétte wahrscheinlich eine weitere Selekti-
on und Verschérfung von SP-Resistenzen zur Folge, was SP in der Kombination SP-AS, wie
auch als Medikament der IPTp, bald wirkungslos machen wiirde. Die Kombination SP-AS
kdme dann einer dreitdgigen AS-Monotherapie gleich, die Rekrudeszenzraten wiirden kon-
tinuierlich steigen, ohne dass es Resistenzen im eigentlichen Sinne gegen AS geben muf.
Folglich wiirden die Kinder wieder haufiger an Malaria erkranken, sei es nun an einer neuen
Infektion, oder an einer wiederauflammenden vorhergegangenen. Zudem wiirde SP mit der
Zeit fiir die IPTp ausfallen. Woméglich wére es eine Frage der Zeit, bis sich Resistenzen
gegen AS ausbilden, das in Kombination mit SP quasi als Monotherapeutikum fungierte.
Ein anschauliches Beispiel fiir diese Entwicklungsform zeigen die Léander Ostafrikas, in de-
nen SP-AS die Kriterien der WHO nicht mehr erfiillt und als Standardtherapie innerhalb

weniger Jahre obsolet geworden ist [128, 129].

Einige weitere Nachteile von Artemisininen wurden bereits zum Zeitpunkt der Durchfiih-
rung der Studie im Jahr 2002 diskutiert, und sind in den vergangenen vier bis fiinf Jahren

offensichtlich geworden:

1. Artemisinine sind im Vergleich zu CQ, SP oder AQ wesentlich teurer, so kosten Chinin,
CQ, SP und AQ 0,13 - 0,2 US-Dollar, subventionierte ACTs dagegen 0,5 - 3 US-Dollar pro
Therapie [3]. Fiir die Bevolkerung sind selbst subventionierte ACTs somit teurer als die
zuvor erhiltlichen Medikamente. Fiir die nationalen Gesundheitssysteme betroffener Léan-
der kénnen dagegen weitreichende finanzielle Mittel fiir die Beschaffung durch den Global
Fund bereitgestellt werden. Die Mehrzahl der Malariabehandlungen findet jedoch weiterhin
auflerhalb der reguldren Gesundheitssysteme statt [130]
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2. Artemisinine sind auf dem afrikanischen Kontinent noch nicht iiberall erhéltlich wie Chi-
nin, CQ, SP oder AQ. Es muf} zunéchst in ausreichenden Mengen produziert, und schlieflich
der breiten Bevolkerung zugénglich gemacht werden [131, 132]. Auch dies ist mit hohen

Kosten und zeitlichem Verzug bei der Umsetzung verbunden.

3. Im Januar 2009 sind erste Resistenzen gegen AS an der thaildndisch-kambodschanischen
Grenze gesichert worden [89]. Auf dem afrikanischen Kontinent gibt es bislang dafiir noch
keinen Anhalt. Betrachtet man die Entwicklungen in der Geschichte der Malariatherapie der
letzten Jahrzehnte, besonders im Hinblick auf SP und auf die Entwicklungen in Siidostasien,
ist die Befiirchtung, dass sich die siidostasiatischen AS-Resistenzen interkontinental west-

wirts ausbreiten, nicht unbegriindet [62, 133].

Sulphadoxin-Pyrimethamin - Amodiaquin

Wie in vorliegender Studie konnte SP-AQ auch in anderen Studien eine gute Wirksamkeit
gegen P. falciparum bescheinigt werden, sowohl in Regionen mit, als auch ohne vorbestehen-
de Resistenzen gegen SP oder AQ [67, 112]. PCR-korrigiertes und unkorrigiertes Ergebnis
fiir SP-AQ unterschieden sich in vorliegender Studie kaum. Es kam zu signifikant weniger
Neuinfektionen als unter SP-AS. Dieser Vorteil konnte andernorts ebenfalls beobachtet wer-
den [110, 111]. Man vermutet, dass durch die im Vgl. zu AS lédngere Halbwertszeit von
AQ ein Teil der Neuinfektionen durch gegen SP resistente Stdmme verhindert werden, und
umgekehrt [134]. Zudem scheint die Wirkung beider langsam eliminierten Medikamente aus-
zureichen um die gegen das jeweilige Partnermedikament resistenten Parasiten zu beseitigen
[134, 135, 136, 137]. Folglich birgt SP-AQ zwei Vorteile gegeniiber SP-AS: Es schiitzt linger
vor einer Neuinfektion, und es verhindert die Selektion von resistenten Stdammen gegen SP
oder AQ, wodurch das Reservoir der SP- bzw AQ-resistenten Stdamme in der Region mogli-
cherweise klein gehalten werden kann. Da allerdings sowohl gegen SP allein als auch gegen
AQ allein bereits Resistenzen in Ghana bekannt sind [116, 138], dringt sich die Frage auf,
wie lange es dauern wird, bis SP-AQ durch Selektion von Stdmmen, die gegen beide Medi-
kamente resistent sind, unwirksam wird. In weiten Teilen Ostafrikas ist diese Kombination

bereits nicht mehr ausreichend wirksam und ACT unterlegen [128].

Ein wesentlicher Vorteil von SP-AQ gegeniiber SP-AS liegt in der Erhaltlichkeit und Er-
schwinglichkeit von SP und AQ. Beide Medikamente sind bereits iiberall in Afrika erhéltlich
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und miissen nicht erst massenhaft produziert werden. Sie sind erheblich kostengiinstiger als
alle ACT [3]. SP-AQ zeigte sich hinsichtlich seiner Fieberbeseitigung ebenso effektiv wie SP-
AS. Dies konnte in anderen Studien ebenfalls beobachtet werden [111] und wird am ehesten
auf die antiinflammatorische Wirkung von AQ zuriickgefiihrt. Bzgl. der Parasitenbeseitigung
war SP-AQ deutlich langsamer wirksam als SP-AS. Dennoch scheint, wie in vorliegender und
in anderen Studie beobachtet, das Risiko, unter SP-AQ ein ETF zu entwickeln, sehr gering
[110, 111].

SP-AQ ist von einigen Studiengruppen bereits 2002 als geeignete Interimslésung propagiert
worden [67, 112]. Kayentao et al. (2009) konnten in Mali fiir SP-AQ im Vgl. zu ACT sogar
hohere Heilungsraten aufzeigen [134]. Auch in anderen Landern Westafrikas konnte eine ver-
gleichbar gute und teilweise bessere Wirksamkeit von SP-AQ im Vgl. zu ACT gezeigt werden
[135, 136, 139]. Diese Ergebnisse sprichen fiir die Einsetzbarkeit von SP in Kombination mit
einem Partnermedikament, das eine dhnlich lange Eliminationshalbwertszeit aufweist. Die
Tatsache, dass weniger Rekrudeszenzen und weniger Neuinfektionen unter SP-AQ auftreten,
zeigt, dass die resistenten Stamme erfolgreich unterdriickt, und zudem die betroffenen Kinder
iiber einen léngeren Zeitraum vor einer weiteren Malaria geschiitzt werden. Dies gilt jedoch
v.a. fiir hochendemische Regionen. Zudem sind die regionalen Unterschiede auch hier grof,

was eine Evaluation von SP-AQ fiir jede Region individuell bedingt.

Nebenwirkungen

Die Therapieregime in vorliegender Studie wurden insgesamt gut vertragen. Es wurden kei-
ne schweren medikamenteninduzierten Nebenwirkungen beobachtet. Weder gab es klinisch
einen Anhalt fiir medikamenteninduzierte Hepatitis oder schwere anhaltende Neutropenie un-
ter Therapie mit AQ, noch gab es einen Anhalt fiir toxische kutane Nebenwirkungen unter
Therapie mit SP, noch fiir Nebenwirkungen irgendeiner Art nach AS-Einnahme. Auf labor-
chemische Kontrollen musste aufgrund mangelnder Ressourcen verzichtet werden. Bereits in
anderweitig durchgefiithrten Studien spielten schwere Nebenwirkungen dieser Medikamente
keine Rolle [122, 126]. SP und AQ, welche als Chemoprophylaxe aufgrund ihrer bekann-
ten schweren Nebenwirkungen vom deutschen Markt genommen wurden, haben sich in der
Kurzzeittherapie als nebenwirkungsarm erwiesen. Von einer Anwendung von AQ oder SP

als Malariaprophylaxe mit einhergehenden léngeren Behandlungszeitraumen wird abgeraten
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[35, 92]. Fiir AS sind bislang keine Nebenwirkungen bekannt, mit Ausnahme berichteter Fal-
le von Ototoxizitédt in Mosambik [80], die andernorts jedoch noch nicht beobachtet werden
konnten. Die Tatsache dass Nebenwirkungen fiir AS noch weitestgehend unbekannt sind,

fordert eine gesondere Aufmerksamkeit gegeniiber diesem Medikament.

Gametozytimie

In der vorliegenden Studie waren Gametozytenpravalenz und -dichte unter SP allein sieben
Tage nach Therapiebeginn signifikant angestiegen. Vorangegangene Studien konnten das glei-
che Phénomen beobachten, eine kausale Erklarung fiir die gesteigerte Gametozytengenese

gibt es bislang nicht und ist dem Medikament SP eigen [17, 75, 122].

Im Vergleich zu SP allein konnte posttherapeutisch sowohl unter SP-AQ als auch unter
SP-AS eine signifikant niedrigere Gametozytenprivalenz und -dichte gesehen werden. Fiir
sich betrachtet war unter SP-AQ die Gametozytenprivalenz nach sieben Tagen tendenziell
angestiegen. Unter SP-AS blieb die Gametozytenprivalenz etwa gleich, was die Hemmung
der Gametozytengenese durch Artemisinine widerspiegelt [74, 75]. Demzufolge hatten unter
SP-AS weniger Kinder nach Therapie Gametozyten als vor der Therapie. Unter SP-AQ
hatten mehr Kinder nach Therapie Gametozyten als vor Therapie, insgesamt waren es jedoch
weniger Kinder als unter SP allein. Beziiglich der Gametozytendichte waren ebenfalls beide
Kombinationsregime SP gegeniiber iiberlegen. Entgegen der Erwartungen auf der Gundlage
von Beobachtungen anderer Studien, die eine Reduktion der Gametozytendichte unter SP-
AS, nicht aber unter SP-AQ feststellten, wurde in vorliegender Studie unter SP-AS ein
tendenzieller Anstieg und unter SP-AQ ein tendenzieller Abfall der Gametozytendichte unter
Therapie festgestellt.

Eine Reduktion der Gametozytenpréivalenz und -dichte fithrt nachgewiesenermaflen zu ei-
ner Reduktion der Infektivitédt gegeniiber den Moskitos, und damit zu einer Reduktion der
Transmissionsraten [17, 75, 122]. Durch die im Vgl. zu SP allein posttherapeutisch gerin-
gere Pravalenz und Dichte von Gametozyten unter den beiden Kombinationsmedikamenten
sind diese einer Therapie mit SP allein vorzuziehen. Allerdings konnen aus der vorliegenden

Studie keine Aussagen zur Vitalitit der Gametozyten abgeleitet werden.
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4.2.2 Entwicklungen seit 2000

Im Folgenden sollen die Entwicklungen der letzten Jahre geschildert und die Rolle der unter-
suchten Kombinationsregime vor dem Hintergrund dieser Entwicklungen und anderer Fak-

toren erneut eruiert werden.

Bereits in den neunziger Jahren wurde der globale Einsatz von ACT anstelle von CQ oder
SP in den Tropen von Experten propagiert und diskutiert [94, 96, 97, 98]. Im Jahr 2001
fand in Abuja, Nigeria, ein Gipfel zu Malaria statt, an dem sich die Fiithrungskréfte aller
afrikanischen Staaten zu der Bekdmpfung von Malaria bekannten. 2001 gab die WHO die
Empfehlung heraus, ACT als Standardmedikation dort einzufithren, wo aktuelle Standard-
therapieregime nicht mehr ausreichend gegen unkomplizierte Malaria wirksam sind. In den
darauffolgenden Jahren wurden auf der Suche nach besseren Standardtherapien gegen die
Malaria tropica viele Studien zur Evaluation von ACT im Vergleich zu traditionellen Me-
dikamenten durchgefiihrt [110, 111, 122, 126, 127, 134, 136, 139, 140]. Eine systematische
Durchschau von in den letzten 10 Jahren durchgefithrten Therapiestudien bestétigte insge-
samt die Effektivitdt von ACT, wies aber auf gewisse Einschrinkungen und grofle regionale
Unterschiede hin. In Ostafrika konnten intolerable Therapieversagerraten nicht nur fiir SP-
AQ), sondern auch fiir SP-AS und in Tansania sogar fiir AQ-AS gezeigt werden [128, 129].
Im Gegensatz dazu wurden in Mosambik, Madagaskar und einigen Staaten Westafrikas,
darunter auch Ghana, gleichgute Ergebnisse fiir SP-AQ, SP-AS und AQ-AS nachgewiesen
[134, 135, 136, 137, 139, 141].

Bis Februar 2009 hatten 40 der siidlich der Sahara gelegenen Lénder Afrikas ihre Standard-
medikation auf ACT umgestellt. Von den heute weltweit von der WHO empfohlenen ACT
als Standardtherapie der unkomplizierten Malaria (Artemether-Lumefantrin (ALT), AQ-AS,
AS-MQ und SP-AS) ist AQ-AS aktuell die am zweithdufigsten angewandte [124]. Zwang et
al. verglichen in 26 zwischen 1999 und 2006 in siidlich der Sahara gelegenen Landern Afrikas
durchgefiithrten Therapiestudien AQ-AS mit anderen ACT in ihrer PCR-korrigierten Wirk-
samkeit. Sie konnten eine gute Wirksamkeit von AQ-AS im Vgl. zu anderen ACT bestétigen,
beleuchteten aber ebenso die erheblichen regionalen Unterschiede bzgl. ihrer Wirkung [124].
Bis heute haben insgesamt 16 Lander Afrikas die Kombination AQ-AS als Standardtherapie

gegen unkomplizierte Malaria eingefiihrt [142]. Dazu gehort seit 2005 auch Ghana [143].
In Ghana wurde AQ-AS vom Nationalen Malaria-Kontroll-Programm nach geschétzten Fak-
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toren wie Wirksamkeit, Therapietreue, Nebenwirkungen, bendtigter Quantitat, Kosten-Nutzen-
Effekt und Auswirkungen auf die lokale Industrie ausgewéhlt [143]. Zu dem Zeitpunkt gab
es fiir Ghana keine publizierten Studien zur Wirksamkeit dieser Kombination, ebensowenig
wusste man etwas iiber die Resistenzlage gegen AQ als Monotherapie. Koram et al. zeigten
2005 in Nord- und Ost-Ghana fiir AQ-AS und ALT PCR-korrigierte Heilungsraten von 100
% bzw. 98 % an 105 untersuchten Kindern [137]. Oduro et al. stellten 2007 in Nordghana fiir
AQ eine Heilungsrate von 48 % nach 28 Tagen fest, allerdings ohne PCR-Korrektur [138].
2008 haben Koram et al. in einer multizentrischen Studie fiir AQ-AS in Ghana regional starke
Unterschiede festgestellt [144]. Eine Aussage bzgl. der Wirksamkeit kann ohne die noch aus-
stehende Auswertung der PCR-Korrekturen dieser Studie jedoch nicht zuverlissig gemacht
werden. In Tamale erbrachten AQ und AQ-AS Ende 2005 PCR-korrigierte Heilungsraten
tiber 28 Tage von 88,9 % bzw. 91,2 % [Mockenhaupt et al., unveréffentlicht].

AQ-AS scheint demzufolge in Ghana, wenn auch mit regionaler Variabilitéit, eine wirksame
Kombination zu sein, wobei aktuelle Daten mit Unterscheidung von Neuinfektionen und
Rekrudeszenzen fehlen. Es besteht aber die Moglichkeit, dass SP-AQ im Vgl. zu AQ-AS bei

ebenso wenig Rekrudeszenzen effektiver vor Neuinfektionen schiitzt [134, 145].

Anfang diesen Jahres konnten erste Resistenzen gegen Artemisinine in Siidostasien belegt
werden. Siidostasien, insbesondere West-Kambodscha an der Grenze zu Thailand, war bis-
lang Vorreiter bzgl. der Resistenzentwicklung von P. falciparum gegen Malariamedikamente.
So sind dort und in einigen Teilen Stidamerikas zum ersten Mal Resistenzen gegen CQ und
SP aufgetreten [118]. Neben inaddquater Herstellung im Sinne von wenig wirksamen, illegal
produzierten Gemischen sowie inadidquater, nicht standardisierter Verabreichung von Ma-
lariamedikamenten, ist am ehesten die dort verbreitete Anwendung von Artemisininen als
Monotherapie verantwortlich fiir die nun entstandenen Resistenzen [89]. Die Artemisinin-
Monotherapie hat sich auf dem afrikanischen Kontinent noch nicht etabliert. Auch wenn fiir
AQ-AS seit neuestem ein fixes Kombinationspriaparat exsitiert, ist dieses Préparate teurer als
die einzelnen Medikamente und in Léndern Afrikas siidlich der Sahara noch nicht in Anwen-
dung. Das Weglassen des langsamer wirksamen Partnermedikamentes sowie Resistenzen ge-
gen das langsam eliminierte Partnermedikament entspréache einer Artemisinin-Monotherapie.
Es besteht die Sorge, dass sich, wie zuvor bei SP beobachtet, auch Resistenzen gegen die Ar-

temisinine interkontinental westwéarts ausbreiten und in absehbarer Zeit zu Unwirksamkeit

von ACT fiihren [133].
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Programme in Aquatorial Guinea, Athiopien, Ruanda, Sambia und Sansibar haben gezeigt,
dass unter einer Abdeckung von 50 - 60 % der Bevolkerung mit ACT und Insektizid-
behandelten Moskitonetzen die Prédvalenz von Malariainfektionen und die Mortalitdt von
Kindern innerhalb von 12 bis 36 Monaten um 20 - 25 % fallen konnen [146, 147]. Andere
Studien konnten in den letzten Jahren unter ACT und Vektorkontrollmafinahmen eben-
falls eine signifikante Senkung der Malariamorbiditdt und - mortalitét erreichen [148, 149].
Dennoch betrifft dies vorwiegend kleinere Staaten, in denen Prozeduren wie Leitliniendnde-
rungen, Finanzierung von und Abdeckung der Bevolkerung mit neuen Medikamenten sowie
Umsetzung neuer Malaria-Kontroll-Programmen offensichtlich besser realisierbar sind als in

grofleren Staaten Afrikas.

Vor dem Hintergrund der bereits beobachteten Wirksamkeitsabnahme einiger ACT in Ost-
afrika [129], der neu aufgetretenen Resistenzen gegen Artemisinine und des Mangels an alter-
nativen Substanzgruppen konnte man retrospektiv betrachtet die Frage stellen, ob SP-AQ
als Interimslosung vor der Einfithrung von ACT in Ghana und einigen anderen Léndern

Afrikas siidlich der Sahara nicht die rationalere Wahl gewesen wire.

4.2.3 Herausforderungen der Malaria-Kontrolle

Die Malaria-Kontrolle unterliegt nicht nur den Herausforderungen der Findung wirksamer
Medikamente und der strategischen Vermeidung von Resistenzentwicklungen. Zu einer effek-
tiven Malaria-Kontrolle gehort z.B. eine effektive Vektorkontrolle mit der Propagierung und
Verteilung von Insektizid-behandelten Mosquitonetzen, dem Sprithen von Insektiziden in den
Héusern und Informationsweiterleitung an die Bevolkerung. Die Einfithrung und Umsetzung
neuer Leitlinien zur Malariatherapie und Vektorkontrolle auf nationaler Ebene ist finanzi-
ellen und organisatorischen Hindernissen ausgesetzt. Die in groflen internationalen Gremien
beschlossenen Prozesse zur Optimierung der Malariakontrolle haben sich hinsichtlich ihrer
Umsetzung in den letzten 10 Jahren als komplex, langwierig und kostspielig erwiesen. Dazu
gehoren die Einfithrung neuer Leitlinien in nationalen Gremien [150, 151, 152, 153], Anfra-
ge und Genehmigung finanzieller Unterstiitzung durch den Global Fund und die Weltbank
[154, 155], Informationsweiterleitung an die lokalen Sektoren, deren breite Abdeckung mit
den neuen Medikamenten und Insektizid- behandelten Moskitonetzen sowie Schulungen zu

deren Anwendung [156, 157]. In einigen Féllen scheiterte die Umsetzung neuer Leitlinien

60



trotz evidenzbasierter Indikation nach WHO-Empfehlungen an der Anfrage internationaler
finanzieller Unterstiitzung [130, 154]. Das Resultat ist die Weiterfithrung der herkémmlichen
Standartherapien mit CQ bzw. SP, oder die vollsténdig eigene Finanzierung von ACT durch
den betroffenen Staat. Hinzu kommen lokale Hindernisse, wie inaddquate Diagnostik von
Malaria bei unzureichender technischer Ausstattung und wenig geschultem Personal. Selbst
nach erfolgreicher Implementierung von ACT fithren Nebenwirkungen, unklare Rezepturen

und Informationsdefizite zu deren inadéquater Verabreichung.

Die genannten Faktoren konnten lang- oder kurzfristig zu Resistenzentwicklungen gegen die
neuen Standardmedikamente fithren. Wie kann nun Malariakontrolle mit dem Ziel anhal-
tender Senkung von malariabedingten Morbiditéts- und Mortalitdtsraten in den betroffenen
Regionen und Bevolkerungsgruppen in Afrika siidlich der Sahara vor den genannten Hinter-

griinden langfristig und effektiv realisiert werden?

Die Abschaffung von ACT und die Einfithrung von SP-AQ als Interimslosung in bestimmten

Regionen wire eine Moglichkeit, ist jedoch schwierig zu realisieren.

Ein wichtiger néchster Schritt ist die Beseitigung der Artemisinin-Resistenzen in West-
Kambodscha an der Grenze zu Thailand. Gelingt diese nicht, wird ACT ihre Effektivitéit
sowohl in Asien als auch in Afrika voraussichtlich verlieren, noch bevor sie ihre Wirkung zur
Senkung von malariainduzierter Morbiditdt und Mortalitiat entfalten konnte. Der Aufruf hier-
zu ist bereits formuliert worden und erste mathematische Modelle zu dessen Realisiserung
wurden bereits erstellt [133]. Unumgénglich erscheint die Entwicklung vollig neuer Medi-
kamente gegen Malaria. Neue Substanzklassen kénnten die Resistenzentwicklungen weiter
hinauszogern. Eine weitere Option besteht in der Wirkungsverstirkung aktueller Malaria-
medikamente. Dies konnte durch die Entwicklung von Synergisten, sogenannte ,resistance
reverser” (engl.: Resistenzumkehrer), erreicht werden [158]. So wie man fiir CQ in Kombina-
tion mit dem Antihistaminikum Chlorphenamin eine bessere Wirksamkeit gegen resistente
P. falciparum-Parasiten festgestellt hat [159], konnte man z.B. fiir das erste vollsyntheti-
sche Malariamedikament, Methylenblau, eine antiparasitdre Wirkung gegen P. falciparum
nachweisen sowie eine synergistische Wirkung und einen starken gametozidialen Effekt in

Kombination mit ACT [160, 161, 162].

Fiir die erfolgreiche Umsetzung der genannten Punkte zur Senkung von malariabedingten

Morbiditats- und Mortalitatsraten im Afrika siidlich der Sahara sind schnelles und effizientes
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Handeln, eine gute Kooperation der betroffenen Nachbarldnder miteinander sowie mit den
internationalen Partnern, eine gute Koordination von Programmen sowie eine ausreichende,

zuverlédssige Finanzierung notwendig.

4.3 Schlussfolgerung

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die Kombination von SP mit AQ), als auch von SP mit
AS in der Region von Tamale, Nordghana, wirksame Alternativen fiir eine CQ-ersetzende
Standardmedikation zur Behandlung der unkomplizierten Malaria sind. SP allein zeigte sich
als ungeeignet. Betrachtet man die beiden untersuchten Therapiekombinationen hinsicht-
lich ihrer Wirkungsprofile und vor dem Hintergrund der Entwicklungen der letzten 10 Jah-
re, ndmlich Resistenzentwicklung von AS und schwierige und langwierige Umsetzung neuer
Therapieleitlinien in siidlich der Sahara gelegenen Landern Afrikas, konnte SP-AQ eine ge-
eignetere Alternative als SP-AS sein. Zur Evaluation der Wirksamkeit von SP-AQ und dem
derzeit als Standardtherapie eingefithrten AQ-AS miissten aktuelle vergleichende Studien
durchgefiithrt werden. Zugleich sollten jedoch alternative Losungen untersucht werden, um
langfristig eine Reduktion malariainduzierter Morbiditdt und Mortalitdt in Ghana und in

Afrika zu erreichen.
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Kapitel 5

Zusammenfassung

Die Malaria ist mit einer globalen Inzidenzrate von etwa 247 Millionen klinischen Féllen pro
Jahr und einer Mortalitdtsrate von etwa einer Million pro Jahr die bedeutendste parasitéire
Erkrankung weltweit. Am meisten davon betroffen sind Kinder unter fiinf Jahren im Afrika
siidlich der Sahara. Nach dem zweiten Weltkrieg war Chloroquin (CQ) weltweit das Mittel
der Wahl in der Behandlung der Malaria. Seit den siebziger Jahren jedoch wurden weltweit
zunehmend Resistenzen von Plasmodium falciparum gegen CQ beobachtet. So wurde im Jahr
2000 in der Region von Tamale in Nordghana gezeigt, dass bei Kindern mit unkomplizierter

Malaria tropica die Therapie mit CQ in 57 % der Fille versagte.

Die vorliegende Studie untersuchte im Jahr 2002 mogliche Alternativen zu CQ fiir die Thera-
pie der unkomplizierten Malaria in Tamale. In einer randomisierten, Plazebo-kontrollierten
und doppelblinden Studie wurde die Wirksamkeit von Sulphadoxin-Pyrimethamin (SP) al-
lein sowie in Kombination mit Amodiaquin (AQ) oder Artesunat (AS) bei 451 Kindern
zwischen 6 und 59 Monaten mit unkomplizierter Malaria tropica gepriift. Die Studie folg-
te dem 2003 durch die Weltgesundheitsorganisation (WHO) publizierten Protokoll. Die 451
Kinder wurden in drei Therapiearme randomisiert (SP, SP-AQ, SP-AS). Die klinische und
parasitologische Therapieantwort wurden {iber einen Zeitraum von 28 Tagen beobachtet. Die
Unterscheidung von Rekrudeszenzen und Neuinfektionen erfolgte durch die Typisierung der

hochpolymorphen parasitdren msp1- und msp2-Gene.

Nach 28 Tagen betrugen die Heilungsraten nach Ausschluss der Neuinfektionen 72,2 % fiir
SP, 94,1 % fiir SP-AQ und 94,5 % fiir SP-AS. Dies zeigt eine signifikant bessere Wirkung
der beiden Kombinationstherapien gegeniiber SP allein (p<0,001). Die Parasitenbeseitigung
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war unter SP-AS schneller und die Anzahl der frithen Therapieversager niedriger als unter
SP oder SP-AQ. Gametozytenprivalenz und -dichte waren sieben Tage nach Therapie unter
SP am hochsten und unter SP-AS am niedrigsten. SP-AS zeigte aber die hochste Anzahl an
Neuinfektionen bis Tag 28 der Nachbeobachtung.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass — geméss den Leitlinien der WHO — SP
in der Region von Tamale zur Therapie der unkomplizierten Malaria tropica nicht empfohlen
werden kann. SP-AQ und SP-AS hingegen sind mit Heilungsraten von >90 % gut wirksame
Alternativen. Dabei bot SP-AS die Vorteile einer schnellen Parasitenbeseitigung und einer
effektiven Gametozytizitdat, wiahrend SP-AQ eine geringere Anzahl spéter Neuinfektionen

zeigte sowie kostengiinstiger und vor Ort erhéltlich war.

Seit den neunziger Jahren werden weltweit Artemisinin-basierte Kombinationstherapien (ACT)
zur Behandlung der unkomplizierten Malaria propagiert. 2005 wurde in Ghana trotz man-
gelhafter Datenlage Amodiaquin-Artesunat (AQ-AS) landesweit als Mittel der Wahl in der
Therapie der unkomplizierten Malaria tropica eingefiihrt. Die folgenden Jahre zeigten jedoch,
dass die Umsetzung neuer Leitlinien sowie die Einfithrung neuer Standardmedikamente in
Afrika oft langwierige Prozesse sind, mit womoglich negativem Einflufl auf die Ausbreitung
von Resistenzen. Im Januar 2009 wurden in Siidostasien erste Resistenzen gegen die Artemi-
sinine aufgedeckt. Es besteht die Befiirchtung, dass sich diese Resistenzen interkontinental
westwérts ausbreiten, wie es bereits fiir SP-Resistenzen beobachtet wurde. Die Unwirksam-

keit von ACT wire eine verheerende Folge.

Vor den geschilderten Hintergriinden stellt sich heute die Frage, ob SP-AQ eine mogliche
Interimslosung zu ACT hétte sein konnen. Ob SP-AQ heute gleichgute Heilungsraten wie
im Jahr 2002 aufweist, miisste in weiteren Studien untersucht werden. Zugleich sollten al-
ternative Losungen, wie die Entwicklung von Artemisinin-Synergisten und von vollig neuen
Medikamentengruppen untersucht werden, um langfristig eine Reduktion malariainduzierter

Morbiditat und Mortalitdat in Ghana und in Afrika zu erreichen.
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Abkiirzungsverzeichnis

P. - Plasmodium

SP - Sulphadoxin-Pyrimethamin

AQ - Amodiaquin

AS - Artesunat

CQ - Chloroquin

MQ - Mefloquin

ALT - Artemether-Lumefantrin

ACT - (engl. artemisinine-based combination therapy)

Artemisinin-basierte Kombinationstherapie

DDT - Dichlordiphenyltrichlorethan
MDR - (engl. multi drug resistent) multiple Medikamentenresistenz
Pfmdr1 - (engl.: Plasmodium falciparum multi drug resistance 1)
Gen fiir multiple Medikamentenresistenz 1 von Plasmodium falciparum
CRT - Chloroquin-Resistenz-Transporter
G6PD - Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase
DHFR - Dihydrofolsdurereduktase
DHPS - Dihydropteroinsduresynthase
WHO - (engl.: World Health Organisation) Weltgesundheitsorganisation
ETF - (engl. early treatment failure) Frithes Therapieversagen
LPF - (engl. late parasitological treatment failure)

Spiétes parasitologisches Therapieversagen
LCF - (engl. late clinical treatment failure)
Spétes klinisches Therapieversagen
ACPR - (engl. adequate clinical and parasitological response)

Adéquate klinische und parasitologische Therapieantwort
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Hb
mspl

msp2

PCR
EDTA
PRR
et al.
z.B.
bzgl.

bzw.

S.0.
S.u.

u.a.

i.d.R.
ca.

etc.

Hémoglobin

(engl. merozoite-surface-protein-1)
Merozoiten-Oberflachenprotein-Gen 1
(engl. merozoite-surface-protein-2)
Merozoiten-Oberflachenprotein-Gen 2
Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction)
Ethylendiamintetrasiure
Parasiten-Reduktionsrate

(lat. et alii) und andere

zum Beispiel

beziiglich

beziehungsweise

siehe

siehe oben

siehe unten

unter anderem

Vergleich

in der Regel

circa

et cetera

80



Bezugsquellenverzeichnis

Gerite und Substanzen, Tamale, Ghana

e Thermometer (Scala Electronic GmbH)

e clektrische Waage

e Ol-Immersionsmikroskop (Carl Zeiss)

e Photometer (Hemocue, Angelholm, Schweden)
e Diesel-betriebener Generator

e Ethylendiamintetrasidure (EDTA)-Monovette (S-Monovette Kalium-EDTA, 2,7 ml, Sars-
tedt AG & Co.)

e 100 % Methanol
e 10 % und 4 % Giemsa-Losung (Merck KGaA)
e Pufferlosung nach Weise (Merck KGaA)

e Stabilisierungspuffer AS 1, (Qiagen)

Gerite und Substanzen, Berlin

DNA-Extraktion
e QIAamp (R) DNA Blood Mini Kit (250) (Qiagen, Hilden)
e Proteinase K [20 mg/ml] in Aqua bidest
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e Lyse-Puffer AS2 (Qiagen GmbH)

e absolutes Ethanol

e Waschpuffer AW: ethanolische Losung von NaCl und Tris (Hydroxymethyl)-Aminomethan /HCI
e Elutionspuffer AE: wissrige Losung von NaCl und Tris (Hydroxymethyl)-Aminomethan/HCI

e Pipetten (Gilson) 20 pL; 200uL; 10004L

e Reaktionsgefifle (Sarstedt 1900uL); Zentrifugationssidule-Silika-Filter; Auffanghiilse (Qia-

gen)
e Zentrifuge (Labortechnik Frobel, Wasserburg, Bodensee)

e Vortexgerit (Heidolph)

PCR

e Pipetten (ABimed, Langenfeld)
e Reaktionssténder (Roth)

e [Disbehilter

e T3-Thermocycler (Biometra)

e 10 x PCR-Puffer (Amersham Pharmacia, Biosciences, Amsterdam)(10 mM KCI, 1,5
mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI, pH 9,0)

e dNTPs 25 mM (Invitrogen)

e Aqua ad injectabilia (DeltaSelectGmbH, Pfullingen, BRAUN, Braun Melsungen AG,
Melsungen)

e PCR Tag-Polymerase 5 U/uLi (Amersham Pharmacia, Biosciences, Amsterdam)
e Gelatine 1 mg/ml (Merck, Darmstadt)

e Primer: 20 nM (MWG-Biotech-AG)
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Gelelektrophorese

e Gelkammern (CTI; Roth, Karlsruhe; Biometra)

e Elektrophoresekammer

e Voltometer (BioRad, Model200/2.0 Power Supply)
e Pipetten (Eppendorf)

e Polaroid-Kamera 667, schwarz-weif3

e High UV-Tisch (Biometra TI 1)

e 0,5 TBE-Puffer (Tris (hydroxymethyl)-aminomethan/HCI (Invitrogen), Borsdure (Merck,
Darmstadt), EDTA (Lancaster))

e Ethidiumbromid 0,1 % (Merck, Darmstadt)

e Bromphenolblau-Gemisch (Bromphenolblau (Sigma), Xylen cyanol (Merck), Glycerol
(GIPCO BRL))

e Basenpaar-Lingenstandard (Basepair-ladder): 50 bp (Amersham Pharmacia, Biosciences,

Amsterdam), 100 bp (Invitrogen)

e NuSieve GTG (Genetic Technology Grade)-Agarose (Biozym)
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Lebenslauf
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