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1 EINLEITUNG

1 Einleitung

Nach Schatzungen der Weltgesundheitsorganisation (WHQO) aus dem Jahr 2006 lebt
ca. die Halfte der Weltbevolkerung in den tropischen Malariaendemiegebieten. Unter
den mit dem Erreger Plasmodium infizierten Menschen treten dabei jahrlich bis zu 247
Millionen Malariafélle auf, wobei weit mehr als eine Million Personen an der Infektions-
krankheit versterben [1]. Die sozio6konomische Auswirkung von malariabedingter Mor-
biditat und Mortalitat auf die betroffenen Lander wird auf eine jahrliche Wirtschafts-

wachstumseinbuf3e von 1,3% geschatzt [2].

Die Infektionsraten und die klinische Manifestation der Malaria variieren stark und han-
gen u. a. vom Klima ab, von den Arten der Anophelesmucke als Vektor und den Plas-
modien als Erreger sowie von der immunologischen und konstitutionellen Beschaffen-
heit der befallenen Individuen und nicht zuletzt von gesellschaftlichen und wirtschaftli-
chen Faktoren wie Armut und dem Zugang zum Gesundheitssystem.

Trotz dieser komplexen Epidemiologie kénnen geographisch betrachtet die afrikani-
schen Lander sudlich der Sahara als besonders betroffene Gebiete hervorgehoben
werden, und demographisch gesehen als von der Malaria besonders bedroht die Grup-
pe der Kinder unter funf Jahren. AuBerdem lasst sich unter den Erregern Plasmodium
falciparum (P. falciparum) als die h&ufigste und zudem virulenteste Parasitenart ausma-

chen.

Um die hohe Morbiditat und Mortalitat afrikanischer Kinder infolge der Malaria effektiver
zu reduzieren, wurden in den letzten Jahrzehnten wiederholt Praventionskonzepte ent-
wickelt und erprobt: Studien analysierten die Wirksamkeit von Vektorkontrolle mittels
Insektiziden, die von Impfstoffen, insektizidimpragnierten Moskitonetzen und dauerhaf-
ter Chemoprophylaxe [3]. Samtliche Programme erwiesen sich aus medizinischen oder
praktischen Griinden als nur unzureichend wirksam, ebenso wie der in den meisten
Landern Subsahara-Afrikas durchgefihrte Versuch der Malariakontrolle mittels Frih-
diagnostik und Fruhtherapie. Eine generelle Hiurde stellt der erschwerte Zugang zu ei-
nem funktionierenden Gesundheitssystem dar [4].

Eine neue, jingst durch die WHO als Empfehlung verabschiedete Konzeption [5] sieht
vor, Sauglingen vorbeugend und intermittierend Antimalariamedikamente zu
verabreichen, und zwar zu den Terminen des auch in L&ndern mit schwacher

medizinischer Infrastruktur gut etablierten Impfprogramms Expanded Programme on
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Immunisation (EPI). Aufgrund der Ergebnisse vorheriger Studien ist jedoch nicht
auszuschlieBen, dass dieses sogenannte Intermittent Preventive Treatment in Infants
(IPTi) bei Kindern langfristig die Entwicklung einer Semiimmunitat gegen Plasmodien
beeintrachtigen und verzdgern kdnnte, und somit das Malariarisiko nur um einige Jahre
zu Ungunsten des alteren Kindes verschobe [6-8]. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es,
diese Hypothese anhand zweier IPTi-Studien in Ghana zu Uberprifen und dabei die
Multiplizitat der Infektion (MOI) als Indikator fir das Ausmald der Immunitatsentwicklung

zu analysieren.

1.1 Malaria

1.1.1 Erreger

Der Erreger der Malaria, das Sporozoon Plasmodium, ist ein Parasit: Ubertrager und
Endwirt ist die nachtaktive, weibliche Anophelesmiicke, Zwischenwirt ist der Mensch.
Die vier bedeutenden humanpathogenen Erreger sind: P. falciparum, P. malariae,
P. ovale und P. vivax.

Als so genannte Sporozoiten gelangen die Plasmodien aus der Speicheldrise der
infizierten Anophelesmicke beim Blutsaugen in die menschliche Blutbahn und dringen
innerhalb von 30 min in die Parenchymzellen der Leber ein. P. vivax und P. ovale
persistieren dort teilweise jahrelang als Hypnozoiten im Ruhestadium. Grundsatzlich
findet in der Leber aber im Laufe von einer bis mehreren Wochen eine erste asexuelle
Vermehrung als Gewebsschizonten statt, bis es zur Ruptur der Hepatozyten kommt und
zehntausende Merozoiten in den Blutkreislauf freigesetzt werden. Die Merozoiten
befallen ihrerseits wiederum nach wenigen Sekunden Erythrozyten. Dort findet (nach
der Reifung von der Ringform zum Trophozoit) eine weitere asexuelle Vermehrung zu
Blutschizonten statt, nach zwei bis drei Tagen rupturieren die befallenen Zellen und
wiederum treten Merozoiten in den Blutkreislauf Uber. In einigen der Erythrozyten
entwickeln sich die Plasmodien jedoch zu Gametozyten, die sich, von Anopheles bei
der Blutmahlzeit aufgenommen, in der Darmmukosa der Stechmuicke geschlechtlich
vermehren und so zu neuen Plasmodien-Genotypen und schliel3lich zu neuen

Sporozoiten in der Speicheldriise der Micke fuihren [9].

1.1.2 Pathophysiologie
Die Pathophysiologie der Malaria basiert auf den Blutstadien der Plasmodien: Sie

schrénken nicht nur die Funktion der Erythrozyten ein, sondern |dsen durch Endotoxine
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und die Stimulation wirtseigener Zytokine direkt und indirekt verschiedene Mechanis-
men aus. Diese sind haufig ambivalenter Art: Sie wirken einerseits antiparasitar und
andererseits - zumeist bei UberschieRenden immunologischen Reaktionen - pathogen.
Auch wenn die Details dieser pathologischen Vorgange nur unzureichend erforscht
sind, so scheinen einige der Mechanismen verstanden:

Bestimmte Oberflachenbestandteile der Parasiten wirken als Endotoxine, darunter das
Glycosylphosphatidylinositol (GPI). GPI stimuliert Monozyten und bewirkt dort u. a. die
Freisetzung von TNF-q, IL-1, IL-6 und NO [10]. TNF-a und IL-1 wirken allgemein proin-
flammatorisch und fihren auch zum wichtigen Pathomechanismus und typischen
Symptom Fieber. TNF-a und IL-1 induzieren zudem die Expression von Adh&asionsmo-
lekilen (z.B. Intercellular Adhesion Moelcule-1 (ICAM-1)) auf Endothelzellen der Kapil-
largefalRe [11], was unter Mitwirkung weiterer Pathomechanismen (im Nachstehenden
beschrieben) dazu fuhrt, dass infizierte Erythrozyten dort binden und es in Folge der
Zytoadharenz zu Mikroischdmien und -infarkten kommt [12, 13].

P. falciparum modifiziert die Oberflache der befallenen Erythrozyten durch den Einbau
von Plasmodium falciparum Erythrocyte Membrane Protein-1 (PfEMP-1). Dieses Pro-
tein fungiert als Adhasionsmolekil an den Endothelzellen der Kapillargefal3e und be-
wirkt aufRerdem die Anlagerung nicht infizierter an infizierte Erytrhozyten (Rosetting)
[14, 15]. Zytoadharenz und Rosetting filhren zum Verschluss des Gefallslumens, folglich
zu einer eingeschrankten Mikrozirkulation und zu lokaler Hypoxie mit anschlieBenden
Zell- und Organschéaden unterschiedlichen Ausmalies.

AulRerdem fuhrt das intraerythrozytéare Stadium zu Anamie: Zum einen wird Hamoglobin
(Hb) fur den Stoffwechsel und die Vermehrung von den Plasmodien verbraucht, zum
anderen gehen befallene Erythrozyten zu Grunde. Zu einer Hamolyse fihrt auRerdem,
dass die infizierten Erythrozyten sich morphologisch verandern und so vermehrt durch
das Monozyten-Phagozyten-System (MPS) abgebaut werden. Aufgrund welcher patho-
physiologischer Mechanismen es zudem zum Abbau von nicht infizierten Erythrozyten

und zu einer Dyserythropoese kommt, ist nur bedingt bekannt [16, 17].

1.1.3 Klinik

Der Verlauf der Infektion und das klinische Erscheinungsbild hangt von der Entwick-
lungsstufe der Erreger ab, vom Immunstatus des befallenen Individuums (s. 1.3) und
von der Art der Erreger: Bei den vier humanpathogenen Plasmodienarten unterscheidet

sich das klinische Bild der Infektion beim nicht semiimmunen Patienten in Inkubations-
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zeit, Fieberrhythmus, Rezidiv- und Letalitatsrisiko. Dies spiegelt sich auch in einer un-
terschiedlichen Bezeichnung wieder: Zu den nicht lebensbedrohlichen Malariaformen
gehoren die durch P. vivax und P. ovale verursachte Malaria tertiana und die durch
P. malariae verursachte Malaria quartana. Die haufigste und potentiell lebensbedrohli-
che Form aber ist die durch P. falciparum verursachte Malaria tropica [9]. Eine Uber-

sicht Gber die Malariatypen, ihre Erregerarten und klinischen Merkmale bietet Tabelle 1.

Tabelle 1: Charakteristika der Malaria in Abhangigkeit der Erregerart

Malariatyp Erregerart Inkubationszeit @ Fieberrhythmus* Rezidiv

benigne

Malaria P. malariae 21 -42 Tage 2 Tage fieberfrei nach bis zu 20 Jahren

quartana maoglich

Malaria P. vivax 10 - 20 Tage 1 Tag fieberfrei nach Monaten bis Jahren

tertiana moglich bei persistieren-
P. ovale den Hypnozoiten;

Spontanheilung mdoglich

maligne
Malaria P. falciparum | 7 - 20 Tage unregelmanig bis zu etwa 1 Jahr
tropica (z.T. langer) maglich

* erst nach einigen Tagen mit unregelmafiigem Fieber

Klinik der Malaria tropica

Die Klinik der Malaria tropica wird an dieser Stelle ausfuhrlicher erlautert, da sie in der
Fragestellung der vorliegenden Arbeit beinhaltet ist.

Die Symptomatik der akuten Malaria wird durch das asexuelle Blutstadium bestimmt
und ist zunéchst vor allem durch die pyrogene und inflammatorische Immunantwort
gepragt. Insbesondere im Anfangsstadium weist sie daher nur unspezifischen Zeichen
von Infektionskrankheiten auf, wie Fieber, Kopf- und Gliederschmerzen und gastrointes-
tinale Beschwerden. Der sichere Befund ,Malaria“ Iasst sich deshalb nur zusammen mit
dem Erregernachweis stellen, weshalb die Malaria tropica definiert ist als eine asexuelle
P. falciparum Parasitamie, einhergehend mit Fieber. Erst nach einigen Tagen kommt es
zur Auspragung der der Malaria eigenen (bedingt periodischen) Wechselfiebersympto-

matik mit Temperaturanstieg unter Schuttelfrost und anschlieiendem Abfall bei Hitze-
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empfinden und Schweil3ausbruch. Weitere typische Symptome sind Andmie, Thrombo-
zytopenie und Hepatosplenomegalie [9].

Eine akute Malaria tropica kann sich zu einer komplizierten, schweren Malaria [18] ent-
wickeln. Sie verlauft ohne Therapie in bis zu 50% der Falle tédlich, haufig aufgrund von
zerebraler Beteiligung. Aber auch andere Organsysteme kdnnen durch Mikroischamien
und -infarkte (s. 1.1.2) fatal geschadigt werden, und es kann zu Herzkreislauf-, Lungen-
und Nierenversagen kommen. Nicht selten treten zudem Stérung der Blutgerinnung und
metabolische Entgleisungen mit Azidose und Hypoglykamie auf.

Bei einem chronischen Verlauf aufgrund einer nicht therapierten Malaria, wiederholter
Rezidive oder Reinfektionen kommt es zudem zu Andmie, Thrombozytopenie, Hepa-

tosplenomegalie und gegebenenfalls zu Untererndhrung.

Das oben beschriebene klassische Bild der akuten Malaria tropica prasentiert sich nur
beim nicht semiimmunen Patienten — dies sind in den Endemiegebieten heimische
Kleinkinder sowie Zugereiste und neu Zugewanderte. Der Uber Jahre hinweg in Ende-
miegebieten zum semiimmunen gereifte Patient erkrankt bei Neuinfektionen nicht oder

nur mild an Malaria (s. 1.3.1).

1.2 Abwehr durch das Immunsystem

Sowohl die angeborene als auch die erworbene spezifische Immunantwort sind durch
den vielférmigen Entwicklungszyklus des Plasmodiums mit stdndig wechselnden Pha-
notypen und intrazellularem Einnisten (in zudem kernlosen und somit MHCI-freien
Erythrozyten) deutlich erschwert. Die Abwehr durch das Immunsystem ist entsprechend

komplex und nur ansatzweise entschlisselt.

1.2.1 Angeborene unspezifische Immunantwort

Die angeborene Immunantwort wird u. a. durch Endotoxine hervorgerufen (vgl. 1.1.2),
aufgrund derer Monozyten proinflammatorische bzw. pyrogene Zytokine (wie TNF-a
und IL-1) und toxische Metabolite (wie NO) ausschutten, die direkt oder indirekt antipa-
rasitar wirken [19]. Zudem stellt sich die angeborene Immunantwort insbesondere in
Form des MPS dar, dass die durch das Komplementsystem bzw. durch Antikérper (AK)

opsonierten Sporozoiten, Merozoiten und befallenen Erythrozyten phagozytiert.

10
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1.2.2 Erworbene spezifische Immunantwort

Die CD8+-T-Zellen der erworbenen zellularen Immunantwort detektieren Uber antigen-
prasentierende MHCI-Molekule die befallenen Leberparenchymzellen: Sie zerstoéren die
infizierten Zellen, mitsamt den Gewebsschizonten, und sezernieren IFN-y, das wiede-
rum Monozyten aktiviert und pyrogen wirkt. Monozyten bzw. Makrophagen, die Plas-
modien phagozytiert haben, aktivieren Uber die antigenprasentierenden MHCII-
Molekile CD4+-T-Zellen, die dann weiter differenziert als Tyl-Zellen Monozyten bzw.
als Ty2-Zellen B-Zellen anregen. B-Zellen differenzieren daraufhin zu Plasmazellen und
produzieren die wichtigen AK [20, 21]. Diese, auf den jeweiligen Erregergenotyp spezia-
lisierten AK, stellen die erworbene humorale spezifische Immunantwort dar: Sie binden
an die im Blut frei zirkulierenden Sporozoiten und Merozoiten sowie an befallene Ery-
throzyten und ermdoglichen so jeweils deren Phagozytose durch das MPS. AK gegen
das von den Parasiten an der Erythrozytenmembran exprimierte PFEMP-1 verhindern
zudem Zytoadharenz und Rosetting [22].

1.3 Semiimmunitat

Die auf Gedéachtniszellen und AK beruhende, sterile Immunitét, die bei viralen und bak-
teriellen Infektionen bzw. Impfungen dauerhaften Schutz vor Neuinfektionen bietet,
kommt bei einer P. falciparum-Reinfektion nicht zum Tragen. Die Wirksamkeit der AK ist
insbesondere durch die auRerordentliche Vielfalt der jeweiligen Antigene (AG) qualitativ
gemindert. Grund fur den AG-Polymorphismus ist die Fille an unterschiedlichen Plas-
modien-Genotypen, infolge der meiotischen Rekombination im Moskito [23]. Zudem
scheint es auch im intraerythrozytaren, asexuellen Vermehrungszyklus zu einer Zu-
nahme von Antigenversionen durch AG-Switch zu kommen [24, 25].

Im Regelfall entwickelt sich bei Personen in endemischen Malariagebieten im Laufe von
Jahren, nach wiederholten Infektionen und Erkrankungen, eine so genannte
Semiimmunitat gegen Plasmodien: Diese Menschen sind bei geringer Parasitendichte
chronisch infiziert, bleiben dabei aber neben milder Anamie und Hepatosplenomegalie
in der Regel symptomlos und erkranken auch bei Neuinfektionen nicht oder nur leicht
an Malaria.

Eine weitere relative Immunitat grindet auf hereditdren Resistenz- oder Schutzfaktoren:
Genetische Polymorphismen fuhren direkt zu erschwerten Umweltbedingungen fiir den
Parasiten (bspw. durch Hamoglobinopathien wie HbS, HbC oder a-Thalasséamien [26])

oder indirekt zu einer besonders effektiven Ausbildung der Immunantwort (z.B. durch
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Genvarianten, die fur MHCII, TNF-a, ICAM-1 oder die induzierbare NO-Synthase kodie-
ren [27]).

1.3.1 Die drei Elemente der Semiimmunitat

Die genauen Grundlagen der Semiimmunitat sind wenig bekannt, aufgrund zahlreicher
Studien gehen gangige Modelle aber von Folgendem aus: Einerseits sind die antipara-
sitdr wirkenden Zytokine der unspezifischen Immunabwehr abgeschwacht [28, 29]. An-
dererseits zeigt sich das Immunsystem gegentiber der Endotoxine der Plasmodien tole-
rant (antitoxische Immunitat), sodass es trotz Infektion zu keinen akuten klinischen
Symptomen kommt [30, 31]. Beide Elemente ermdglichen, dass die Infektion - bei nied-
rig gehaltener Parasitendichte - anhalt. Dies ist schlie3lich die Grundlage fir (nicht ge-
nauer entschlisselte) Immunmechanismen, die zu einer Limitierung bzw. Kontrolle von
Neuinfektionen mit Plasmodien fuhren. Dieses dritte Ph&nomen wird mit dem Begriff
Pramunition [32] beschrieben bzw. modellhaft erklart: Die auf die persistierenden Geno-
typen eingestellte, erworbene spezifische Immunantwort kann neu auftretende Plasmo-
dienstamme beim Vorliegen gleicher oder ahnlicher Epitope direkt oder aufgrund von
Kreuzreaktionen kontrollieren bzw. abwehren [31, 33]. Allerdings lief3 sich in der Ver-
gangenheit kein klarer Zusammenhang zwischen identifizierten 1IgG-AK und der Qualitat
der Immunantwort nachweisen [34]. Hingegen wurde in zahlreichen Studien wiederholt
festgestellt, dass bei semiimmunen Individuen die Wahrscheinlichkeit, an Malaria zu
erkranken, umso geringer ist, je hoher die Multiplizitat der Infektion (MOI) liegt bzw.
dass eine polyklonale Infektion (MOI > 1) protektiv wirkt [35-38]. Dabei ist die MOI defi-
niert als die Anzahl differenzierbarer Plasmodien-Genotypen zu einer bestimmten Zeit
im Wirt [37, 39-41] (vgl. 2.2.2.3). Somit gilt die MOI beim semiimmunen Menschen als
Indikator fir das Ausmald der Pramunition. Zugleich ist sie der objektivste Parameter
zum Einschétzen des Ausmal3es der Semiimmunitat [31].

Tabelle 2 bietet eine Ubersicht tiber die drei Elemente der Semiimmunitét.
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Tabelle 2: Die drei Elemente der Semiimmunitat

Mechanismus Ausmalfd Ziel Auswirkung

ermittelbar Gber

abgeschwéchte Parasitendichte keine Eliminierung, son- | ermdglicht Pramunition
antiparasitare Zytokine dern anhaltende, niedrig-

schwellige Parasitdmie

Toleranz Klinische Symptome, | keine klinischen Sympto- | ermdglicht Pramunition
gegeniber Endotoxinen | insh. Fieber* me, insh. kein Fieber;

= keine Eliminierung, son-

antitoxische Immunitat dern anhaltende, niedrig-

schwellige Parasitdmie

persistierende Multiplizitat der hohe Parasitenvielfalt spezifische Immunant-
Plasmodieninfektion Infektion (MOI) wort kontrolliert Neuin-
= fektionen mit gleichen

Pramunition oder &hnlichen Epitopen

* Das Ausmal3 der Toleranz gegeniiber Malariaendotoxinen kann definiert werden lber die mittlere Parasitendichte Xy, bei der

erste Symptome bzw. Fieber auftreten [42].

1.3.2 Entwicklung der Semiimmunitat in hochendemischen Gebieten
Die Semiimmunitat entwickelt sich lediglich in endemischen Malariagebieten und nur

nach wiederholten Infektionen und Erkrankungen [43].

1.3.2.1 Definition Malariaendemiegebiet

Als Malariaendemiegebiete gelten gemall WHO-Kriterien Regionen, in denen tber Jah-
re hinweg konstant messbare Transmissions- und Inzidenzraten vorliegen. Entspre-
chend werden Gebiete hinsichtlich jener zweier Parameter charakterisiert: Bezuglich
der Erregeribertragung wird zwischen Transmissionsgebiet mit oder ohne saisonale
Schwankungen unterschieden und hinsichtlich der Infektionshaufigkeit findet eine Klas-
sifizierung Uber den Anteil (%) der zwei- bis neunjahrigen Kinder statt, bei denen eine
mikroskopisch detektierbare Parasitamie oder eine Splenomegalie vorliegt: Danach wird
die Region als hypo- (0-10%), meso- (11-50%), hyper- (51-75%) oder holoendemisch
(>75%) klassifiziert [44].
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1.3.2.2 Stufen der Immunitatsentwicklung

Im Folgenden soll der Verlauf der Entwicklung vom Saugling hin zum gegen
P. falciparum semiimmunen Jugendlichen speziell in hyper- und holoendemischen
Endemiegebieten beispielhaft aufgezeigt werden, unter Beachtung der drei Elemente
der spateren Semiimmunitat: abgeschwachte antiparasitare Zytokine (gemessen an der
Parasitendichte), antitoxische Immunitat (beurteilt tGber Symptome, insb. Fieber) und

Pramunition (ermittelt Uber die MOI).

In den ersten Lebensmonaten erkranken Kinder nicht an Malaria und weisen nur ge-
ringgradige Parasitendichten auf. lhnen verleihen die im Rahmen des sogenannten
,Nestschutzes* diaplazentar Ubertragenen, mitterlichen IgG-AK eine passive Immunitat
gegen P. falciparum [45, 46]. Zudem wirkt das anhaltende fetale Hamoglobin (HbF) pro-
tektiv [47, 48], da HbF (wie die Hamoglobinopathien, s. 1.3) Replikation und Multiplika-
tion der Plasmodien innerhalb der Erythrozyten erschwert. Nach den ersten 16 - 20 Le-
benswochen schliellich ist sowohl der Titer mutterlicher AK [49, 50], als auch der HbF-
Wert [47] unter das Wirkniveau abgefallen. Damit steigt das Erkrankungsrisiko unmittel-
bar, zusatzlich erhéht durch ein mit zunehmender Korpergrol3e steigendes Expositions-
risiko [51]. Eine Plasmodieninfektion jeglicher Dichte geht dann beim S&ugling mit einer
Malariaepisode einher. Das Immunsystem versucht in deren Verlauf die Parasiten
komplett mittels antiparasitarer Zytokinen zu vernichten, so dass Uber die Erkrankung
hinaus keine niedrigschwellige Parasitamie gehalten werden kann. MOI kann somit in
diesem Alter meist nur im Rahmen von Malariaattacken nachgewiesen werden, ist also
krankheitsassoziiert und spiegelt keine Pramunition wieder [52, 53].

In etwa mit dem zweiten Lebensjahr lasst sich die Entwicklung der Semiimmunitat und
ihrer Einzelfaktoren erkennen: Das Immunsystem toleriert zusehends Parasitamien,
allerdings in gro3em Ausmal3, so dass die Parasitendichte in diesem Alter Spitzenwerte
erreicht [54, 55]. So kommt es sehr haufig zu fieberhaften Malariaattacken, auch weil
die Toleranz gegeniber parasitdren Endotoxinen noch gering ist. MOI steigt in diesem
Alter mit zunehmender Parasitendichte [56]. Mit fortschreitendem Alter gehen asymp-
tomatische Infektionen und eine hohe MOI bereits mit einem Schutz vor Neuinfektionen
einher [35-38, 57].

Ungefahr mit Beginn des sechsten Lebensjahres nehmen Morbiditat und Mortalitat stark
ab, und um das 15. Lebensjahr herum erreicht die Malariainzidenz schlie3lich den an-

haltenden Tiefpunkt [54], die Semiimmunitat ist voll ausgereift.
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Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Ausbildung der Semiimmunitat bzw. deren
Geschwindigkeit von der lokalen Malariaendemizitat abhangt [43]. Dabei entwickeln
sich die Einzelfaktoren der Semiimmunitat bzw. die objektivierbaren Parameter Parasi-
tendichte, Symptome und MOI in unterschiedlicher Geschwindigkeit und Beziehung zu-
einander. Deren jeweilige Aussagekraft Uber den Immunstatus gegen Malaria ist im
Verlauf bislang nur wenig erforscht. Mogliche Korrelationen zwischen der MOI und dem
Malariarisiko im Kleinkindalter stellen einen Teil der Nachforschungen im Rahmen die-

ser Arbeit dar.

1.4 Prophylaktische Eingriffe wahrend der Entwicklung der Semiimmunitat

1.4.1 Grunde und Gefahren

Angesichts der Entwicklung des Immunsystems von Menschen in hochendemischen
Gebieten und der Morbiditats- und Mortalitatsstatistiken [1] wird deutlich, dass die
Wabhrscheinlichkeit, an Malaria zu erkranken und zu versterben, besonders in den ers-
ten funf Lebensjahren sehr hoch ist, und diese Altersgruppe somit besonderen Schut-
zes bedarf. Andererseits wird im Blick auf die Entstehung der Semiimmunitat auch Klar,
dass jegliche Behandlung bzw. Vermeidung von Plasmodieninfektionen bei Sauglingen
und Kleinkindern die Etablierung der Semiimmunitat behindern bzw. verzogern koénnte,
da diese auf wiederholtem Erregerbefall beruht. Aufgrund dieser Kontroverse muissen
Eingriffe gegen Malaria im Kindesalter eingehend tberdacht und ihre Spéatfolgen Uber-
pruft werden. Bislang wurde beobachtet, dass prophylaktische Interventionen die Ent-
wicklung der Semiimmunitat unterbrechen und verzdgern [58-60] und/ oder es unmittel-
bar nach deren Beendigung zu einem Anstieg, einem so genannten Rebound von Mor-
biditat und Mortalitdt kommen kann [6-8, 60-63].

1.4.2 Intermittierende praventive Behandlung von Sauglingen (IPTi)

Das Wissens um die Entwicklung der Semiimmunitéat und die Erkenntnisse Uber die po-
tentiell nachteiligen Spatwirkungen von Interventionen bei Kindern haben in der aktuel-
len Forschung zu dem Konzept der intermittierenden praventiven Behandlung von
Sauglingen mit Antimalariamedikamenten gefiihrt, dem so genannten Intermittent Pre-
ventive Treatment in Infants (IPTi). Dabei wird S&uglingen in Malariaendemiegebieten
wiederholt zu bestimmten Zeitpunkten, unabhangig ihres Infektionsstatus, eine Dosis
eines Antimalariamedikaments mit prophylaktischer Wirkung verabreicht. Auf diese

Weise sollen die Kinder praventiv vor Malaria im ersten Lebensjahr geschitzt werden,
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ohne dass dabei die Grundlage fur die Entwicklung der Semiimmunitat gefahrdet und
ein Reboundeffekt riskiert wird, denn die intermittierende Behandlung erlaubt (im Ge-
gensatz zu einer dauerhaften) durch den zwischenzeitlichen Medikamentenspiegelabfall

das Zustandekommen von Infektionen.

Um die Wirksamkeit von IPTi zu erforschen, wurde dieses Konzept im Verlauf der letz-
ten zehn Jahre u. a. im Rahmen von sechs, jeweils randomisierten, placebokontrollier-
ten Doppelblindstudien in Subsahara-Afrika durchgefuhrt [64-69]. Die mehrmaligen
Interventionen wurden jeweils zum Zeitpunkt der Standardimpfungen im Rahmen des
Impfprogramms EPI durchgefiihrt. Das Medikament der Wahl war jeweils Sulfadoxin-
Pyrimethamin (SP). Neben dem therapeutischen Effekt bietet dieses Kombinationspra-
parat synergistischer Folsaureantagonisten (im Verhaltnis 20:1) aufgrund langer Halb-
wertszeiten (Sulfadoxin ca. acht, Pyrimethamin ca. vier Tage) einen chemoprophylakti-
schen Schutz von mindestens vier Wochen.

Die in Tamale, Nordghana [68] und Afigya Sekyere, Stdghana [67] durchgefihrten
IPTi-SP-Studien bildeten die Grundlage fur die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
Untersuchungen. Deshalb werden deren Ergebnisse zur Wirksamkeit von IPTi
bezuglich der Reduzierung von malariabedingter Morbiditat und Mortalitat im Folgenden

schwerpunktmalfiig vorgestellt.

1.4.3 Ergebnisse IPTi-Studien in Tamale und Afigya Sekyere

Sowohl in Tamale, als auch in Afigya Sekyere erwies sich IPTi-SP im ersten Lebensjahr
als sinnvoll, da die Intervention die Inzidenzdichte von Malaria signifikant sinken lief3, im
hyperendemischen Tamale um 32%, im holoendemischen Afigya Sekyere um 21%.
Ebenso reduzierte IPTi-SP in diesem Zeitraum an beiden Studienorten das Risiko fur
Malaria und Andmie sowie die Félle an Krankenhausaufenthalten [67, 68, 70]. Tabelle 3
bietet eine Ubersicht tiber die Protektive Effektivitat (PE) von IPTi-1 und -2 bis zum
zwolften Lebensmonat. Die Daten entstammen einer gepoolten Analyse durch Aponte
et al. [70].
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Tabelle 3: Protektive Effektivitat von IPTi im ersten Lebensjahr (3. - 12. Lebensmonat)
in % (95% Ki)

Tamale P Afigya Sekyere P
Malaria
- Inzidenz 32,4 (19,6 - 43,2) | <0.001 20,7 (8,7 - 31,2) 0,001
- Risiko 30,7 (19,6 - 40,3) < 0.001 11,4 (-0.6 - 22,1) 0,062
Anamie*
- Risiko 17,0 (0,8 - 30,5) 0,041 11,1 (-4,5 - 24,4) 0,154
Hospitalisierung
- Inzidenz 49,8 (18,5 - 69,0) 0,005 17,8 (-22,4 - 44,8) | 0,334

* Hb < 8g/dl; KI: Konfidenzintervall

Im Gegensatz zu IPTi-1 und -2 bewirkte die Uber das erste Lebensjahr hinweg fortge-
setzte Behandlung in Form von IPTi-3 im 15. Lebensmonat keine nachhaltigen Effekte
mehr [67, 68]. Somit erscheint eine auf das zweite Lebensjahr ausgeweitet Version der
intermittierenden praventiven Behandlung in diesen beiden hochendemischen Gebieten
als nicht sinnvoll. Tabelle 4 bietet eine Ubersicht tiber die PE von IPTi-3 bis zum 21.
Lebensmonat. Die Daten entstammen den Veréffentlichungen von Kobbe et al. [67] und
Mockenhaupt et al. [68].

Tabelle 4: Protektive Effektivitat von IPTi-3 (15. - 21. Lebensmonat) in % (95% KI)

Tamale P Afigya Sekyere P
Malaria
- Inzidenz 9,9 (-5,8 - 23,3) 0,20 -5,2(-24,5-11,1) | 0,56
Anamie*
- Inzidenz 14,3(-9,6-33,1) | 0,22 -9,9(-37,0-11,9) | 0,40
Hospitalisierung
- Inzidenz 13,3 (-26,9 - 40,8) | 0,46 -58,6 (-163,7 - 4,6) | 0,08

* Tamale: Hb < 7g/dI, Afigya Sekyere: < 7,5 g/dl; KI: Konfidenzintervall;

Im Beobachtungszeitrum bis zur Vollendung des zweiten Lebensjahres blieb ein be-
furchteter Reboundeffekt der Intervention fir Malariafélle aus. Postinterventionell wurde

eine Haufung von Fallen von Anéamie in Afigya Sekyere (Hb < 7,5 g/dl) und von schwe-
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rer Malariaanamie in Tamale beobachtete. Obgleich von geringer Zahl und lange erst
lange nach der letzten Dosis von IPTi aufgetreten weisen diese Falle auf die Moglichkeit
eines Rebound hin [67, 68, 70].

Zu keinem Zeitpunkt und an keinem der Studienorte lie3 sich ein Einfluss von IPTi auf

die Mortalitat nachweisen [67, 68].

Die vielversprechenden Ergebnisse zur protektiven Wirkung von IPTi im ersten Lebens-
jahr stimmen mit den anderen vier, bislang mit SP durchgefiihrten Studien ahnlichen
Protokolls in Tansania, Mosambik, Ghana und Gabun Uberein [64-66, 69]. Dies ergab
auch die Gegenuberstellung aller sechs Untersuchungen im Rahmen einer gepoolten
Analyse durch Aponte et al. [70]. Zudem konnten dort keine nachteiligen Auswirkungen
von IPTi im ersten Lebensjahr auf das Risiko fir nachfolgende Falle unkomplizierter
Malaria festgestellt werden. Jedoch zeichnete sich flr den postinterventionellen Zeit-
raum in Navrongo, Ghana ein signifikanter Anstieg von Malariafallen mit hoher Parasi-
tendichte ab [65]. In Ifakara, Tansania hingegen konnte ein tUbers erste Lebensjahr hin-
weg anhaltender Schutz gegen Malaria verzeichnet werden [71].

Festzuhalten bleibt, dass sich das Konzept der intermittierenden praventiven Behand-
lung in hochendemischen Gebieten im ersten Lebensjahr als sinnvoll auszeichnet, da
es in diesem Zeitraum wenngleich nicht die Mortalitdt, so doch die malariabedingte
Morbiditaten effektiv senkt. Jedoch lasst der in Folge von IPTi beobachtete Reboundef-
fekt [65] ebenso wie der entdeckte, kontrare Effekt anhaltenden Schutzes [71] eine Be-

eintrachtigung der Entwicklung der Semiimmunitét durch die Intervention vermuten.

1.4.4 Einfluss von IPTi auf die Entwicklung der Semimmunitat

Bislang liegen zur Auswirkung von IPTi auf die mit dem zweiten Lebensjahr beginnende
komplexe Entwicklung der Semiimmunitat noch keinerlei Studien vor. In der Vergan-
genheit haben sich lediglich vier Studien mit dem Einfluss von Interventionen zur Mala-
riapravention im frihen Kindesalter auf die MOI auseinandergesetzt: Die Wirksamkeit
des Impfstoffes SPf66 untersuchten Haywood et al. bei Sauglingen [72], Beck, Felger et
al. bei Kleinkindern [35]. Letzt genannte analysierten zudem den Effekt dauerhafter Ga-
be von Dapson-Pyrimethamin (DP) bei Séduglingen [8] und Fraser-Hurt und Kollegen die
Wirkung von insektizidimpragnierten Moskitonetzen (ITN) bei ein- bis zweijahrigen Kin-

dern [56]. Hinsichtlich der MOI ergab sich, dass eine Expositionsminderung durch ITN
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keinen Einfluss auf die MOI hatte. Hingegen senkten sowohl die Impfung, als auch die
dauerhafte Chemoprophylaxe mit DP die MOI deutlich, wobei fur letztere Intervention

zugleich ein Reboundeffekt beobachtet wurde.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Vorkehrungen zur Pravention von Malaria im Sauglingsalter laufen Gefahr, die Entwick-
lung der Semiimmunitat und Pramunition negativ zu beeinflussen, und so zu einem
Anstieg der malariabedingten Morbiditat nach Beendigung der Intervention zu fihren [6-
8, 60-63]. Pramunition stellt dabei den Schutz vor Superinfektionen mit P. falciparum
dar, beruhend auf einer persistierenden, polyklonalen Infektion, die es dem Immunsys-
tem erlaubt, neu auftretende Plasmodienstdmme direkt oder aufgrund von Kreuzreak-
tionen zu kontrollieren bzw. abzuwehren [30-32]. Das Ausmald der Pramunition kann
annahernd durch die Anzahl differenzierbarer Plasmodien-Genotypen im Wirt als Mul-
tiplizitat der Infektion (MOI) bemessen werden [8]. Studien haben gezeigt, dass dauer-
hafte Praventionsmaf3hahmen im Kindesalter dazu fiihren, dass die MOI sinkt und post-
interventionell zugleich die Malariainzidenz steigt [8].

Die vorliegende Arbeit soll analysieren, welchen Einfluss das neuartige Préventions-
konzept, die intermittierende praventive Behandlung von Sauglingen (IPTi) mit Sulfa-
doxin-Pyrimethamin (SP), auf die Multiplizitat der Infektion mit P. falciparum beim Klein-
kind hat. AuRerdem soll untersucht werden, in welchem Zusammenhang die MOI in

diesem Alter mit dem prospektiven Risiko fur malariabedingte Morbiditat steht.

Grundlage fir die Untersuchung waren zwei in den Jahren 2003 bis 2005 durchgefihrte
placebokontrollierte, randomisierte, doppelblinde IPTi-Studien in Tamale, Nordghana
und im Afigya Sekyere District, Sidghana, bei denen IPTi die Inzidenz der Malaria im
ersten Lebensjahr um 33% bzw. um 21% reduzierte [67, 68]. Insgesamt wurden 2270
Sauglinge eingeschlossen, die im Alter von drei, neun und 15 Monaten, unabhangig
ihres Infektionsstatus, eine therapeutische Dosis Sulfadoxin-Pyrimethamin oder Place-
bo erhielten. Wahrend der Studienzeit vom dritten bis zum 24. Lebensmonat erfolgten
Nachuntersuchungen in monatlichen (Afigya Sekyere) bzw. in dreimonatlichen (Tamale)
Abstanden. Die Multiplizitat der Infektion wurde im 15. Lebensmonat, sechs Monate
nach der zweiten IPTi-Dosis, untersucht. Auf3erdem wurde die Multiplizitat der Infektion
in Beziehung zum prospektiven Risiko flr nachfolgende Malariaepisoden und Anamien
(Monat 15-24) gesetzt.
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2 Studienaufbau, Material, Methoden

2.1 Studienaufbau

2.1.1 Studienrahmen

Die dieser Arbeit zugrundeliegenden zwei Feldstudien in Afigya Sekyere, Ghana und in
Tamale, Ghana fanden innerhalb des Forschungsprojekts Intermittent treatment with
Sulfadoxine-Pyrimethamine as a Mean of Malaria Control in African Children statt. Die
Studien wurden durch die Deutsche Malariainitiative (BMBF, BMZ, DFG, DAAD) gefor-
dert und unter der wissenschaftlichen Leitung des Bernhard-Nocht-Instituts (BNI) fur
Tropenmedizin, Hamburg und des Instituts fir Tropenmedizin (IfT), Charité-
Universitadtsmedizin Berlin durchgefuhrt.

Die Studien wurden in Ubereinstimmung mit den ethischen Kriterien der Helsinki Dekla-
ration [73] durchgefiihrt und durch einen externen Gutachter als den Qualitdtsanforde-
rungen der Good Clinical Practice konform erachtet. Die ethische Zustimmung wurde
von den zustandigen, ghanaischen Komitees erteilt: den Ethikkomitees der University
for Development Studies, Tamale, des Gesundheitsministeriums der Northern Region,
Tamale und der Medizinischen Fakultat der Kwame Nkrumah University of Science and
Technology, Kumasi.

Von der Verfasserin eigenstandig vorgenommene Untersuchungen umfassten die Ge-
notypisierung der P. falciparum Infektionen und die Bestimmung der Multiplizitat der
Infektion (s. 2.2.2.3).

2.1.2 Studiendesign

Die beiden Feldstudien waren jeweils als placebokontrollierte, randomisierte und dop-
pelblinde Kohortenstudien gestaltet. Im Verlauf des Jahres 2003 wurden an den beiden
Studienorten in Afigya Sekyere und in Tamale insgesamt 2270 S&uglinge rekrutiert, wo-
von die eine Halfte im Alter von drei (IPTi-1), neun (IPTi-2) und 15 (IPTi-3) Monaten
eine therapeutische Dosis Sulfadoxin-Pyrimethamin (125 / 6,25 mg) erhielt, die andere
ein Placebo. Um die unmittelbaren und langerfristigen Auswirkungen von IPTi mit SP zu
erforschen, wurden die Probanden regelmalig auf bestimmte Parameter hin untersucht.
Diese Untersuchungen erfolgten zum Zeitpunkt der Therapiegabe und bei Nachunter-

suchungen, die sich in monatlichen (Afigya Sekyere) bzw. dreimonatlichen (Tamale)
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Abstdnden anschlossen und bis zum Erreichen des 24. Lebensmonats fortgefihrt wur-
den.

Im Hinblick auf die Fragen der vorliegenden Arbeit wurde dabei die MOI bei der letzten
Intervention IPTI-3 fur alle P. falciparum positiv detektierten Proben ermittelt. Fir die
Kohorte in Tamale wurde zudem die MOI im dritten, sechsten, neunten und zwdlften
Lebensmonat fur jeweils 50 positive Stichproben bestimmt. Abbildung 1 bietet eine

Ubersicht tiber die Zeitpunkte der Interventionen und Untersuchungen.

Abbildung 1: Ubersicht Studiendesign
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Der Stichprobenumfang wurde auf der Grundlage der Daten von Schellenberg et al.
extrapoliert: Eine Fallzahl von je 1000 Kindern pro Kohorte wurde als ausreichend ein-
geschatzt, um im Vergleich zwischen Behandlungs- und Placebogruppe einen Ruck-
gang der Inzidenz von Malaria und schwerer Anamie um je 25% zu detektieren [64].

Mittels Blockrandomisierung in Gruppen von je zehn, erhielten jeweils funf Kinder SP
und funf Placebo. Randomisierungs- und Medikamentencodes wurden vor Beginn der
Studie gebildet, von einem unabh&ngigen Dritten verwahrt und erst entschlisselt, als

das zuletzt rekrutierte Kind 24 Monate alt war.
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2.1.3 Studienzeit

Der Beobachtungszeitraum erstreckte sich bei jedem einzelnen Probanden Uber 21
Monate, vom dritten (IPTi-1) bis zum vollendeten 24. Lebensmonat. Damit dauerte die
Feldstudie in Tamale von Marz 2003 bis Juli 2005, in Afigya Sekyere von Januar 2003
bis September 2005. Molekularbiologische und immunologische Diagnostik, Datenver-
arbeitung und statistische Analysen fanden am IfT Berlin und am BNI Hamburg in den
Jahren 2006 bis 2008 statt.

2.1.4 Studienleitung und Studienzentren

Vor Ort wurden die Studien jeweils von einem Studienteam durchgefiihrt: Zwei Arzte,
zwei bis drei Pflegekrafte, zwei bis drei Laborassistenten und zehn bis fiinfzehn Com-
munity Health Worker waren fir Rekrutierung, Untersuchung, Behandlung und Datener-
fassung zustandig. Das Studienzentrum in Tamale war das Bulpeila Health Centre, in
Afigya Sekyere wurde die Studie Uber die jeweiligen Gesundheitszentren der zu dem

Distrikt gehdérenden neun Siedlungen durchgefihrt.

2.1.5 Studienorte
Die beiden Studienorte in Ghana, Westafrika unterscheiden sich beziglich geographi-

scher Lage, Wirtschaft, Klima und Epidemiologie:

Tamale ist die Hauptstadt von Ghanas Northern Region mit einer Bevdlkerungszahl
von ca. 350 000 Menschen und einer Flache von ca. 750 km?. Die Stadt ist landlich ge-
pragt, Haupteinkommensquellen sind Selbstversorgerlandwirtschaft und Kleinhandel.
Das Klima und die Vegetation sind vom Savannentyp, die Regenzeit erstreckt sich von
Mai bis Oktober, die Trockenzeit von November bis April. Das Malariagebiet wird als
hyperendemisch eingestuft, mit ganzjahriger Infektionsgefahr und nur moderaten saiso-
nalen Schwankungen [74]. Entomologische Daten stehen nicht zur Verfiigung.

Wahrend der Zeit der Studiendurchfiihrung war der Gebrauch von Moskitonetzen ge-
ring (3%) [75] und die Kontrolle der Malaria bestand im Wesentlichen aus der prasumti-
ven Behandlung mit Chloroquin mit Heilungsraten unter 50% [76]. SP als Therapeuti-
kum bei Kindern hatte sich in einer vorausgegangenen Studie in 86% der Falle als wirk-
sam erwiesen [77]. Mehr als die Halfte der Kinder, die im Krankenhaus mit schwerer

Malaria aufgenommen wurden, wiesen schwere Anamien auf [78].
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Afigya Sekyere ist ein Verwaltungsgebiet in der Ashanti Region in Siidghana, die Be-
vélkerungszahl wird auf 110 000 geschétzt, die Flache auf 770 km?. Die Wirtschaft der
Region basiert hauptsachlich auf dem Anbau von ,cash crops” wie Coca, Kaffee und
Palmol, obgleich der GrofR3teil der Bevolkerung Selbstversorger sind. Trotz Landwirt-
schaft und Rodungsbau ist das Gebiet nach wie vor weitgehend vom tropischen Re-
genwald bedeckt. Das Klima ist tropisch mit Regenzeiten von Mai bis Oktober [79]. Das
Malariagebiet wird als hyper- bis holoendemisch eingestuft mit ganzjahriger Infektions-
gefahr und nur moderaten saisonalen Schwankungen [79]. P. falciparum Uberwiegt mit
80-90% als Erreger der Malaria, Anopheles gambiae und Anopheles funestus sind die
Hauptibertrager. Moskitonetze wurden zur Zeit der Studie von nur 2% der Bevdlkerung
genutzt [80]. Das Therapeutikum erster Wahl bei Malaria ist seit Marz 2003 Amodia-
quin-Artesunat (s. 2.1.7.2), zuvor wurde hauptsachlich mit Chloroquin behandelt. Jiing-
sten Studien zufolge liegt gegen Chloroquin eine hohe und gegen SP eine moderate

Resistenz vor [81]. Aktuelle, reprasentative Daten zur Anamiepravalenz liegen nicht vor.

2.1.6 Studiengruppen und Probanden
In Tamale umfasste die Geburtskohorte 1200, in Afigya Sekyere 1070 Sauglinge. Die
Kinder wurden im dritten Lebensmonat rekrutiert (zum Zeitpunkt ihrer zweiten Impfung
im Rahmen des EPI) und erhielten dann jeweils ihren individuellen Identifikationscode
und einen Studienausweis. Folgenden Kriterien mussten bei der Rekrutierung von den
Studienteilnehmern erfullt sein:

o schriftliche Einverstandniserklarung der Eltern bzw. der Mutter

o standiger Wohnsitz im Studiengebiet

Kinder, die zu irgendeinem Zeitpunkt der Studie folgende Kriterien erfillten, wurden von
einer (weiteren) Teilnahme ausgeschlossen:

o schweres Untergewicht

o Zeichen angeborener Fehlbildungen

o zerebrale Schaden aufgrund von Asphyxie

o Zeichen hepatischer oder renaler Dysfunktion, die nicht auf Malaria zurtickzufiih-

ren waren
o Uberempfindlichkeitsreaktionen auf Sulfonamide oder Pyrimethamin
o sonstige schwere Nebenwirkungen von SP

o Widerruf der Einverstandniserklarung
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2.1.7 Interventionen

2.1.7.1 PlanmaRige Interventionen: IPTi

SP bzw. Placebo wurde den Probanden (unabhangig ihres P. falciparum-
Infektionsstatus) zum Zeitpunkt der Standardimpfungen im Rahmen des EPI im dritten
(IPTi-1) und neunten Lebensmonat (IPTi-2) verabreicht sowie zusatzlich im 15. Le-
bensmonat (IPTi-3) (vgl. Abbildung 1), jeweils nach Untersuchung, Anamnese und Blut-
abnahme.

Sulfadoxin-Pyrimethamin (Fansidar®, Roche, Schweiz) bzw. Placebo aus Laktose und
Maisstarke (Roche, Schweiz) wurden als Tabletten in feuchtigkeits- und lichtundurch-
lassigen Blisterpackungen zu Verfigung gestellt, optisch waren die Produkte nicht zu
unterscheiden. Die Verpackungen waren bereits im Vorfeld mit den jeweiligen Identifika-
tionscodes bedruckt worden und den Probanden somit klar zuzuordnen. Verum bzw.
Placebo wurden jeweils unter medizinischer Aufsicht eingenommen: Die Tablette wurde
zerkleinert, in Wasser aufgeldst und dann verabreicht. Die Probanden waren anschlie-
Bend 30 min unter Beobachtung und im Falle von Erbrechen wurde die Behandlung
wiederholt. Die Dosis betrug jeweils eine halbe Tablette, was im Falle von SP einer

Menge von 125 mg Sulfadoxin und 6,25 mg Pyrimethamin entspricht.

2.1.7.2 Aullerplanmalige Interventionen: Therapien bei Erkrankungen

Im Falle einer diagnostizierten Malaria (s. 2.3.4) wurden die Kinder medikamentés be-
handelt: in Tamale mit Artesunat (Mepha, Schweiz) Uber funf Tage (8 mg pro kg KG am
ersten, 4 mg pro kg KG an den folgenden Tagen), in Afigya Sekyere mit Artesunat-
Amodiaquin (Sanofi-Aventis, Frankreich) Uber drei Tage (taglich 4 mg pro kg KG Arte-
sunat und 10 mg pro kg KG Amodiaquin). Wurde eine schwere Malaria diagnostiziert
(s. 2.3.4), wurden die Kinder in das nachste Krankenhaus eingewiesen und gemafR den
nationalen Therapierichtlinien behandelt.

Eine nicht arztlich verordnete, eigenstandig durchgefuhrte Antimalariatherapie wurde
bei jedem Besuch durch eine spezifische Medikamentenanamnese Uberprift sowie in
Tamale zum Zeitpunkt von IPTi-3 durch die Untersuchung ausgewabhlter Blutproben auf

Chloroquin- und Pyrimethaminriickstande (s. 2.2.3).

Im Falle eines Hb von < 8 g/dl wurde oral Eisen-(Il)-Sulfat und Folsaure verabreicht.
Folsaure wurde nach erfolgter IPTi aufgrund mdglicher, unerwinschter Wechselwir-

kungen mit SP Uber sieben Tage nicht verabreicht [82]. Alle anderen im Studienzeit-
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raum aufgetretenen Erkrankungen wurden gemafd der nationalen Therapierichtlinien
behandelt [83].

2.1.8 Untersuchungen
2.1.8.1 Untersuchungen IPTi-1, IPTi-2, IPTi-3
Zum Zeitpunkt von IPTi-1, IPTi-2 und IPTi-3 (s. Abbildung 1), zu den regulédren Nachun-
tersuchungen (s. 2.1.8.2) und bei Vorstellung eines Kindes zu jedem anderen Zeitpunkt
wurde eine standardisierte Anamnese erhoben, das Kind von einem Arzt korperlich un-
tersucht, vendses Blut abgenommen und labortechnisch analysiert, und schlief3lich
wurden samtliche Ergebnisse dokumentiert .
Bei der korperlichen Untersuchung und der labortechnischen Untersuchung des Blutes
wurden u.a. folgende, fur die vorliegende Arbeit relevanten Parameter bestimmt:

o Temperatur (°C), tympanisch in Afigya Sekyere, axillar in Tamale (Thermo-

Scan plus IRT 3520, Braun, Deutschland)

o Grofe (cm)

o Gewicht (kg)

o Oberarmumfang (cm)

o mikroskopische Parasitdmie (Parasiten/pl)

o Hamoglobin (g/dl)

zusatzlich zum Zeitpunkt von IPTi-3:
o submikroskopische Plasmodieninfektion fur alle Proben in Tamale
o MOI der Plasmodieninfektion fur alle mikroskopisch pos. Proben, sowie MOI fir
submikroskopisch positive Proben in Tamale
o Chloroquin- und Pyrimethaminkonzentrationen (ng/ml) fir alle Proben aus Tama-

le, bei denen die MOI ermittelt wurde

2.1.8.2 Nachuntersuchungen

Die Kinder wurden zusatzlich zu den Untersuchungen zu den Zeitpunkten der Interven-
tion bis zum vollendeten 24.Lebensmonat in dreimonatlichen (Tamale) bzw. in monatli-
chen Intervallen (Afigya Sekyere) (s. Abbildung 1) in das Studienzentrum einbestellt und

wie oben beschrieben (s. 2.1.8.1) untersucht.
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AulRerdem wurden die Eltern der Probanden aufgefordert, bei jeglichen gesundheitli-
chen Beschwerden bzw. im Falle eines Verdachts auf Malaria mit ihrem Kind beim je-

weiligen Studienzentrum zur Untersuchung vorstellig zu werden.

2.2 Methoden zur Untersuchung der Blutproben
2.2.1 Hamatologische Diagnostik
Die Hamoglobinkonzentration (g/dl) wurde unmittelbar nach der venésen bzw. kapilla-

ren Blutentnahme mittels eines HemoCue Photometers bestimmt.

2.2.2 Parasitologische Diagnostik

2.2.2.1 Mikroskopischer Nachweis und Spezifizierung von Plasmodien

Der mikroskopische Nachweis einer Plasmodieninfektion erfolgte unmittelbar nach der
Blutentnahme nach Ublichem Standard: Blutausstrich und Dicker Tropfen wurden auf
einen Objekttrager aufgetragen fur 30 min in 4% Giemsalosung (pH 7,2) gefarbt,
gespult, luftgetrocknet und schlieBlich unter einem Lichtmikroskop mit einem OlI-
Immersionsobjektiv bei 1000facher VergroRerung untersucht.

Der Blutausstrich diente der Differenzierung der Plasmodienart (P. falciparum, P. vivax,
P. ovale, P. malariae), der Dicke Tropfen erlaubte die Bestimmung der Parasitendichte:
Dabei wurden Plasmodien im asexuellen Stadium pro 200 Leukozyten ausgezahlt (bzw.
pro 500 bei weniger als zehn detektierten), die Dichte wurde in Plasmodien/ul Blut an-

gegeben (unter der Annahme von 8000 Leukozyten/pl Blut).

2.2.2.2 Nachweis submikroskopischer Infektionen

Die molekularbiologischen Untersuchungen wurden in einem Labor am IfT durchge-
fuhrt, um systematische Fehler bspw. durch variable DNA-Qualitat zu relativieren.

Der Nachweis einer submikroskopischen Parasitamie, inklusive der Bestatigung der
Plasmodienspezies, erfolgte molekularbiologisch mithilfe einer speziellen Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) [84]: Die fur P. falciparum, P. ovale und P. malariae spezifischen
DNA-Sequenzen des ssrRNA-Gens wurden mittels geschachtelter PCR amplifiziert, die
Fragmente anschlielend durch Elektrophorese auf mit Ethidiumbromid versetztem,
hochauflosendem Agarosegel aufgetrennt, mittels UV-Belichtung sichtbar gemacht und
photographisch dokumentiert. Die Bestimmung der artspezifischen Banden erfolgte

visuell.
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2.2.2.3 Genotypisierung von P. falciparum und Bestimmung der MOI

Der Bestimmung der Multiplizitat der Infektion ging mit der Genotypisierung der P. falci-
parum Infektionen einher, da die MOI definiert ist als die Anzahl von Plasmodien-
Genotypen im Wirt [37, 39-41].

Da Plasmodien lediglich Uber einen haploiden Chromosomensatz verfiigen, lasst sich
die Klonalitat tber die Zahl verschiedener Genotypen eines Locus bestimmen. Im Sinne
groRtmoglicher Genauigkeit werden standardgemafl mehrere polymorphe Plasmodien-
gene detektiert. Im Rahmen dieser Studie wurden die Proben auf zwei Gene von P. fal-
ciparum hin untersucht, die jeweils fir Merozoite Surface Proteine (MSP) codieren und
fur deren Allele ausgepragte Langenpolymorphismen vorliegen: Gen msp-1 mit den drei
Allelen K1, Mad20 und Ro33 und Gen msp-2 mit den zwei Allelen FC27 und IC/3D7.
Die Detektion dieser Allele bzw. die Genotypisierung der Plasmodien in den Proben
erfolgte mittels PCR und Gelelektrophorese und wurde, ebenso wie die anschlielende
Bestimmung der MOI, von der Verfasserin der vorliegenden Arbeit am IfT Berlin durch-

gefluhrt.

2.2.2.3.1 Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR zur Amplifikation der Allele von msp-1 und msp-2 erfolgte nach dem Protokoll
von Snounou et al. [84]. Die geschachtelte PCR umfasste pro Gen eine aul3ere und je
nach Anzahl der Allele mehrere innere PCRs.

Mittels der aul3eren PCR wurden zunachst die konservativen DNA-Sequenzen von
msp-1 und msp-2 amplifiziert. Dazu wurden 2 ul der zuvor mittels Extraktion (QIAamp
DNA Mini Kit, Qiagen, Deutschland) aus der jeweiligen Probe gewonnen genomischen
DNA in einen Reaktionsansatz von 24 ul gegeben (verwendete Primer und
Zusammensetzung siehe Tabellen 5 und 6). AnschlieBend erfolgte die PCR im
Thermocycler (Biometra, Deutschland) bei 35 Zyklen. Die Abfolge der Reaktionsschritte
ist in Tabelle 7 dargestellt.

Die so gewonnen Amplifikate dienten als Grundlage fur die folgenden, inneren PCRs
zur Amplifikation der Allele von msp-1 und msp-2. Hierzu wurde jeweils 1 pl der ent-
sprechenden Matrize einem Reaktionsansatz von 49 pl beigefugt (verwendete Primer
und Zusammensetzung siehe Tabellen 5 und 8). Dann wurde die PCR im Thermocycler
(Biometra, Deutschland) bei 35 Zyklen durchgefiihrt. Die Abfolge der Reaktionsschritte

ist in Tabelle 9 dargestellt.
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Tabelle 5: Primer fir die PCR- Reaktionsanséatze

Lokus und Allel Name Sequenz
Reaktion Primerpaar Primerpaar
msp-1
auBere PCR M1- OF 5-CTA GAA GCT TTA GAA GAT GCA GTATTG -3
M1- OR 5-CTT AAATAG TAT TCT AAT TCA AGT GGATCA -3
innere PCR K1 M1- KF 5'-AAA TGA AGA AGA AAT TAC TAC AAA AGG TGC-3
M1- KR 5-GCT TGC ATC AGC TGG AGG GCT TGC ACC AGA -3
Mad20 M1- MF 5'-AAA TGA AGG AAC AAG TGG AAC AGC TGT TAC-3
M1- MR 5-ATC TGA AGG ATT TGT ACG TCT TGA ATT ACC-3’
Ro33 M1- RF 5-TAA AGG ATG GAG CAAATACTC AAG TTG TTG-3
M1- RR 5’- CAT CTG AAG GAT TTG CAG CAC CTG GAG ATC-3
msp-2
auRere PCR M2- OF 5-ATG AAG GTAATT AAAACATTG TCT ATT ATA -3’
M2- OR 5-CTT TGT TAC CAT CGG TAC ATT CTT-3’
innere PCR FC27 M2- FCF 5-AAT ACT AAG AGT GTA GGT GCA RAT GCT CCA-3
M2- FCR 5-TTT TAT TTG GTG CAT TGC CAG AAC TTG AAC-3
IC/3D7 M2- ICF 5-AGA AGT ATG GCA GAA AGT AAK CCT YCT ACT -3
M2- ICR 5-GAT TGT AAT TCG GGG GAT TCAGTT TGT TCG -3’
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Tabelle 6: Reaktionsansatz aul3ere PCR (msp-1, msp-2)

Substanz

(und Hersteller)

Volumen (ul)

Stoffmengenkonzentration im Ansatz

H20 19

Puffer 25 10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,
(Amersham, Grof3britannien)

Gelatine 2,5 0,1 mg/ml

(Merck, Deutschland)

dNTP-Gemisch 0,125 je 125 yM dATP, dCTP, dGTP, dTTP
(Invitrogen, USA)

auBerer Primer, Partner A* 0,2 160 nM

(MWG-Biotech, Deutschland)

auBerer Primer, Partner B* 0,2 160 nM

(MWG-Biotech, Deutschland)

HotStarTaq-Polymerase 0,2 1U

(HotStarTag®, Qiagen, Deutschland)

*siehe Tabelle 5

Tabelle 7: Reaktionsschritte &uf3ere PCR (msp-1, msp-2)

Reaktionsschritte Temperatur (°C) Zeit (min)
Denaturierung, initiale 95 15
1. Denaturierung 94 1
2. Primeranlagerung 58 2
35 Zyklen
3. Extension 72 2
Extension, abschlieBende 72 10
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Tabelle 8: Reaktionsansatz innere PCR (K1, Mad20, Ro33 und FC27, IC/3D7)

Substanz

(und Hersteller)

Volumen (ul)

Stoffmengenkonzentration im Ansatz

H,0 38

Puffer 5 10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI,1,5 mM MgCl,
(Amersham, Grof3britannien)

Gelatine 5 0,1 mg/ml

(Merck, Deutschland)

dNTP-Gemisch 0,35 je 175 uM dATP, dCTP, dGTP, dTTP
(Invitrogen, USA)

innerer Primer, Partner A* 0,4 160 nM

(MWG-Biotech, Deutschland)

innerer Primer, Partner B * 0,4 160 nM

(MWG-Biotech, Deutschland)

Tag-Polymerase 0,3 15U

(Amersham, GroRbritannien)

*siehe Tabelle 5

Tabelle 9: Reaktionsschritte innere PCR (K1, Mad20, Ro33 und FC27, IC/3D7)

Reaktionsschritte Temperatur (°C) Zeit (min)
Denaturierung, initiale 95 5
1. Denaturierung 94 1
2. Primeranlagerung 63 2
35 Zyklen
3. Extension 72 2
Extension, abschlieBende 72 5
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2.2.2.3.2 Gelelektrophorese

Die Detektion der gewonnen Amplifikationsprodukte erfolgte mittels Gelelektrophorese,
die die Allele bzw. Allelvarianten aufgrund ihrer Langenpolymorphismen auftrennt und
voneinander unterscheiden lasst.

Fur die dazu verwendeten, hochauflosenden Agarosegele wurden je nach Allel5g, 6 g
oder 7 g Agarose (NuSieve GTG®, Cambrex, USA) in 200 ul TBE-Puffer (90 mM TRIS-
Base/ pH 9,0, 90 mM Borsdure, 2 mM Na,-EDTA) aufgelést und 2 min in einer
Mikrowelle verkocht. AnschlieRend wurde die Flissigkeit mit 5 pl Ethidiumbromid (0,2
pl/ml) versetzt und in einer Gelform bei 4 °C ausgehartet. Die so gewonnen 2,5% igen
Gele dienten der Auftrennung der Amplifikationsprodukte von Allel IC/3D7, die 3% igen
der Auftrennung der Amplifikationsprodukte von FC27 und die 3,5% igen Gele der der
Amplifikationsprodukte von Allelen des Gens msp-1.

Zur Elektrophorese wurden 10 ul der jeweiligen Amplifikationsprodukte mit 0,6 pl Blau-
marker (0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylen Cyanol FF, 40% Glycerol) angefarbt
und in eine Gelsubstrattasche gegeben. Nach der Beladung wurden die in TBE-
Laufpuffer gelagerten Gele unterschiedlich lang einer Spannung von 80 V ausgesetzt
und die Ampflifikationsprodukte so ihrer Gro3e nach aufgetrennt. Die Laufzeit orientierte
sich an der GrofRenordnung der Allele und betrug fir Ro33 ca. 90 min, fur K1, MadZ20,
FC27 120 min und fir IC/3D7 150 min. Um ein Schmelzen der Gele zu verhindern,
wurde das Verfahren unter permanenter Kihlung durchgefiihrt (Lagerung der Gelelekt-
rophoresekammern in Eisbadern).

Die Banden wurden anschlieBend mittels UV-Belichtung sichtbar gemacht und
photographisch mit Hilfe einer Auswertungssoftware (Genetools, Syngene, England)
dokumentiert und bewertet. Dabei erfolgte die Quantifizierung der Allelvarianten Uber
eine visuelle GroRenbestimmung der Banden in Basenpaaren (bp) mit Hilfe eines DNA-
Molekulargewichtsmarkers (20 bp Extended Range DNA Ladder, Cambrex, USA).
Dieser war bei jeder Gelelektrophorese zweifach parallel zu den Proben gelaufen.

2.2.2.3.3 Bestimmung der Multiplizitat der Infektion

Zur Ermittlung der MOI wurden (wie in Tabelle 10 am Beispiel einer Probe dargestellt)
jeweils fur das Gen msp-1 und msp-2 getrennt die Anzahl aller mittels PCR und
Gelelektrophorese detektierten Allelvarianten ausgezahlt und addiert. Standardgemal
ergab die groRere Summe die MOI [37, 39-41]. Somit stellt MOI nicht die maximal

mogliche Anzahl A von genetisch verschiedenen Plasmodien in der Probe dar
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(A = (Ngenvariante Msp1 X Ngenvariante Msp2}), sondern die mit Sicherheit zu bestimmende
Mindestzahl. Der in Tabelle 10 vorgestellte Fall begrindet exemplarisch diese
Definition: Hier kbnnten gegebenenfalls drei msp-1-Fragmente mit jeweils drei der funf

msp-2-Fragmente die gleichen Parasiten darstellen.

Tabelle 10: Bestimmung der MOI am Beispiel einer P. falciparum positiven Blutprobe

msp-1- Gen msp-2- Gen
Amplifizierte Allele Ro33 Mad20 K1 FC27 IC/3D7
GroRRe der 230 200 500 280
Amplifikationsprodukte 255 650 350
(bp) 380
Anzahl der Allelvarianten | O 1 2 2 3
Anzahl der Genvarianten | 3 5
MOI 5

bp: Basenpaare

Konnten nur Allele eines Gens amplifiziert werden, ging die Probe nicht in die Analysen

zur MO als Ziel- und Einflussgré3e mit ein.

2.2.3 Untersuchung auf Rickstande von Chloroquin und Pyrimethamin

Die Bestimmung der Konzentration von Chloroquin und Pyrimethamin im Blut erfolgte
mittels eines enzymgekoppelten Immunadsorptionstests (ELISA) [85] am Academisch
Medisch Centrum, Universiteit van Amsterdam, Niederlande. Die Nachweisgrenze fur

Chloroquin lag bei 10 ng/ml, die fur Pyrimethamin bei 25 ng/ml.

2.3 Definition Einfluss- und Zielgré3en

2.3.1 Studiengruppen

Die Behandlungsgruppe umschliet die Probanden, die zum Zeitpunkt der
Interventionen IPTi-1, -2 und -3 Sulfadoxin-Pyrimethamin verabreicht bekamen, die

Placebogruppe die, die jeweils ein Placebo erhielten.

2.3.2 Infektion

Eine mikroskopische Infektion ist definiert als eine P. falciparum Infektion, die, wie unter

2.2.2.1 beschrieben, mittels Dickem Tropfen unter dem Mikroskop diagnostiziert wurde.
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Eine submikroskopische Infektion ist definiert als eine P. falciparum Infektion, die nicht
mikroskopisch, sondern nur, wie unter 2.2.2.2 beschrieben, mittels PCR festgestellt

werden konnte.

2.3.3 Multiplizitat der Infektion
Der Wert der MOI gibt die Mindestzahl bestimmbarer Plasmodien-Genotypen zu einer

bestimmten Zeit im Wirt wieder [8, 41] (s. 2.2.2.3). Die MOI ist ein verhéltnisskaliertes
Merkmal und wird in ganzen Zahlen angegeben: N = {1,2...}.

MOI = 1 ist als monoklonale, MOI > 1 als polyklonale Infektion definiert.

2.3.4 Malaria

Eine asymptomatische Parasitamie ist definiert als eine asexuelle P. falciparum Parasi-
tamie ohne klinische Symptome, insbesondere ohne Fieber.

Malaria ist definiert als eine asexuelle P. falciparum Parasitamie, einhergehend mit Fie-
ber mit tympanischen Temperaturen = 38,2 °C (Afigya Sekyere) bzw. axillaren Tempe-
raturen = 37,5 °C (Tamale) oder mit spontan berichtetem Fieber in den vergangenen
48 h. Schwere Malaria wurde gemaf der WHO Kriterien definiert [18].

2.3.5 Anémie
Anamie (schwerer Auspragung) ist definiert als ein Hb < 7 g/dl (Tamale) bzw. als ein
Hb < 7,5 g/dl (Afigya Sekyere).

2.4 Statistische Analyse

Die statistischen Berechnungen wurden mit den Programmen Excel 12.0 (Microsoft,
USA), SPSS 15.0 (SPSS Inc., USA), Stata 9.0 Software Program (StataCorp LP, USA)
und R-GUI (Freie Software, www.r-project.org) durchgefuhrt.

2.4.1 Kenndaten der Studiengruppen

Fur die Untersuchung der Assoziation nominaler Merkmale wurde jeweils zunachst die
Nullhypothese Hy (kein Zusammenhang) aufgestellt, bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit
von P < 0,05. Anschlielend wurde der Chi-Quadrat-Test durchgefuhrt. Traf in Folge Ho
nicht zu (P < 0,05), wurde die Alternativhypothese Ha formuliert und ein Zusammen-

hang zwischen den Merkmalen beschrieben.
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Um die Assoziation metrischer Merkmale zu untersuchen, wurde wiederum jeweils zu-
nachst die Hy aufgestellt (bei P < 0,05) und diese mittels des Wilcoxon-Mann-Whitney-
Tests geprift. Lag P < 0,05, wurde ein Zusammenhang zwischen den Merkmalen an-
genommen (Ha).

Fur die Uberprifung eines linearen Zusammenhangs zwischen metrischen Merkmalen
wurde der Spearmans Rangkorrelationskoeffizient rs berechnet. Dabei lautete fir Hp
(kein Zusammenhang) rs = 0 bei einem maoglichen Wertebereich von -1<rs = +1. Traf in
Folge die Nullhypothese nicht zu, wurde Ha formuliert, wobei bei einem Wert von +1 ein
vollstandig positiver bzw. bei einem Wert von -1 ein vollstdndig negativer linearer Zu-
sammenhang angenommen wurde. Eine Alternativhypothese wurde bei einer Irrtums-

wahrscheinlichkeit von P < 0,05 mittels t-Test gepruft.

2.4.2 Einflussgrof3en auf die Polyklonalitat einer Infektion

Um das Ausmall und die Richtung der Assoziation zwischen verschiedenen
unabhangigen Variablen nominaler Art (bspw. Studienort, Intervention) und jeweils der
abhangige binaren ZielgrolRe (polyklonale Infektion) zu bestimmen, wurde das
Chancenverhaltnis, die Odds Ratio (OR) ermittelt und dazu das 95% Konfidenzintervall
(KI 95%) berechnet. Dabei wurde die Nullhypothese Hy (kein Zusammenhang) mit OR =
1 festgelegt. Umschloss das Kl 95% die 1, wurde die Alternativhypothese Ha formuliert,
wobei bei einem Wert von > 1 eine positive bzw. bei einem Wert von < 1 ein negative
Assoziation angenommen wurde.

Weiter wurden die moglicherweise miteinander zusammenhangenden Einflussgréf3en
(bspw. ,aktuelle Malaria®) in ihrer Auswirkung auf die Zielgréf3e mittels logistischem
Regressionsmodell in multivariater Analyse nochmals getrennt voneinander untersucht
und jeweils die adjustierte Odds Ratio (aOR) ermittelt und dazu das 95% Konfidenzin-
tervall (KI 95%) berechnet.

2.4.3 Einfluss des Infektionsstatus auf das prospektive, malariabedingte
Morbiditatsrisiko

Um das Ausmalf3 und die Richtung der Assoziation zwischen den unabhangigen Variab-

len nominaler Art (Infektionsstaus: nicht/ mono-/ polyklonal infiziert) und den jeweiligen,

abhangigen binéren Zielgrél3en (asymptomatische Parasitamie, Malaria, schwere Mala-

ria, Anamie) zu bestimmen, wurden Uber die errechneten Inzidenzdichten (ID) die Inzi-

denzdichten Ratio (IDR) ermittelt und dazu das 95% Konfidenzintervall (KI 95%) be-
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stimmt. Dabei lautete die Nullhypothese Hy (kein Zusammenhang) IDR = 1. Umschloss
das Kl 95% die 1, wurde die Alternativhypothese Hp formuliert, wobei bei einem Wert
von > 1 eine positive bzw. bei einem Wert von < 1 ein negative Assoziation angenom-
men wurde.

Die IDR wurden jeweils mittels negativer Binomialregression berechnet, um die multi-
plen Messungen bei gleichen Kindern und den eventuellen Einfluss einer P. falciparum-
Infektion auf die nachste Infektion zu bertcksichtigen.

Die Inzidenzdichten (ID) von Parasitamien, Malaria, schwerer Malaria und Andmien
wurden jeweils berechnet als die Anzahl aller wahrend der Beobachtungszeit aufgetre-
ten Falle, dividiert durch die Summe der Risikozeiten aller Probanden. Die Risikozeit
eines Probanden begann fur die hier vorgenommenen Analysen im 15. Lebensmonat
mit IPTi-3 und endete mit dem vollendeten 24. Lebensmonat bzw. mit dem Studienab-
bruch oder Tod. Die Risikozeit wurde in Jahren angegeben, als Person-Years-at-Risk
(PYAR). Ein diagnostizierter Fall von Parasitamie, Malaria, schwerer Malaria oder Ana-
mie wurden jeweils als Episode gewertet: Probanden wurden Uber einen Zeitraum von
21 Tagen als auRRerhalb der Risikozeit fir den jeweiligen Parameter betrachtet, um eine

Mehrfachz&hlung von Féllen gleicher Ursache zu vermeiden

Die Querschnittuntersuchung zur Analyse der EinflussgroRen auf die MOl im 15. Le-
bensmonat erfolgte gemaf einer Per-Protocol-Analyse, so dass die Berechnungen nur
fur die Kinder durchgefiihrt wurden, die zu IPTi-3 erschienen waren. Die Langsschnitt-
untersuchung zur Analyse der Beziehung zwischen der MOI und dem prospektiven Ri-
siko nachfolgender Malaria- und Anamieepisoden (15. bis 24. Lebensmonat) wurde im
Sinne einer Intention-to-Treat-Analyse ausgefuihrt, d.h. dass die Kalkulationen mit der
Anzahl aller zu IPTi-3 anwesenden Kinder erfolgte, unabhangig ihrem anschlieRenden
Teilnahmeverhalten an der Studie. Wurde ein Kind zu einer Nachuntersuchung nicht
vorstellig, so wurde es als gesund gewertet, erschien es an zwei aufeinander folgenden

Terminen nicht, wurde es aus der Wertung genommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Studiengruppen

Im Verlauf des Jahres 2003 wurden in Tamale 1200 drei Monate alte Sauglinge rekru-
tiert, in Afigya Sekyere 1070. Die Querschnittuntersuchung ein Jahr spéater erfolgte in
Tamale fur 1086 der Kinder, in Afigya Sekyere fir 964. Die Langsschnittuntersuchung
mit einer Datenerhebung bis zum zweiten Geburtstag wurde in Tamale fur 1047 der
Probanden durchgefihrt, in Afigya Sekyere flir 887. Basisdaten zum Zeitpunkt der Rek-
rutierung und Querschnitterhebung werden im Folgenden jeweils fur die beiden Kohor-

ten getrennt und im Vergleich dargestellt, ebenso wie das jeweilige Teilnahmeverhalten.

3.1.1 Basisdaten zum Zeitpunkt der Rekrutierung und Teilnahmeverhalten

3.1.1.1 Tamale

Behandlungsgruppe und Placebogruppe der Kohorte Tamale glichen sich zum Zeit-
punkt der Rekrutierung in Umfang und bezuglich samtlicher Kenndaten: Wie Tabelle 11
zeigt, gab es aul3er einem héheren Hb-Wert in der Placebogruppe (P = 0,009) zwischen
den Studiengruppen keine weiteren signifikanten Unterschiede hinsichtlich demographi-

scher, anthropometrischer und klinischer Parameter.

Ebenso glichen sich Behandlungs- und Placebogruppe in ihrem Teilnahmeverhalten im
Verlauf der Studie: Wie Abbildung 2 zeigt, gab es auch zum Zeitpunkt von IPTi-2 und
IPTi-3 keine signifikanten Altersunterschiede, weiterhin war der Anteil bestandiger Stu-
dienteilnehmer zwischen den Studiengruppen jeweils ausgeglichen (IPTi-1: P = 1; IPTi-
2: P =0,881; IPTi-3: P = 1; 24. Lebensmonat: P = 0,874). Insgesamt konnten 90,5% der
Probanden zum Zeitpunkt von IPTi-3 auf die MOI hin untersucht werden und 87,3%

nahmen bis ans Ende der Studie teil.
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Tabelle 11: Basisdaten Kohorte Tamale zum

3. Lebensmonat

Zeitpunkt der

Rekrutierung im

Parameter Placebo-Gruppe | SP-Gruppe
(n = 600) (n = 600)

Demographische u. | weibliches Geschlecht, %, (n) 50,0 (300) 49,5 (297)
anthropometrische | gnische Gruppe, Dagomba, %, (n) | 96,5 (597) 94,8 (569)
Parameter GroRe Haushalt

- Personen, x+SD 122+7,5 12,6 9,1

Alter

- Monate, x = SD 2,36 £0,48 2,33+£0,48

Gewicht

- kg, x+SD 5,60 £ 0.93 5,58 £ 0,87

Gewicht- Alter Relation

- Z-Wert, x £ SD -0,29 £ 1,28 -0,32+1,23

Gewicht- GréRe Relation

- Z-Wert, ¥ £ SD -0,73+£1,92 -0,83+1,90

Grol3e- Alter Relation

- Z-Wert, x £ SD -0,08 £ 1,80 -0,04£1,72

Oberarmumfang

- cm,x+SD 14,12+ 1,35 14,10+ 1,39
Klinische P. falciparum Parasitamie, %, (n) 3,8 (23) 1,8 (11)
Parameter Parasitendichte, n Parasiten/pl, Xzeom | 7556 7096

Fieber %, %, (n) 4,8 (26) 4,4 (24)

Fierberanamnese ° (48h), %, (n) 17,2 (103) 17,4 (104)

Hb, g/dl, x £ SD 10,15+ 1,12 10,32 £ 1,12*
* P <0,05;

2: axillare Temperaturen = 37,5 °C; " spontan berichtetes Fieber in den vergangenen 48 h;

SD: Standardabweichung; Xg.on: delogarithmiertes arithmetisches Mittel X der logarithmischen Einzelwerte;

Z-Werte (= [Messwert - Mittelwert der Referenzgruppe]/SD) wurden auf der Grundlage der World Health Organization Global Data-

base on Child Growth and Malnutrition berechnet;
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Abbildung 2: Studienverlauf Tamale, Placebo- vs. Behandlungs(SP)- Gruppe
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3.1.1.2 Afigya Sekyere

Behandlungsgruppe und Placebogruppe der Kohorte Afigya Sekyere entsprachen sich
zum Zeitpunkt der Rekrutierung in Umfang und hinsichtlich samtlicher Kenndaten: Wie
Tabelle 12 zeigt, gab es keine signifikanten Unterschiede bei den demographischen,

anthropometrischen und klinischen Parametern.

Auch im Verlauf der Studie glichen sich Behandlungs- und Placebogruppe in ihrem
Teilnahmeverhalten: Wie Abbildung 3 zeigt, gab es zwischen den Studiengruppen zu
keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede beziglich des Anteils bestandiger Studien-
teilnehmer (IPTi-1: P = 1; IPTi-2: P = 0,858; IPTi-3: P = 0,870; 24. Lebensmo-
nat: P = 0,823). Insgesamt konnten 90,0% der Probanden zum Zeitpunkt von IPTi-3 auf

die MOI hin untersucht werden und 82,9% nahmen bis ans Ende der Studie teil.

Tabelle 12: Basisdaten Kohorte Afigya Sekyere zum Zeitpunkt der Rekrutierung im

3. Lebensmonat

Parameter Placebo-Gruppe SP-Gruppe
(n =535) (n =535)
Demographische u. | weibliches Geschlecht, %, (n) 50,8 (272) 49,3 (264)

anthropometrische | ajier pei IPTi-1
Parameter

- Monate, (¥ £ SD) 2,87 +£0,37 2,87 £ 0,40

GroRe-Alter Relation bei IPTi-1

- Z-Wert, (¥ = SD) 031+1,1 0,43+1,2
Klinische P. falciparum Parasitamie, %, (n) | 13,5 (72) 16,1 (86)
Parameter Malaria, %, () 1,9 (10) 1,5 (8)

Hb, g/dI, (¥ + SD) 10,3+1,3 10,4 + 1,4

SD: Standardabweichung;
Z-Werte (= [Messwert - Mittelwert der Referenzgruppe]/SD) wurden auf der Grundlage der World Health Organization Global Data-
base on Child Growth and Malnutrition berechnet;
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Abbildung 3: Studienverlauf Afigya Sekyere, Placebo- vs. Behandlungs(SP)- Gruppe
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3.1.1.3 Die Kohorten im Vergleich

Beim Vergleich der beiden Kohorten zum Zeitpunkt der Rekrutierung, dargestellt in Ta-
belle 13, ergab sich, dass die Kinder in Tamale im Durchschnitt signifikant jinger waren
als die in Afigya Sekyere (P < 0,001). AuRerdem lag die Pravalenz mikroskopischer
P. falciparum Parasitamien mit 14,8% in Afigya Sekyere in etwa um das siebenfache
Uber der in Tamale (P < 0,001).

Tabelle 13: Basisdaten Kohorten Tamale und Afigya Sekyere zum Zeitpunkt der

Rekrutierung im 3. Lebensmonat

Parameter Tamale Afigya Sekyere
(n =1200) (n =1070)
Placebo-Gruppe, % (n) 50,0 (600) 50,0 (535)
Demographische u. | weibliches Geschlecht, % (n) 49,8 (597) 49,9 (534)
anthropometrische | Ajier
Parameter
Monate, (¥ £ SD) 2,35+0,48 2,87 + 0,39*
Grolie-Alter Relation
Z-Wert, (x £ SD) -0,06 + 1,76 0,37+1.2
Klinische mikrosk. P. falciparum Parasitamie, %, (n) | 2,8 (34) 14,8 (158)*
Parameter Malaria, %, (n) 1,8 (22) 1,7 (18)
Fieber, %, (n) 4,2 (50) (keine Angaben)
Hb, g/dl, (x £ SD) 10,2+ 1,12 10,4+1,4
* P <0,05;

mikrosk.: mikroskopisch; SD: Standardabweichung;
Z-Werte (= [Messwert - Mittelwert der Referenzgruppe]/SD) wurden auf der Grundlage der World Health Organization Global Data-

base on Child Growth and Malnutrition berechnet;

Im Verlauf der Studie glichen sich die Kohorten Tamale und Afigya Sekyere in ihrem
Teilnahmeverhalten. Es ergaben sich zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede
hinsichtlich des Anteils bestandiger Studienteilnehmer. In beiden Kohorten erhielten
100% der Studienteilnehmer IPTi-1, IPTi-2 wurde in Tamale bei 93,9% und in Afigya
Sekyere bei 95,1% der Probanden durchgefthrt (P = 0,830). Im 15. Lebensmonat er-
hielten in Tamale 90,5% IPTi-3 und wurden zugleich auf die MOI hin untersucht, in Afi-

gya Sekyere waren es 90,0% (P = 0,794). In Tamale nahmen 87,3% der Probanden bis
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ans Ende der Studie teil, in Afigya Sekyere waren es 82,9% (P= 0,410), so dass sich
insgesamt der Anteil bestandiger Studienteilnehmer auf 85,2% belief.

3.1.2 Basisdaten zum Zeitpunkt der Untersuchung der MOI im 15. Lebensmonat
In Tabelle 14 ist der Vergleich der Kenndaten beider Kohorten im 15. Lebensmonat,
zum Zeitpunkt der Untersuchung der MOI, dargestellt: Der Anteil der jeweiligen Stu-
diengruppen (SP/ Placebo) war gleichverteilt (P = 0,873), trotz einer im Verlauf der Stu-
dien jeweils reduzierten Teilnehmerzahl. Der Zeitpunkt von IPTi-3 bzw. der Erhebung
der MOI fiel in Tamale ca. anderthalbmal so haufig wie in Afigya Sekyere in die Regen-
zeit (jeweils Mai bis Oktober) (P = 0,001).

Bezuglich der klinischen Daten ergaben sich Unterschiede auf zumeist signifikantem
Niveau. Die Kohorte aus Afigya Sekyere wies in etwa doppelt so haufig Falle mikrosko-
pischer Parasitamien auf (P < 0,001) und eine ca. anderthalbfache Anzahl an Malaria-
fallen (P = 0,007), jedoch weniger Falle milder (Hb < 11 g/dl) und schwerer Anamie
(Tamale: Hb < 7 g/dl, Afigya Sekyere: < 7,5 g/dl) (P < 0,001 bzw. P < 0,009), bei einem
deutlich héheren Hamoglobinwert (P < 0,001). Dagegen waren bei der Kohorte Tamale
die Parasitendichten grenzwertig erhéht (P = 0,05), und Fieber trat dort in etwa doppelt
so haufig auf (P < 0,001).

Retrospektiv hatten die Probanden in Afigya Sekyere mit einem Anteil von 66% etwa
doppelt so haufig eine asymptomatische Parasitamie erlitten (P < 0,001), als auch signi-
fikant haufiger eine Malaria (P = 0,014). Im Mittel erlitt dort ein Kind 1,2 Malariaepisoden
zwischen dem dritten und 15. Lebensomanat, in Tamale hingegen waren es nur x = 0,7

Episoden.

Wie Abbildung 4 veranschaulicht, war unter den im 15. Lebensmonat mit P. falciparum
infizierten Kindern (submikroskopische und mikroskopische Falle) der Anteil der Place-
bogruppe (Tamale: 51,1%, Afigya Sekyere: 49,0%) und der SP-Gruppe (Tamale:
48,9%, Afigya Sekyere: 51,0%) jeweils ausgeglichen und es ergaben sich bei der Ver-

teilung keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Kohorten (P = 0,651).
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Tabelle 14: Basisdaten Kohorten Tamale und Afigya Sekyere im 15. Lebensmonat

Parameter Tamale Afigya Sekyere
(n = 1086) (n =953)
Placebo-Gruppe, % (n) 50,1 (544) 50,2 (478)
weibliches Geschlecht, % (n) 50,2 (545) 49,3 (470)
IPTi-3/Datenerhebung z. Regenzeit, % (n) | 77,9 (935) 47,9 (512)*
Klinische Daten P. falciparum Parasitamie, % (n)
15. Lebensmonat | . mikroskopisch 11,0 (119) 24,0 (229)*
- submikroskopisch 13,1 (142) -
- gesamt 24,0 (261) 24,9% (117)

Parasitendichte, Parasit./pl, X;eom (95%KI)

2312 (1599-3344)

1455 (1105-1917)

Malaria, % (n) 7,4 (80) 11,1 (106)*
Fieber 2, % (n) 12,8 (139) 6,1 (58)*
Fieberanamnese ° (48h), % (n) 31,7 (344) 31,8 (303)
Hamoglobin, g/dl, x + SD 89+14 9,9+1,6*
Anamie (Hb < 11 g/dl), % (n) 94,0 (1020) 74,4 (709) *
Anéamie (Hb <7 bzw. 7,5 g/dl), % (n) 8,0 (87) 4,9 (47)*
Klinische Daten Anteil Probanden mit vorangeg. Episoden
retrospektiv, - asymptomatische Parasitamie, % (n) | 34,0 (369) 66,0 (629)*
3.- 15. Lebens- -
- Malaria, % (n) 50,1 (544) 60,1 (573)*
monat
Anzahl vorangeg. Episoden pro Proband
- asymptom. Parasitamie, x (Bereich) 0,4 (0-4) 1,4 (0-9)*
- Malaria, x (Bereich) 0,7 (0-5) 1,2 (0-8)*
* P <0,05;

& tympanische Temperaturen 2 38,2 °C (Afigya Sekyere) bzw. axillaren Temperaturen 2 37,5 °C (Tamale);

®: spontan berichtetes Fieber in den vergangenen 48 h;

SD: Standardabweichung; KI: Konfidenzintervall; X,.,m: delogarithmiertes arithmetisches Mittel X der logarithmischen Einzelwerte;
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Abbildung 4: Anteil der im 15. Lebensmonat P. falciparum Infizierten in Abhangigkeit der
Studiengruppe
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Fir die Abbildung wurden sowohl mikroskopisch als auch submikroskopisch P. falciparum positive Proben beachtet.

3.2 Multiplizitat der Infektion

3.2.1 Erfolgsquoten bei der Bestimmung der MOI

Die Bestimmung der MOI fur P. falciparum positive Proben erwies sich auch nach auf-
wendigen Versuchen (wiederholte Genotypisierungsversuche bei Variation der PCR-
Reaktionsansatze) als schwierig, von insgesamt 659 zu untersuchenden Proben konnte
die MOI bei 526 (Erfolgsquote 80%) ermittelt werden.

Aufgrund logistischer Probleme lagen fur die stichprobenhafte Analyse der MOI zum
Zeitpunkt der Rekrutierung im dritten Lebensmonat aus Tamale nur 19 von 34 positiv
getesteten Proben vor. Von diesen konnte fir 15 die MOI bestimmt werden (79%).

Bei der Untersuchung der MOI der Kohorte Tamale im ersten Lebensjahr ergab sich far
die 50 P. falciparum positiven Stichproben je Untersuchungszeitpunkt, dass im sech-
sten Lebensmonat bei 40 von 50 (80%) mikroskopisch positiven Proben die MOI ermit-
telt werden konnte, fir den neunten Lebensmonat betrug die Quote 44/50 (88%), fur
den zwdlften 38/50 (76%). Die beschriebenen Unterschiede der Erfolgsquoten waren im
Vergleich nicht signifikant (P jeweils > 0,05).
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Bei der Untersuchung der MOI beider Kohorten im 15. Lebensmonat fur alle P. falcipa-
rum positiven Proben konnte fur die Kohorte Afigya Sekyere von 229 mikroskopisch
positiven Proben bei 173 die MOI bestimmt werden (76%). Bei der Kohorte Tamale la-
gen 119 mikroskopisch positive Proben vor, wovon sich bei 104 die MOI bestimmen liel3
(87%). Von den 142 submikroskopisch positiven Proben konnte bei 112 die MOI be-
stimmt werden (79%). Der Unterschied zwischen dem Anteil erfolgreicher Bestimmung-
en fur die mikroskopisch und submikroskopisch positiven Proben war nicht signifikant (P
= 0,10). Wie Abbildung 5 illustriert, war dagegen aber der Anteil erfolgreicher Bestim-
mungen fur die Kohorte Afigya Sekyere im Vergleich zu dem der Kohorte Tamale signi-
fikant niedriger, sowohl unter alleiniger Betrachtung der mikroskopisch positiven Proben
(P = 0,009) als auch aller Proben (P = 0,049).

Abbildung 5: Erfolgsquoten (%) bei der Bestimmung der MOI im 15. Lebensmonat in
Abhéangigkeit des Studienortes
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3.2.2 Altersverlauf der MOI in Tamale: Dritter bis 15. Lebensmonat

Die Untersuchung der MOI in Tamale fur 19 mikroskopisch P. falciparum positive Stich-
proben aus dem dritten und fur je 50 aus dem sechsten, neunten und zwdlften Lebens-
monat sowie fir alle 104 mikroskopisch positiven Proben im 15. Lebensmonat zeigt,

dass die MOI im ersten Lebensjahr bei einem Mittelwert x von 2,13 — 2,17 relativ kons-
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tant lag und erst zu Beginn des zweiten Lebensjahres auf x = 2,57 anstieg (p = 0,10)
(siehe Abbildung 6). Der Vergleich der beiden Studiengruppen ergab, dass IPTi zu kei-

nem der Zeitpunkte einen signifikanten Einfluss auf die MOI hatte (P > 0,5).

Abbildung 6: Verlauf der Multiplizitdt der Infektion in Tamale vom dritten bis zum
15. Lebensmonat
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3.2.3 MOI im 15. Lebensmonat

Bei der Bestimmung der MOI aller P. falciparum positiver Proben im 15. Lebensmonat
ergaben sich fir die Kohorte Tamale MOI-Werte zwischen 1 und 5 und fur die Kohorte
Afigya Sekyere zwischen 1 und 6. Abbildung 7 bietet eine Ubersicht tber die unter-
schiedlichen MOI-Werte der Proben und gibt deren absolute und relative Haufigkeit in

den beiden Kohorten an.
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Abbildung 7: Anzahl (n) und Pravalenz von MOI-Werten in Tamale und Afigya Sekyere,
15. Lebensmonat
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3.3 Einflussgrofien auf die Multiplizitat der Infektion

3.3.1 Studienort

Die Unterschiede zwischen den Kohorten hinsichtlich des MOI-Mittelwertes und des
Anteils polyklonaler Infektionen fasst Tabelle 15 zusammen und verdeutlicht, dass kein

signifikanter Zusammenhang zwischen dem Studienort und den MOI-Werten bestand.

Tabelle 15: Vergleich von MOI-Mittelwert und Anteil polyklonaler Infektionen zwischen
den Studienorten unter Berlcksichtigung der Infektionsnachweismethode,

15. Lebensmonat

MOI x + SD P Polyklonale Infektionen (%) P

Tamale Afigya Sekyere Tamale Afigya Sekyere
mikroskopisch | 2,57 £ 1,21 2,30+£1,15 0,07 78,8 70,5 0,555
gesamt 2,28 £1,65 0,89 69,0 0,890

SD: Standardabweichung
gesamt fasst mikroskopisch und submikroskopisch detektierte P. falciparum Proben zusammen
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3.3.2 Infektionsnachweismethode

Die Differenzen zwischen den Infektionsnachweismethoden beziglich des MOI-
Mittelwertes und des Anteils polyklonaler Infektionen fasst Tabelle 16 nochmals zu-
sammen und verdeutlicht, dass MOI x mikroskopischer Proben jeweils signifikant Gber

dem submikroskopischer Proben mit x = 2,02 lag.

Tabelle 16: Vergleich von MOI-Mittelwert und Anteil polyklonaler Infektionen zwischen
den Infektionsnachweismethoden unter Berlcksichtigung des  Studienorts,

15. Lebensmonat

MOI x + SD P Polyklonale Infektionen (%) P
mikroskop. submikroskop. mikroskop. submikroskop.
gesamt 2,40+ 1,17 2,02 £1,08 0,003 52,4 59,8 0,247
Tamale 257+1,21 0,0006 | 78,8 0,196
Afigya Sekyere | 2,30 £ 1,15 0,041 70,5 0,194

SD: Standardabweichung

gesamt fasst die Proben aus Tamale und Afigya Sekyere zusammen

3.3.3 IPTi

Der in Tabelle 17 aufgefuhrte Vergleich der beiden Studiengruppen (Placebo/ SP) hin-
sichtlich der MOI im 15. Lebensmonat ergab, dass IPTi-1 und -2 weder einen Einfluss
auf den mittleren MOI-Wert, noch auf den Anteil polyklonaler Infektionen hatten, auch
unter Bericksichtigung der Studienorte und der Infektionsnachweismethoden. Der
mittlere MOI-Wert war in der Placebo-Gruppe nur tendenziell erhéht, der Anteil

polklonaler Infektionen war in beiden Studiengruppen annéhernd gleich.
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Tabelle 17: Vergleich von MOI-Mittelwert und Anteil polyklonaler Infektionen zwischen

den Studiengruppen unter Bertcksichtigung von Studienort und
Infektionsnachweismethode, 15. Lebensmonat
MOI x + SD P Polyklonale Infektionen (%) P
Placebo SP Placebo SP
beide Kohorten
- gesamt 2,33+£1,18 2,25+1,14 | 0,55 69,7 69,6 0,99
- mikroskopisch 2,38+1,17 242+1,17 | 0,78 62,5 57,1 0,56
Tamale
- gesamt 2,35+1,23 2,22+1,11 | 0,48 68,2 69,8 0,80
- mikroskopisch 250+1,24 2,64+1,73 | 0,59 74,1 84,0 0,22
- submikroskopisch | 2,20 + 1,25 1,84+1,01 | 0,17 62,5 57,1 0,56
Afigya Sekyere
- mikroskopisch 2,31+£1,15 2,29+1,16 | 0,92 71,6 69,4 0,75

SD: Standardabweichung

gesamt fasst mikroskopisch und submikroskopisch detektierte P. falciparum Proben zusammen

3.3.4 Chloroquin und SP
Pyrimethamin konnte bei einer Nachweisgrenze von 25 ng/ml bei keiner der 202 ver-

fugbaren Proben nachgewiesen werden, Chloroquin bei einer Nachweisgrenze von 10

ng/ml bei 59 Proben (29%), wobei der Median der Konzentration bei ¥ = 65 ng/ml (Be-

reich: 10 - > 800 ng/ml) lag. Wie Tabelle 18 zeigt, war kein signifikanter Zusammenhang

zwischen Chloroquinriickstanden und dem Mittelwert der MOI oder dem Anteil polyklo-

naler Infektionen

festzustellen.

Tabelle 18: Vergleich von MOI-Mittelwert und Anteil polyklonaler Infektionen zwischen

Proben mit und ohne Chloroquinriickstdnde, Tamale, 15. Lebensmonat

MOI (x) P Polyklonale Infektionen (%) P
Chloroquin pos. | Chloroquin neg. Chloroquin pos. Chloroquin neg.
2,17 2,24 0,90 70,7 67,4 0,65

Chloroquin positive Proben (n) = 59

Chloroquin negative Proben (n) = 143;
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3.3.5 Parasitendichte

Parasitendichte (logip) und MOI mikroskopischer Proben korrelierten an beiden Stu-
dienorten positiv miteinander. Allerdings war der Zusammenhang nur in Afigya Sekyere
auf signifikantem Niveau bei einem Spearmans Rangkorrelationskoeffizient (rs) von
0,175 (P =0,02). In Tamale lag rs bei 0,016 (P = 0,87).

3.3.6 Anamie

Fur den Zusammenhang von Hb-Konzentration und MOI ergab sich eine negative Kor-
relation rs = - 0,126 auf signifikantem Niveau (P = 0,01).

Die Andmiepravalenz unter den Kindern mit polyklonaler Infektion war signifikant hoher
als die unter den monoklonal infizierten (RR: 1,07; P = 0,01). Dieser Zusammenhang
bestétigte sich auch bei der Ermittlung der Odds Ratio, adjustiert fir Studienort, Inter-
vention, Parasitamie und Malaria (aOR: 2,92; 95%KI: 1,2 - 7,1; P = 0,02).

3.4 Einflussgrofien auf die Polyklonalitat einer Infektionen

Nach den oben beschriebenen und in den Tabellen 15 bis 17 dargestellten Analysen
des Zusammenhangs zwischen polyklonalen Infektionen und den Faktoren Intervention
und Studienort wurde fir diese und weitere mdgliche Einflussfaktoren zusatzlich das
Ausmal} und die Richtung der Assoziation mittels der Odds Ratio (OR) bestimmt. Die
Untersuchung erfolgte sowohl in uni- als auch in multivariater Analyse und wurde fir
alle mikroskopisch polyklonalen Infektionen unter Beachtung der Faktoren Intervention,
Studienort, Parasitendichte, aktuelle Malariaepisode und vorangegangene Malariaepi-
sode durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 19 dargestellt.

Auch bei multivariater Analyse zeigte sich, dass die Interventionen IPTi-1 und -2 keinen
Effekt auf die MOI bzw. den Anteil polyklonaler Infektionen hatten. Ebenso wenig ergab
sich ein Zusammenhang des Parameters Studienort hinsichtlich polyklonaler Infektio-
nen.

Beziiglich des Einflusses klinischer Parameter auf die MOI ergab sich bei univariater
Analyse ein positiver Zusammenhang zwischen polyklonalen Infektionen und der Para-
sitendichte (logio) sowie zwischen polyklonalen Infektionen und einer aktuellen Malaria-
episode. Ohne Signifikanz blieb in univariater Analyse der Zusammenhang zwischen
polyklonalen Infektionen und vorangegangenen Malariaepisoden: Der Anteil polyklona-
ler Infektionen war bei Kindern mit vorangegangenen Malariaepisoden gegeniber Kin-

dern mit blander Infektionsgeschichte nur grenzwertig erniedrigt.
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Bei multivariater Analyse blieb hinsichtlich des Einflusses klinischer Parameter auf den
Anteil polyklonaler Infektionen nur der Zusammenhang zu aktueller Malaria bestehen:
Kinder mit einer aktuellen Malariaepisode wiesen signifikant haufiger polyklonale Infek-

tionen auf als asymptomatische Kinder.

Tabelle 19: EinflussgrofRen auf den Anteil mikroskopisch polyklonaler Infektionen im

15. Lebensmonat

n Polyklonale | Univariate Analyse Multivariate Analyse*
Infektion OR (95 KI%) P aOR (95 K1%) P
(%)
nicht klinische GréRen
Intervention (IPTi-1,-2)
- Placebo 142 | 72,5 1 1
- SP 135 | 74,8 1,12 (0,64 -1,99) | 0,67 0,93 (0,52-1,64) | 0,79
Studienort
- Tamale 104 | 78,8 1 1
- Afigya Sekyere 173 | 70,5 0,64 (0,35-1,18) | 0,13 0,53 (0,28-1,03) | 0,06
klinische Gréf3en
Parasitendichte (/ul)
- logio 277 | n. z. 1,48 (1,08 - 2,03) | 0,01 1,38 (0,99 - 1,94) | 0,06
aktuelle Malaria
- nein 114 | 64,0 1 1
- ja 163 | 80,4 2,30 (1,29 - 4,11) | 0,002 2,35(1,27 - 4,32) | 0,006
vorangeg. Malaria
- nein 72 | 81,9 1 1
- ja 205 | 70,7% 0,53 (0,26 —1,09) | 0,06 0,51 (0,25 - 1,05)° | 0,07

* adjustiert fur: Intervention, Studienort, aktuelle Malaria, vorangegangene Malaria, Parasitendichte;
OR: Odds Ratio; aOR: adjustierte Odds Ratio; Kl: Konfidenzintervall;
n. z.: nicht zutreffend; vorangeg.: vorangegangene
a5 Anteil polyklonaler Infektionen in Abhangigkeit des Zeitraums seit der letzten Malariaepisode und jeweiliges AusmaB und Rich-
tung der Assoziation: < 8 Wochen (n = 65), 76,9%, aOR(95%KiI): 0,73 (0,30 - 1,78)
8 - 16 Wochen (n = 62), 72,6%, aOR(95%KI): 0,72 (0,29 - 1,76)
>16 Wochen (n = 78), 64,1%, aOR(95%KIl): 0,32 (0,14 — 0,73)

51




3 ERGEBNISSE

3.5 Einfluss des Infektionsstatus im 15. Lebensmonat auf das prospektive,
malariabedingte Morbiditatsrisiko

Mittels Regressionsanalyse wurde die Beziehung des Infektionsstatus (infiziert/ nicht
infiziert) im 15. Lebensmonat hinsichtlich des prospektiven Risikos untersucht, in den
folgenden neun Monaten eine asymptomatische Parasitamie, Malaria, schwere Malaria
oder Andmie zu erleiden. Die Ergebnisse sind in den Tabellen 20 bis 22 dargestellt.

In einem weiteren Schritt wurde der Zusammenhang zwischen der Multiplizitat einer
P. falciparum Infektion (mono-/ polyklonal) im 15. Lebensmonat und der genannten,
prospektiven Morbiditatsrisiken untersucht. Die Ergebnisse sind in den Tabellen 23 und
24 sowie in Abbildung 8 dargestellt.

Die Analysen erfolgten fur die Studienorte jeweils getrennt.

3.5.1 Risikovergleich in Abhangigkeit des Infektionsstatus: Infizierte versus
nicht infizierte Kinder

Der Vergleich der Gruppen der infizierten mit denen der nicht infizierten Kinder hinsicht-
lich der Inzidenzdichten fir asymptomatische Parasitamie, Malaria, schwere Malaria
und Anéamie ist in Tabelle 20 dargestellt.

Im 15. Lebensmonat mit P. falciparum infizierte Kinder ereilte an beiden Studienorten in
den folgenden neun Monaten signifikant haufiger sowohl eine asymptomatische Infek-
tion als auch eine Malaria.

Beim Vergleich der Gruppen stellte sich zudem heraus, dass in Afigya Sekyere infizierte
Kinder einem signifikant hoheren prospektiven Risiko ausgesetzt waren, eine schwere
Malaria (dreifach erhdhte Inzidenz) und eine Anamie (zweifach erhéhte Inzidenz) zu

erleiden. Diese Effekte wurden fir die Kohorte aus Tamale nicht beobachtet.
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Tabelle 20: Vergleich der prospektiven Inzidenzdichten (15.- 24. Lebensmonat)
zwischen den im 15. Lebensmonat nicht infizierten und infizierten Kindern
ZIELGRORE nicht Infizierte Infizierte IDR (95% K1) P

Fale | PYAR |ID Falle | PYAR |ID
Asymp. Parasitamie
- Tamale 370 586,1 | 063 | 177 |180,7 098 | 156(1,3-1,9) | <0,0001
- Afigya Sekyere 695 4829 | 1,44 339 | 1416 | 239 | 1,70(1,4-2,0) |<0,0001
Malaria
- Tamale 842 558,9 | 1,51 |373 |169,4 |220 |1,48(1,3-1,7) |<0,0001
- Afigya Sekyere 698 509,3 |1,37 |371 |149,8 |248 |1,87(1,6-23) |<0,0001

Schwere Malaria

- Tamale 26 6059 | 0,04 |15 190,0 | 0,08 |1,85(0,9-3,6) | 0,07
- Afigya Sekyere | 13 5489 | 0,02 | 14 170,4 | 0,08 | 3,47 (1,6-7,4) | 0,001
Anamie*

- Tamale 335 585,9 0,57 | 124 183,4 0,68 |1,19(0,9-1,5) | 0,18

- Afigya Sekyere 190 538,6 | 0,35 | 108 1650 | 0,65 |1,93(1,4-2,6) | <0,0001

IDR: Inzidenzdichten Ratio; Kl: Konfidenzintervall; PYAR: Person-Years-at-Risk; ID: Inzidenzdichte; asymp.: asymptomatisch;
* Tamale Hb < 7g/dI, Afigya Sekyere < 7,5 g/dI;

Gruppenbelegung Tamale: nicht Infizierte (n) = 825, Infizierte (n) = 261;

Gruppenbelegung Afigya Sekyere: nicht Infizierte (n) = 735, Infizierte (n) = 229

3.5.1.1 Risikovergleich infizierte versus nicht infizierte Kinder unter Beachtung
von IPTi

Die Analyse der Beziehungen des Infektionsstatus (infiziert/ nicht infiziert) hinsichtlich
genannter, prospektiver Morbiditatsrisiken wurde zuséatzlich differenziert nach den zwei
Studiengruppen (SP/ Placebo) durchgefiihrt, dargestellt in Tabelle 21.

Dabei blieb an beiden Studienorten unabhangig der Studiengruppe der Effekt bestehen,
dass infizierte Kinder signifikant haufiger sowohl eine asymptomatische Infektion als
auch eine Malaria erlitten.

Hinsichtlich der ZielgroRe schwere Malaria ergab sich, dass in Afigya Sekyere innerhalb
der SP-Gruppe infizierte Kinder einem signifikant hoheren prospektiven Erkrankungsri-
siko ausgesetzt waren. Dieser Effekt bestand nicht innerhalb der Placebo-Gruppe. Fur
die Kohorte Tamale blieb unabhangig der Studiengruppe der Effekt bestehen, dass infi-
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zierte Kinder keinem erhdhten prospektiven Risiko fur schwere Malaria ausgesetzt war-
en.

Bezuglich der Zielgrol3e Anamie ergab sich, dass in Afigya Sekyere innerhalb der SP-
Gruppe infizierte Kinder einem signifikant hoheren prospektiven Erkrankungsrisiko aus-
gesetzt waren. Dieser Effekt bestand nicht innerhalb der Placebo-Gruppe. Kontrar ver-
hielt es sich fur die Kohorte Tamale: Hier waren innerhalb der Placebo-Gruppe infizier-
te Kinder einem signifikant hoheren prospektiven Risiko ausgesetzt, an Anamie zu er-

kranken, wahrend dieser Effekt innerhalb der SP-Gruppe nicht bestand.

Tabelle 21: Vergleich der prospektiven Inzidenzdichten (15.- 24. Lebensmonat)
zwischen den im 15. Lebensmonat nicht infizierten und infizierten Kindern unter

Beachtung von IPTi

Z|ELGROBE Placebo SP
ID IDR (95% KiI) ID IDR (95%)
nicht Infiziert nicht infiziert

Asymp. Parasitamie

- Tamale 0,68 |1,10 1,62 (1,23-2,13)" | 0,58 | 0,87 1,51 (1,09 - 2,08)*
- Afigya Sekyere 1,41 | 2,47 1,84 (1,42-2,37)* | 1,47 | 231 1,58 (1,23 - 2,03)*
Malaria

- Tamale 1,55 | 2,39 1,55 (1,25-1,93)* | 1,46 | 2,03 1,40 (1,12 - 1,76)"
- Afigya Sekyere 1,50 | 2,12 1,45(1,11-1,90)" | 1,25 | 2,87 2,39 (1,86 - 3,07)*
Schwere Malaria

- Tamale 0,03 0,06 2,22 (0,73 - 6,79) 0,06 0,09 1,62 (0,71 - 3,73)
- Afigya Sekyere 0,03 | 0,07 2,65(0,89-7,87) |0,02 | 0,10 4,47 (1,55 - 12,88)*
Anamie ?

- Tamale 0,57 | 0,82 1,46 (1,05-2,04)* | 0,58 | 054 0,94 (0.64 - 1,39)
- Afigya Sekyere 0,38 | 0,49 1,35(0,87-2,07) | 0,33 |0,83 2,67 (1,73 - 4,12)*

*. P <0,0005; t: P <0,005; t: P <0,05;

ID: Inzidenzdichte; IDR: Inzidenzdichten Ratio; KI: Konfidenzintervall; asymp.: asymptomatisch infiziert;
?: Tamale Hb < 7 g/dI, Afigya Sekyere < 7,5 g/dI;

Gruppenbelegung Placebo Tamale: nicht Infizierte (n) = 417, Infizierte (n) = 127,

Gruppenbelegung Placebo Afigya Sekyere: nicht Infizierte (n) = 361, Infizierte (n) = 117;
Gruppenbelegung SP Tamale: nicht Infizierte (n) = 408, Infizierte (n) = 134;

Gruppenbelegung SP Afigya Sekyere: nicht Infizierte (n) = 373, Infizierte (n) = 112,
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3.5.1.2 Risikovergleich infizierte versus nicht infizierte Kinder unter Beachtung
des Symptomatikstatus

Die Analyse der Beziehung des Infektionsstatus (infiziert/ nicht infiziert) hinsichtlich ge-

nannter, prospektiver Morbiditatsrisiken wurde zusétzlich differenziert nach dem sich im

15. Lebensmonat darbietenden Symptomatikstatus (asymptomatisch/ symptomatisch)

durchgeflhrt, dargestellt in Tabelle 22.

Dabei blieb fir die Kohorte Afigya Sekyere unabhangig des Symptomatikstatus der Ef-

fekt bestehen, dass infizierte Kinder signifikant haufiger eine asymptomatische Parasi-

tamie erlitten. Fur die Kohorte Tamale hingegen ergab sich diesbezuglich nur fur die

symptomatisch infizierten Kinder ein erhdhtes prospektives Risiko.

Hinsichtlich des prospektiven Risikos fur Malaria blieb an beiden Studienorten unab-

hangig des Symptomatikstatus der Effekt bestehen, dass infizierte Kinder signifikant

haufiger erkrankten.

Bezuglich der ZielgroRe schwere Malaria ergab sich, dass in Tamale nur symptoma-

tisch infizierte Kinder einem hdheren prospektiven Risiko ausgesetzt waren. Fir die Ko-

horte in Afigya Sekyere blieb unabhangig des Symptomatikstatus der Effekt bestehen,

dass infizierte Kinder signifikant haufiger an schwerer Malaria erkrankten.

Auf die Zielgrol3e Anamie hatte der Symptomatikstatus keinen Einfluss: Infizierte Kinder

erkrankten in Afigya Sekyere generell signifikant haufiger an Anamie, nicht aber in Ta-

male.
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Tabelle 22: Vergleich der prospektiven Inzidenzdichten (15.- 24. Lebensmonat)
zwischen den im 15. Lebensmonat nicht infizierten und infizierten Kindern unter

Beachtung des Symptomatikstatus

ZIELGRORE Asymptomatisch Symptomatisch
ID IDR (95% KI) ID IDR (95%)
nicht | infiziert nicht | infiziert

Asymp. Parasitamie

- Tamale 0,63 | 0,78 1,24 (0,93 - 1,64) 0,63 1,23 1,40 (1,22 - 1,61)*

- Afigya Sekyere 1,44 2,60 1,83 (1,47 -2,27)* | 1,44 2,16 1,25 (1,10 - 1,43)"

Malaria

- Tamale 1,51 | 214 1,42 (1,17 -1,74)" | 151 | 2,28 1,24 (1,11 - 1,39)*

- Afigya Sekyere | 1,37 | 2,28 1,69 (1,33 -2,16)* | 1,37 | 2,71 1,44 (1,27 - 1,63)"

Schwere Malaria

- Tamale 0,04 0,06 1,35 (0,54 - 3,37) 0,04 0,10 1,56 (1,04 - 2,35)*

- Afigya Sekyere | 0,02 | 0,07 2,80 (1,06 - 7,35)%¥ | 0,02 | 0,10 2,06 (1,32 - 3,20)"

Anamie ?

- Tamale 0,57 0,67 1,18 (0,85 - 1,64) 0,57 0,69 1,10 (0,92 - 1,30)

- Afigya Sekyere 0,35 0,69 2,07 (1,40 - 3,06)* | 0,02 0,10 2,06 (1,32 - 3,20)"

* P <0,0005; t: P <0,005; t: P <0,05;

ID: Inzidenzdichte; IDR: Inzidenzdichten Ratio; KI: Konfidenzintervall; asymp.: asymptomatisch infiziert;
. Tamale Hb < 7 g/dI, Afigya Sekyere < 7,5 g/dI;

Gruppenbelegung asymptomatische Tamale: nicht Infizierte (n) = 825, Infizierte (n) = 142;
Gruppenbelegung asymptomatische Afigya Sekyere: nicht Infizierte (n) = 735, Infizierte (n) = 122;
Gruppenbelegung symptomatische Tamale: nicht Infizierte (n) = 825, Infizierte (n) = 119;

Gruppenbelegung symptomatische Afigya Sekyere: nicht Infizierte (n) = 735, Infizierte (n) = 107;

3.5.2 Risikovergleich in Abh&ngigkeit der Multiplizitat der Infektion

Im Folgenden wird dargestellt, welche Beziehung zwischen dem Ausmalf3 der Multiplizi-
tat einer P. falciparum Infektion (mono-/ polyklonal) im 15. Lebensmonat und dem
prospektiven Risiko bestand, in den folgenden neun Monaten eine asymptomatische
Parasitdmie, Malaria, schwere Malaria oder Anamie zu erleiden. Die Ergebnisse sind in

den Tabellen 23 und 24 sowie in Abbildung 8 dargestellt.
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3.5.2.1 Risikovergleich monoklonal infizierte versus nicht infizierte Kinder

Der Vergleich zwischen den Gruppen der monoklonal infizierten und der der nicht infi-
zierten Kinder hinsichtlich der Inzidenzdichten fir asymptomatische Parasitdmie, Mala-
ria, schwere Malaria und Anamie ist in Tabelle 23 dargestellit.

Kinder mit monoklonalen Infektionen wiesen im Vergleich zu nicht infizierten Kindern an
beiden Studienorten erh6hte Inzidenzen fur asymptomatische Parasitamien und Malaria
auf.

In Tamale war bei monoklonal infizierten Kindern zudem die Inzidenz schwerer Malaria
um das dreifache erhoht. Diese Beobachtung liel3 sich fir die Kohorte Afigya Sekyere
nicht wiederholen, da in der Gruppe der monoklonal Infizierten (n = 51) keine Félle
schwerer Malaria beobachtet wurden.

Hinsichtlich der Zielgrol3e Andmie bestand an beiden Studienorten kein Effekt.

3.5.2.2 Risikovergleich polyklonal infizierte versus nicht infizierte Kinder

Der Vergleich zwischen den Gruppen der polyklonal infizierten und der der nicht infizier-
ten Kinder hinsichtlich der Inzidenzdichten fir asymptomatische Parasitamie, Malaria,
schwere Malaria und Anamie ist in Tabelle 23 dargestellt.

Kinder mit polyklonalen Infektionen wiesen im Vergleich zu nicht infizierten Kindern an
beiden Studienorten erhdhte Inzidenzen flr asymptomatischen Parasitamien und Mala-
ria auf.

In Afigya Sekyere war bei polyklonal infizierten Kindern zudem die Inzidenz fir schwe-
rer Malaria und fur Anamie signifikant erhoht. Dieser Effekt bestand nicht fir die Kohor-

te Tamale.

3.5.2.3 Risikovergleich monoklonal infizierte versus polyklonal infizierte Kinder
Der Vergleich zwischen den Gruppen der monoklonal infizierten und der der polyklonal
infizierten Kinder hinsichtlich der Inzidenzdichten fir asymptomatische Parasitamie, Ma-
laria, schwere Malaria und Andmie ist in Tabelle 23 dargestellt.

Hinsichtlich des prospektiven Risikos flr eine asymptomatische Parasitdmie unter-
schieden sich an beiden Studienorten monoklonal infizierte Kinder nicht von polyklonal
infizierten Kindern.

Bezuglich des Erkrankungsrisikos ergaben sich aber deutliche Differenzen zwischen
den zwei Gruppen der Infizierten, allerdings erwiesen sich die Effekte fur die beiden

Studienorte als kontréar: Wahrend in Tamale polyklonal infizierte Kinder im Vergleich zu
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monoklonal infizierten signifikant seltener an Malaria erkrankten (Protektive Effektivitat
33%) und tendenziell seltener an schwerer Malaria und Anamie, verhielt es sich in Afi-
gya Sekyere entgegengesetzt. Eine polyklonale Infektion erhdhte dort signifikant das
prospektive Risiko fir Malaria um 77% und steigerte tendenziell die Wahrscheinlichkeit,
zukunftig eine Anamie zu erleiden. Risikovergleiche fir schwere Malaria konnten fur die
Kohorte Afigya Sekyere nicht angestellt werden, da in der Gruppe der monoklonal Infi-

zierten (n = 51) keine Félle schwerer Malaria beobachtet wurden.

Tabelle 23: Vergleich der prospektiven Inzidenzdichten (15.- 24. Lebensmonat)

zwischen den im 15. Lebensmonat nicht, mono- und polyklonal infizierten Kindern

ZIELGRORE ID nach Risikovergleiche IDR (95% KI)

Infektionsstaus

nicht mono. | poly. | mono./ nicht poly./ nicht poly./ mono.
Asymp. Parasitamie
- Tamale 0,63 1,03 1,06 | 1,63(1,1-2,3)% | 1,30 (1,1-1,5)* | 1,04 (0,7 - 1,6)
- AfigyaSekyere | 1,44 |252 2,74 |1,77(1,3-2,5" | 1,41 (1,3-1,6)* | 1,11 (0,8-1,6)
Malaria
- Tamale 151 285 192 [1,92(15-25* |1,13(1,0-1,3)* |0,67(0,5-0,9)"
- Afigya Sekyere | 1,37 1,98 |[3,40 | 1,45(1,0-21)* | 1,60(1,4-1,8)* |1,77(1,3-25)"
Schwere Malaria
- Tamale 004 |014 |006 | 341(13-87)* |1,13(0,7-1,8) |0,38(0,1-1,2)
- Afigya Sekyere 0,02 0 0,12 | - 2,28(1,5-3,4)* | -
Anamie ®
- Tamale 0,57 0,76 0,66 |1,36(0,9-2,1) |1,08(09-13) |0,85(0,5-1,4)
- Afigya Sekyere | 0,35 0,57 0,80 |1,63(0,9-2,9) |1,54(1,3-1,9)* | 1,46(0,8-2,7)

*. P <0,0005; t: P <0,005; : P <0,05;

ID: Inzidenzdichte; IDR: Inzidenzdichten Ratio; KI: Konfidenzintervall;

mono.: monoklonal infiziert; poly.: polyklonal infiziert; asymp.: asymptomatisch infiziert

*: Tamale Hb < 7 g/dI, Afigya Sekyere < 7,5 g/dI;
-: Risikovgl. konnten nicht angestellt werden, da in der Gruppe der monoklonal Infizierten keine Félle schwerer Malaria auftraten;

Gruppenbelegung Tamale: nicht Infizierte (n) = 825, monoklonal (n) = 67, polyklonal (n) = 149;

Gruppenbelegung Afigya Sekyere: nicht Infizierte (n) = 735, monoklonal (n) = 51, polyklonal (n) = 122;

Abbildung 8 verdeutlicht die in Abh&ngigkeit des Infektionsstaus im 15. Lebensmonat

unterschiedlichen, prospektiven Malaria- Inzidenzdichten und illustriert die Differenzen

zwischen den beiden Kohorten.

58



3 ERGEBNISSE

An beiden Studienorten gingen Infektionen im 15. Lebensmonat mit einem erhdhten
Risiko einher, in den folgenden Monaten an Malaria zu erkranken.

Fur die Gruppe der infizierten Kinder aber ergaben sich zwischen den Studienorten
kontrare Effekte: Wahrend in Afigya Sekyere monoklonale Infektionen mit einer geringe-
ren Inzidenzdichte fur Malaria einhergingen, waren es in Tamale die polyklonalen Infek-

tionen.

Abbildung 8: Malaria-Inzidenzdichten 15. - 24. Lebensmonat in Abhangigkeit des
Infektionsstatus im 15. Lebensmonat

§ polyklonal
<)
£
(%]
f=
[}
-]
3
ﬂ. m Afigya Sekyere
E monoklonal B Tamale
w
2
3
@
<
2
z
&
£ nicht infiziert
0 1 2 3 4

Malaria- Inzidenzdichten 15. - 24. Lebensmoant

Die Inzidenzdichte wurde berechnet als die Anzahl aller wahrend der Beobachtungszeit aufgetreten Falle von Malariaepisoden,

dividiert durch die Summe der Risikozeiten (in Jahre) aller Probanden (vgl. 2.4.3).

3.5.2.4 Risikovergleich monoklonal infizierte versus polyklonal infizierte Kinder
unter Beachtung des Symptomatikstatus

Die Analyse der Beziehung der MOI hinsichtlich der genannten prospektiven Morbidi-
tatsrisiken (vgl. 3.5.2.3) wurde zusatzlich differenziert nach dem sich im 15. Lebensmo-
nat darbietenden Symptomatikstatus (asymptomatisch/ symptomatisch) durchgefihrt.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 24 dargestellt.

Dabei blieb an beiden Studienorten unabhéngig des Symptomatikstatus der Effekt be-
stehen, dass die MOI keinen Einfluss auf das prospektive Risiko fur asymptomatische
Parasitamien, schwere Malaria und Anadmie hatte.
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Hinsichtlich der Zielgro3e Malaria aber zeichnete sich ein Einfluss des Symptomatiksta-

tus auf das prospektive Risiko ab: Bei asymptomatisch infizierten Kindern blieb der Ef-

fekt polyklonaler Infektionen bestehen und verstéarkte sich, wonach in Tamale eine po-

lyklonale Infektion das Krankheitsrisiko minderte, in Afigya Sekyere aber erhthte. Bei

symptomatisch infizierten Kindern blieben diesbeziglich die Tendenzen zwar bestehen,

verloren aber an Signifikanz.

Tabelle 24: Vergleich der prospektiven Inzidenzdichten (15.- 24. Lebensmonat)

zwischen den im 15. Lebensmonat monoklonal und polyklonal infizierten Kindern unter

Beachtung des Symptomatikstatus

ZIELGRORE Asymptomatisch Symptomatisch
ID IDR (95% KI) ID IDR (95% KI)
mono. | poly. mono. | poly.
Asymp. Parasitamie
- Tamale 097 | 0,76 0,78 (0,47-1,29) | 1,14 |1,32 1,17 (0,62 - 2,21)
- Afigya Sekyere 2,79 3,16 1,16 (0,77 - 1,73) 2,13 2,44 1,15 (0,60 - 2,17)
Malaria
- Tamale 2,76 | 1,79 0,65 (0,47 - 0,89)* | 3,03 | 2,03 0,67 (0,41 - 1,07)
- Afigya Sekyere | 1,89 | 3,55 1,90 (1,17 - 3,08)* | 2,10 | 3,29 1,62 (0,98 - 2,71)
Schwere Malaria
- Tamale 0,09 0,06 0,68 (0,14 - 3,37) 0,26 0,05 0,19 (0,04 - 1,02)
- Afigya Sekyere 0,00 0,10 - 0,00 0,14 -
Anamie ?
- Tamale 0,81 | 0,61 0,73(0,36-1,47) | 0,65 | 0,70 1,07 (0,46 - 2,50)
- Afigya Sekyere | 0,60 | 1,08 2,00 (0,81-4,94) |051 |0,60 1,16 (0,52 - 2,60)

*. P <0,0005; t: P <0,005; f: P<0,05;
ID: Inzidenzdichte; IDR: Inzidenzdichten Ratio; KI: Konfidenzintervall;

mono.: monoklonal infiziert; poly.: polyklonal infiziert; asymp.: asymptomatisch infiziert
*: Tamale Hb < 7 g/dI, Afigya Sekyere < 7,5 g/dI;

-: Risikovgl. konnten nicht angestellt werden, da in der Gruppe der monoklonal Infizierten keine Falle schwerer Malaria auftraten;
Gruppenbelegung asymptomatische Tamale: monoklonal Infizierte (n) = 45, polyklonal Infizierte (n) = 67;

Gruppenbelegung asymptomatische Afigya Sekyere: monoklonal Infizierte (n) = 30, polyklonal Infizierte (n) = 52;

Gruppenbelegung symptomatische Tamale: monoklonal Infizierte (n) = 22, polyklonal Infizierte (n) = 82;

Gruppenbelegung symptomatische Afigya Sekyere: monoklonal Infizierte (n) = 21, polyklonal Infizierte (n) = 70;
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4 Diskussion

Im Folgenden wird erortert, welchen Einfluss das neuartige Praventionskonzept, die
intermittierende praventive Behandlung von Sauglingen (IPTi) mit Sulfadoxin-
Pyrimethamin (SP), auf die Multiplizitat der Infektion (MOI) mit P. falciparum beim Klein-
kind hat. Auf3erdem wird diskutiert, in welchem Zusammenhang die MOI in diesem Alter
mit dem prospektiven Risiko fur malariabedingte Morbiditat steht, und ob sie das Kon-
zept der Pramunition bereits erfullt.

Der Ergebnisanalyse der zwei IPTi-Studien vorangestellt wird eine Methodendiskussion.

Abschliel3end wird IPTi vor dem Hintergrund der hier gewonnen Erkenntnisse bewertet.

4.1 Methodendiskussion

4.1.1 Studiendesign

Die Befunde der vorliegenden Arbeit zur Auswirkung von IPTI auf die MOI basieren auf
zwei placebokontrollierten, randomisierten und doppelblinden Kohortenstudien. Diese
Studienform gilt als Goldstandard in der medizinisch-epidemiologischen Forschung und
erlaubt die Prifung von Hypothesen bei einem héchstmdéglichen MalR an Objektivitat.
Der Stichprobenumfang von jeweils tGber 1000 S&auglingen pro Studie erlaubte beim
Vergleich von Behandlungs- und Placebogruppe statistisch sichere Aussagen zu féllen,
auch unter Beachtung der im Rahmen dieser Studien zu verzeichnenden Stichproben-
verluste [64].

Die Form der Kohortenstudie ging mit einem hohen finanziellen und zeitlichen Aufwand
einher, erlaubte aber sichere Aussagen zu Inzidenzen und ermdglichte zudem, Umfang
und Prazision der Datenerhebung gut zu steuern.

Die als fur hochendemische Malariagebiete reprasentativ ausgewéhlten Studienorte,
Tamale und Afigya Sekyere, zeichneten sich aus mehreren Grinden fur die Durchfiih-
rung der Studie als vorteilhaft aus: An beiden Studienorten ist die medizinische Infrast-
ruktur im regionalen Vergleich befriedigend ausgepragt. AuRerdem ist das Impfpro-
gramm EPI, entlang dessen IPTi stattfand, in der Bevolkerung weit akzeptiert, so dass
eine hohe Compliance der Probanden garantiert war. Aul3erdem bestehen an beiden
Orten langjahrige  Erfahrungen bei der Durchfuhrung von  medizinisch-
epidemiologischen Studien mit internationaler Kooperation [76, 78, 79, 81, 86-90], so
dass einerseits umfangreiche Kenntnisse uber die demographischen, sozio6konomi-
schen und epidemiologischen Faktoren vorlagen und andererseits bei der Durchftihrung

auf bestehende Strukturen und Verbindungen zurtickgegriffen werden konnte.
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4.1.2 Diagnose einer P. falciparum Infektion und Bestimmung deren Multiplizitat
4.1.2.1 Infektionsnachweismethode

Der Nachweis und die artspezifische Bestimmung einer Plasmodieninfektion erfolgten
gemalR des Goldstandards der Malariadiagnostik mikroskopisch unmittelbar vor Ort
durch qualifizierte Mikroskopisten. Gesichert wurde eine positive Diagnose und die Be-
stimmung der Plasmodienart durch eine im Anschluss an die Feldstudien im Labor des
IfT Berlin durchgeflihrte, molekularbiologische Untersuchung mithilfe einer speziellen
PCR und Gelelektrophorese (siehe 2.2.2). Fiur die Kohorte Tamale jedoch erfolgte die
molekularbiologische Analyse zusatzlich fur alle mikroskopisch negativen Proben zum
Zeitpunkt IPTi-3, um mithilfe dieser sensitiveren, aber zeitlich und finanziell aufwendige-
ren Methode den Umfang der positiven Proben zu erhéhen. So konnten fir die Kohorte
Afigya Sekyere 229 mikroskopisch positive Infektionen ermittelt werden, fur die Kohorte
Tamale 119 sowie zusatzlich 142 submikroskopisch positive Proben.

Das Ergebnis lasst deutlich erkennen, dass die Untersuchung mittels PCR sensitiver als
die mikroskopische ist, was auch zahlreiche Forschungsarbeiten zur Diagnostik von P.
falciparum Infektionen bestatigen [84, 91-94]. Folglich wurde bei der spateren Analyse
der Ergebnisse zur P. falciparum Pravalenz und zur Multiplizitét der Infektion den zwei

unterschiedlich sensitiven Verfahren Rechnung getragen.

Weiter ist zu beachten, dass die Sensitivitat eines jeden Nachweisverfahrens in der Ma-
lariadiagnostik primér von der Plasmodiendichte der zu untersuchenden Proben ab-
hangt [94]. Die Dichte aber unterliegt individuell zeitlichen Schwankungen, so dass es
sich beim Diagnoseergebnis nur um eine Momentaufnahme handelt [95]. Vorherige
Studien zeigten, dass aufgrund der Sequestration P. falciparum bei geringster Dichte
nicht zu jedem Zeitpunkt im peripheren Blut nachzuweisen ist und fur eine sicherere
Diagnose mehrere Blutuntersuchungen in zwolf bis 24 stiindigen Abstanden Uber zwei
bis drei Tage von No6ten sind [96]. Ungeachtet dessen eignen sich die ermittelten Er-
gebnisse zu Pravalenz und MOI zur weiteren wissenschaftlichen Analyse, da mdgliche

falsch negative Infektionsbefunde in den Untergruppen gleichverteilt sein sollten.

4.1.2.2 Bestimmung der MOI
Die Bestimmung der Multiplizitat der P. falciparum Proben erfolgte im Anschluss an die
Feldstudien in einem Durchlauf im Labor des IfT Berlin. Auf Grundlage des in zahlrei-

chen Studien bewéhrten Protokolls nach Snounou et al. [84] wurden mittels PCR und
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Gelelektrophorese die Allele der Gene msp-1 und msp-2 typisiert (siehe 2.2.2.3). Dabei
konnte fir insgesamt 20% der zuvor als positiv diagnostizierten Proben die MOI nicht
bestimmt werden, weil - auch nach wiederholten Versuchen - entweder nur Allele eines
Gens amplifiziert wurden (vgl. Definition 2.2.2.3.3), oder weil kein einziges Allelamplifi-
kat erkennbar vorlag. Die Versagerquote schwankte mit der Zeit der Probengewinnung
(dritter bis 15. Lebensmonat), mit der Infektionsnachweismethode (sub-/ mikroskopisch)
und mit der Herkunft der Proben (Tamale/ Afigya Sekyere), zeigte sich dabei aber ledig-
lich vom Studienort signifikant abhangig: Fur Proben aus Afigya Sekyere lag die Er-
folgsquote mit 76% signifikant unter der der Proben aus Tamale mit 87% (vgl. Abbil-
dung 5).

Eine multizentrische Vergleichsstudie zur Genotypisierung von P. falciparum Infektionen
mittels PCR fihrt Erfolgsquoten von 80% - 93% auf [91], eine andere Studie zur Metho-
de der Bestimmung der MOI ergab, dass ein Drittel der Genotypisierungsversuche eine
Positivrate von unter 91% hat [97]. Damit lag die Erfolgsquote der vorliegenden Arbeit
im Durchschnitt, so dass die Ergebnisse reprasentativ und eine zuverlassige Grundlage
fur eine Analyse sind. Zu bedenken gibt jedoch, dass die Rate erfolgreich analysierter
Proben aus Afigya Sekyere signifikant unter der der Proben aus Tamale lag. Eine Stu-
die zur Genotypisierung von P. falciparum Infektionen weist daraufhin, dass die Sensiti-
vitat bei der Bestimmung der MOI von der Art der Behandlung und Aufbewahrung der
Blutproben abhangt, unter anderem vom Puffer und den Lagerungstemperaturen [98].
Zwar schrieb das hier verwendete Studienprotokoll in Anlehnung an bewdahrte Protokol-
le [98] eine klare Behandlung der Blutproben nach der Entnahme vor, allerdings kdnnen
Abweichungen davon nicht ausgeschlossen werden.

Folglich ist bei der spateren Diskussion der Ergebnisse zur Multiplizitat der P. falcipa-
rum Infektionen den differenten Probequalitaten (aus Tamale vermutlich hochwertiger)

Beachtung zu schenken.

4.1.2.3 Ermittlung Hohe der MOI

Auch die Hohe der ermittelten MOI unterliegt methodischen Einflussfaktoren. Vorherige
Studien zur Bestimmung der MOI weisen auf Probleme der PCR als Genotypisierungs-
technik hin. Da es zu einer Konkurrenz um die fur die jeweiligen Allelfamilien spezifi-
schen Primer kommt, werden in einer Probe Parasitenunterarten niedriger Dichte in
Konkurrenz zu solchen hoher Dichte der gleichen Familie mit einer geringeren Wahr-

scheinlichkeit amplifiziert [39, 53, 99]. Andere Studien diskutieren die Grenzen der Gel-
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elektrophorese zur Auswertung der PCR-Amplifikate: Allelvarianten, die sich nur um
wenige Basenpaare voneinander unterscheiden, konnen bei der optischen Auswertung
als identisch verkannt werden, da die Beschaffenheit des Tragermaterials der Trenn-
scharfe Grenzen setzt [41, 100]. AuRerdem erlaubt es die Elektrophorese nicht, durch
Punktmutationen neu entstandene Allelvarianten zu detektieren, da diese bei identi-
scher Basenpaarlange keine unterschiedlichen Laufzeit aufweisen [101].

Um den Einfluss des Tragermaterials mdglichst gering zu halten und die Trennscharfe
zu optimieren, wurde bei der vorliegenden Arbeit gezielt mit hochauflosendem Agaro-
segel und langen Elektrophoresezeiten von bis zu Uber zwei Stunden bei kontinuierli-
cher Kuhlung gearbeitet. Zudem wurde bei der visuellen Auswertung unterstitzend

Software hinzugezogen.

4.1.3 Gruppierung der MOI-Ergebnisse

Fur die statistischen Analysen der MOI wurde die Gruppe der P. falciparum positiv De-
tektierten lediglich in die der monoklonal (MOI = 1) und polyklonal (MOI > 1) Infizierten
unterteilt, da eine weitere Ausdifferenzierung zu Gruppengroéf3en fuhrt, die fur valide
statistische Rechnungen zu klein waren (vgl. Abbildung 7).

Moglicherweise hatte eine Unterteilung der Gruppe der im 15. Lebensmonat polyklonal
Infizierten genauere Erkenntnisse Uber die Einflussgré3en auf die MOI zugelassen.
AulBerdem hatte die exakte Bemessung der Klonalitat fur die Analyse der MOI als mog-
lichem Indikator fur das Ausmalf3 der sich entwickelnden Semimmunitat aufschlussreich
sein kdnnen. So unterschieden einige vorherige Studien zur PrAmunition im Kindesalter
zwischen den genauen Werten der MOI. Allerdings kamen sie alle zu der Erkenntnis,
dass sich bezlglich der prognostischen Aussagekraft der MOI letztlich nur signifikante
Unterschiede zwischen mono- und polyklonalen Infektionen auftun [36, 38, 52, 55].

Die blo3e Kategorisierung in mono- und polyklonalen Infektionen begriindet sich aber
auch darin, dass nur dieser Unterschied mittels der hier angewandten PCR-Methode
mit angrenzender Sicherheit ausgemacht werden kann. Das Ausmalf polyklonaler Infek-
tionen hingegen bleibt relativ, da MOI als die minimale Anzahl an P. falciparum Genoty-
pen pro Isolat definiert ist [37, 39-41] (vgl. 2.2.2.3.3).
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4.2 Ergebnisdiskussion
4.2.1 EinflussgroBen auf die Multiplizitat der P. falciparum Infektion im 15.
Lebensmonat

Im Folgenden soll die erste der beiden Teilfrage der vorliegenden Arbeit diskutiert wer-
den: Welche Auswirkung hat IPTi auf die Multiplizitat der Infektion mit P. falciparum
beim Kleinkind?

Da die Fragestellung auf der Annahme beruht, dass das Ausmal der MOI (Mittelwert,
Polyklonalitat) - neben Alter und Genetik - insbesondere von vorangegangenen P. falci-
parum Infektionen abhangt [8, 31, 43, 56, 102, 103], wird zunachst der Einfluss zurtick-
liegender Malariaepisoden auf die MOI im 15. Lebensmonat erortert, bevor dann
schliel3lich der Einfluss von IPTi als einer Intervention in den Infektionsverlauf diskutiert
wird. AnschlieBend wird der Studienort als Parameter besprochen, der das Infektions-

geschehen multifaktoriell beeinflusst.

4.2.1.1 Vorangegangene Malariaepisoden

Die multivariate Analyse ergab, dass - verglichen mit einer unauffalligen Vorgeschichte
- vorausgegangene Malariaepisoden ohne Einfluss auf die Polyklonalitat von
P. falciparum Parasitamien im 15. Lebensmonat blieben (vgl. Tabelle 19). Das Ergebnis
entspricht den Beobachtungen vorheriger Studien Uber Kleinkindern in hochendemi-
schen Malariagebieten [52, 53]. Die Beobachtung deutet daraufhin, dass in diesem Alter
das Immunsystem in Folge einer Malariaepisode noch kaum im Stande ist, Parasita-
mien zu halten. Somit scheint der grundlegende Mechanismus der Pramunition, Infek-
tionen zu tolerieren anstelle zu eliminieren [31], noch wenig ausgepragt zu sein.

Die Beobachtung, dass eine vorausgegangene Episode den Anteil polyklonaler Infek-
tionen tendenziell senkt, diese Tendenz aber umso schwacher ausféllt, je langer die
letzte Malariaepisode zuriickliegt (vgl. Legende Tabelle 19), deutet jedoch daraufhin,
dass die Fahigkeit, Infektionen zu halten, im zeitlichen Verlauf progredient zunimmt.

4.2.1.2 Intermittierende praventive Behandlung im ersten Lebensjahr mit SP

Die statistische Analyse zeigte, dass die intermittierende praventive Behandlung mit SP
im dritten und neunten Lebensmonat weder eine Auswirkung auf den mittleren MOI-
Wert, noch auf den Anteil polyklonaler Infektionen hatte (vgl. Tabelle 17). Der mittlere
MOI-Wert mikroskopischer Infektionen in der Behandlungsgruppe lag bei 2,42 gegenu-

ber einem Mittelwert von 2,38 in der Placebogruppe, der Anteil polyklonaler mikroskopi-
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scher Infektionen betrug bei der SP-Gruppe 57,1%, bei der Placebogruppe 62,5%, je-
weils Differenzen weit tber dem Signifikanzniveau. Diese Beobachtungen bestatigten
sich auch unter Berticksichtigung der unterschiedlichen Infektionsnachweismethoden
und Studienorte sowie bei multivariater Analyse (vgl. Tabelle 19). Dass die MOI von
IPTi unbeeinflusst blieb, unterstiitzen zudem die Ergebnisse der Stichprobenuntersu-
chung der MOI im Verlauf des ersten Lebensjahres fiir die Kohorte Tamale (vgl. 3.2.2).
Somit wird deutlich, dass IPTi-SP die Malariainzidenz im Séuglingsalter zwar an beiden
Studienorten senken konnte [67, 68], diese Beeinflussung des Infektionsgeschehens
aber ohne Auswirkung auf die Quantitdt der MOI beim Kleinkind blieb. Eine &hnliche
Beobachtung wurde in der Vergangenheit bei einer Studie zu insektizidimpréagnierten
Moskitonetzen (ITN) bei ein- bis zweijahrigen Kindern gemacht [56].

Diese Ergebnisse untermauern die Hypothese, dass Interventionen, die zu einer Minde-
rung, jedoch nicht (wie bspw. die kontinuierliche Chemoprophylaxe [8]) zu einem Aus-
schluss von Fallen an P. falciparum Infektionen fihren, ohne Einfluss auf die MOI blei-

ben und somit die Entwicklung der Semiimmunitat bzw. Pramunition ermdéglichen.

4.2.1.3 Eigenbehandlung mit Chloroquin und Pyrimethamin

Aufgrund des Wissen um den mdglichen Einfluss chemotherapeutischer Interventionen
auf die MOI im Sauglingsalter [8] wurde die Kohorte Tamale auf eigenstandig durchge-
fuhrte Antimalariatherapien mit den ortstiblichen Medikamenten Chloroquin und Pyrime-
thamin hin untersucht. Dabei ergab sich kein Zusammenhang zwischen den jeweiligen
residualen Medikamentenspiegeln und dem mittleren MOI-Wert bzw. dem Anteil poly-

klonaler Infektionen (vgl. Tabelle 18).

4.2.1.4 Studienorte

Die statistische Analyse zeigte, dass zwischen den Kohorten keine wesentlichen Unter-
schiede der MOI-Werte bestanden: Der mittlere MOI-Wert mikroskopischer Infektionen
der Kohorte Tamale lag bei 2,57 gegenuber einem Mittelwert von 2,30 der Kohorte Afi-
gya Sekyere, der Anteil polyklonaler mikroskopischer Infektionen betrug innerhalb der
Kohorte Tamale 78,8% und in Afigya Sekyere 70,5% (vgl. Tabelle 15). Diese Tendenz
ausgeglichener MOI-Werte bestatigte sich auch unter Berlcksichtigung der unter-
schiedlichen Infektionsnachweismethoden sowie bei multivariater Analyse unter Beach-
tung aller weiteren, bekannten Einflussfaktoren auf den Anteil polyklonaler Infektionen
(vgl. Tabellen 15 und 19).
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Diese Ergebnisse zur MOI - wie auch die zu den beiden anderen Parametern der Semi-
immunitat (Parasitendichte, Symptomatik) (vgl. Tabelle 14 und Abschnitt 3.3.5) - ent-
sprechen den Beschreibungen vorheriger Studien tber den Infektionsstaus von Kindern
im zweiten Lebensjahr in hochendemischen Gebieten [31, 52, 53, 55, 99, 104]. Ebenso
kann der fur die Kohorte Tamale ermittelte Verlauf der MOI Uber die ersten Lebensmo-
nate hinweg (vgl. Abbildung 6) im Vergleich zu anderen Studien als fur Alter und Gebiet
konform bestatigt werden [37, 103].

Angesichts der Annahme, dass die Quantitat der MOI neben Alter und Genetik insbe-
sondere von der Infektionsgeschichte eines Individuums mit P. falciparum abhangt [8,
31, 43, 56, 102, 103], ware allerdings zu erwarten gewesen, dass der mittlere MOI-Wert
und der Anteil polyklonaler Infektionen der Kohorte Afigya Sekyere Uber denen in Ta-
male liegen, da sowohl vorherige Studien [74, 79], als auch die Daten der hiesigen IPTi-
Studien (vgl. Tabellen 13 und 14) Afigya Sekyere als das endemischere der beiden
Studiengebiete ausweisen.

Allerdings stellte sich bei Nachforschungen heraus, dass im Studiengebiet Afigya Se-
kyere die Malariainzidenzen zwischen den verschiedenen Siedlungen teilweise signifi-
kant voneinander abweichen [90], wahrend Tamale geographisch und endemisch als
homogen gilt. Da fur die vorliegende Studie aber keine Garantie vorliegt, dass die Pro-
banden Uber die Ddorfer gleich verteilt waren, mag diese Heterogenitat der Kohorte Afi-
gya Sekyere dazugefuhrt haben, dass trotz einer hdheren Gesamtinzidenz des Ortes
Afigya Sekyere die dortige Kohorte weniger exponiert war als die aus Tamale.

Daneben konnten die - trotz unterschiedlicher Endemizitat - zwischen den Studienorten
korrespondierenden MOI-Werte auch im saisonalen Zeitpunkt der Datenerfassung be-
grundet liegen: Die Mehrheit der Probanden aus Afigya Sekyere erlebte den 15. Le-
bensmonat in der Trockenzeit, wohingegen es sich fiir die Kohorte Tamale genau ent-
gegengesetzt verhielt (vgl. Tabelle 14). Verschiedene Studien aber ergaben, dass das
Ausmal’ der MOI zwischen den Saisonen stark schwankt, mit Maximalwerten in der
Regenzeit [40, 100, 105].

Dass die (leichten) Unterschiede zwischen den Studienorten sich nicht in den MOI-
Werten wiederspiegeln, kann aber auch auf die vermutlich eingeschrankte Probenquali-
tat aus Afigya Sekyere (vgl. Abbildung 5) zuriickzufihren sein.

Festzuhalten bleibt, dass sich zwischen den Kohorten Afigya Sekyere und Tamale kei-

ne signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Quantitat der MOI ergaben und somit der
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Studienort bei ahnlicher Endemizitat (jeweils hochendemisch mit moderaten saisonalen
Schwankungen) keinen wesentlichen Einfluss auf die MOI zu haben schien.

4.2.1.5 Schlussfolgerung

Insgesamt bleibt festzuhalten, dass an beiden Studienorten das neuartige Praventions-
konzept der intermittierenden praventiven Behandlung von Sauglingen (mit SP) zwar
die Malariainzidenz im ersten Lebensjahr deutlich senkte [67, 68], dabei aber keinen
Einfluss auf die Multiplizitat einer P. falciparum Infektion beim Kleinkind nahm, und sich
somit gegenuber anderen Kontrollmaf3nahmen im S&auglingsalter (bspw. mittels Impf-
stoff [35, 72] oder kontinuierlicher Chemoprophylaxe [8]) auszeichnete.

Offen bleibt, in welchem Zusammenhang die Multiplizitat der Infektion im 15.
Lebensmonat mit dem prospektiven Risiko fur nachfolgende Malariaepisoden und
Anamien (Monat 15-24) steht. Sollte sich herausstellen, dass auch schon beim
Kleinkind - im Sinne der Pramunitionstheorie - sich in Folge einer polyklonalen Infektion
die malariabedingte Morbiditat erniedrigt, ware die durch IPTi unbeeinflusst gebliebene
MOI als Indikator daflr zu sehen, dass die intermittierende praventive Behandlung von
Sauglingen keinen Einfluss auf die Entwicklung der Semimmunitéat hat.

4.2.2 Einfluss einer polyklonalen P. falciparum Infektionen im 15. Lebensmonat
auf das prospektive Risiko malariabedingter Morbiditat

4.2.2.1 Infektion versus Nichtinfektion

Bei der Langsschnittuntersuchung ergab sich zunachst, dass die Anwesenheit einer

P. falciparum Infektionen im 15. Lebensmonat (egal ob mono- oder polyklonaler Art) mit

einem erhéhten Malaria- und Anamierisiko in den folgenden neun Monaten einherging

(vgl. Tabelle 20). Die Ergebnisse veranderten sich in ihrer Tendenz auch bei Beachtung

von IPTi nicht (vgl. Tabelle 21).

Diese Beobachtungen widersprechen zunéchst der Pramunitionstheorie.

Vorherige Studien zur MOI im Kindesalter bestatigen jedoch, dass Infektionen in den

ersten Lebensjahren ein erhdhtes prospektives Risiko fir Malaria und Andmie nach sich

ziehen und erst beim éalteren Kleinkind protektiv wirken [17, 36, 38, 53, 55, 89].

Diesbezuglich wird angenommen, dass zu Beginn der Semiimmunitatsentwicklung bzw.

vor der Etablierung einer Pramunition P. falciparum Infektionen durch die unspezifische

Immunantwort radikal eliminiert werden. Die Abwesenheit von P. falciparum Infektionen
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deutet in diesem Alter also auf ein besonders effektives Immunsystem hin, wéhrend
Infektionen ein Hinweis darauf sind, dass das Abwehrsystem weniger wirksam und das
befallene Individuum folglich fur Malaria vulnerabler ist [52, 53]. Hinsichtlich des
erhohten Anamierisikos in Folge von Infektionen wird angenommen, dass es bei
exponierten Kindern uber die Zeit zum kumulativen Erwerb von Parasiten kommt, was
die Anamiewahrscheinlichkeit mit fortlaufender Zeit zwangslaufig erhéht — auch noch
nach Einsetzen einer effektiven Pramunition [89].

Die hiesige Beobachtung erh6hter prospektiver Risiken bei bestehender P. falciparum
Infektionen konnten allerdings auch methodische bedingt gewesen sein, im Falle dass
ein Teil der Probanden dauerhaft nicht exponiert und dem Malariarisiko somit entzogen
war. Ein Hinweis darauf kbnnte die Beobachtung sein, dass asymptomatisch polyklonal
infizierte Kinder ebenso wie symptomatisch polyklonal infizierte ein erhéhtes
prospektives Risiko davontrugen (vgl. Tabelle 22), obgleich davon ausgegangen wird,
dass insbesondere asymptomatische polyklonale Infektionen bereits vor
Superinfektionen schitzen [35-38, 57].

Die Untersuchung macht deutlich, dass im 15. Lebensmonat polyklonale P. falciparum
Infektionen noch nicht im Sinne der Pramunitionstheorie vor Superinfektionen schitzen,
sondern Infektionen vorerst das prospektive Risiko fur Malaria und Anamie erhéhen.
Diese Beobachtung lasst die Kohorten in ein frihes, ihrem Alter in holoendemischen
Gebieten gemalies Stadium der Semiimmunitat einordnen. Koharent zu dieser Einstu-
fung sind auch andere, im Rahmen dieser Studie ermittelte Zusammenhange. So wurde
beobachtet, dass die MOI alterstypisch bei symptomatischen Infektionen deutlich erhdht
ist (vgl. Tabelle 19) [99, 102, 104]. Ebenso altersspezifisch ist die Beobachtung, dass
die Zeit seit der letzten Malariaepisode keinen Einfluss auf die MOI hat (vgl. Tabelle 19),
das Immunsystem also noch kaum Parasitamien duldet [52, 53]. Andererseits weisen
die vorliegenden asymptomatischen Infektionen (vgl. Tabelle 14) daraufhin, dass ver-

einzelt Parasitamien bereits toleriert werden [54, 55].

Aus den Beobachtungen ergibt sich die Frage, ob innerhalb der Gruppe der Infizierten
das Pramunitionskonzept wirkte und polyklonale im Vergleich zu monoklonalen Infek-
tionen vor Superinfektionen schitzten und so das prospektive Risiko fir Malaria und

Anamie senkten.
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4.2.2.2 Polyklonale versus monoklonale Infektion

Fur die beiden Studienorte ergaben sich kontrare Beziehungen zwischen der MOI und
dem prospektiven Risiko malariabedingter Morbiditat. Wahrend in Tamale im 15. Le-
bensmonat polyklonal infizierte Kinder im Vergleich zu monoklonal infizierten in den fol-
genden neun Monaten signifikant seltener an Malaria erkrankten und tendenziell selte-
ner an schwerer Malaria und Anamie, verhielt es sich in Afigya Sekyere genau entge-
gengesetzt. Dort erhdhte eine polyklonale Infektion signifikant das prospektive Risiko fur
Malaria und steigerte die Wahrscheinlichkeit, zukinftig eine Anamie zu erleiden (vgl.
Tabelle 23 und Abbildung 8). Bei Beachtung des Symptomatikstatus verstarkten sich fir
die asymptomatisch infizierten Kinder die Beobachtungen jeweils (vgl. Tabelle 24).
Obgleich sich also die MOI-Werte quantitativ zwischen den Studienorten nicht vonein-
ander unterschieden (vgl. Tabellen 15 und 19), wichen die Qualitaten der MOI als prog-
nostischer Parameter deutlich voneinander ab, und nur fur die Kohorte Tamale kam der
MOI die Eigenschaft der Pramunition zu, wonach insbesondere asymptomatische poly-

klonale Infektionen vor Superinfektionen schitzen [35-38, 57].

4.2.2.3 Ergebnisdifferenzen zwischen den Studienorten

Moglicherweise begriunden sich die zwischen den Kohorten kontraren Verhaltnisse von
MOI und prospektivem Risiko auf eingeschrankt verwertbaren MOI-Daten, bedingt
durch die reduzierte Probenqualitat aus Afigya Sekyere (vgl. Abbildung 5).
Wahrscheinlicher aber ist, dass neben der MOI noch andere Faktoren auf das prospek-
tive Erkrankungsrisiko Einfluss nahmen und einen eventuellen Effekt der Multiplizitat
der Infektion Uberlagerten. Bspw. lasst die starke Streuung fir schwere Malaria (vgl.
Tabelle 20) vermuten, dass neben der Hohe der MOI auch andere Faktoren einen Ein-
fluss auf die Malariainzidenz hatten. So ist z.B. durch vorherige Untersuchungen im
Studiengebiet Tamale bekannt, dass defizitdre Varianten der Toll-like-Rezeptoren pra-
disponierend fur schwere Malaria sind [86]. Neben genetischen Faktoren mit Auswir-
kungen auf die Inzidenzraten [26, 27, 86, 90, 106], sind auch demographische und so-
zioOkonomische Faktoren und Praventionsmal3nahmen als Einflussgrof3en bekannt. So
haben Kreuels et al. etwa bei ihren Untersuchungen der Kohorte Afigya Sekyere fol-
gende Faktoren mit signifikantem Einfluss auf die Malariainzidenzraten identifiziert kon-
nen: saisonaler Geburtszeitpunkt, Bildungs- und Beschéftigungsstatus sowie finanzielle
Situation der Mutter, Lokalitat des Haushaltes, Dorfstruktur, Gebrauch von Moskito-

netzen, Vorhandensein von Fensterscheiben [90].
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Die jeweilige statistische Scharfe der - zwischen den Kohorten kontraren - Ergebnisse
lasst aber gewichtigere Einflussfaktoren auf das Verhaltnis von MOI und prospektivem
Malariarisiko vermuten:

Vorangegangene Studien weisen daraufhin, dass die Qualitat der MOI bzw. die Etablie-
rung einer protektiven Pramunition von den lokalen Transmissionsraten abhangt (bzw.
von der Frequenz und Dauer vorausgegangener Infektionen) sowie von der Exposition
fur polyklonale Infektionen [43]. So ergaben Untersuchungen, dass sich das mit einer
polyklonalen Infektion einhergehende prospektive Malariarisiko in Gebieten gleicher
bzw. gleich hoher Transmissionsraten mit fortschreitendem Lebensalter &ndert. (Wobei
das Alter als eine Funktion aus Frequenz und Dauer vorausgegangener Infektionen und
der Exposition fur polyklonale Infektionen zu sehen ist). Wahrend eine polyklonale In-
fektion im Vergleich zu einer monoklonalen beim jingeren Kind noch ein erhdhtes pros-
pektives Risiko fur malariabedingte Morbiditat bedeutet [52, 55], wirkt diese beim alte-
ren Kind im Sinne der Pramunitionstheorie schitzend [8, 36-38, 55, 107].

Diese Beobachtungen deuten im Vergleich mit den Daten der vorliegenden Studie dar-
aufhin, dass die zwischen den Kohorten kontraren Verhéaltnisse von MOI und prospekti-
vem Risiko nicht (wie oben erwégt) methodisch bedingt waren, sondern dass die Kohor-
te aus Tamale in der Entwicklung der Pramunition vor der aus Afigya Sekyere lag. Ein
weiterer Hinweis fur den verlangsamten Progress der Kohorte Afigya Sekyere ist dabei
die lediglich fur diese Studiengruppe beobachtete, positive Korrelation von MOI und
Parasitendichte: ein Verhéltnis das sich nur ganz zu Beginn der Entwicklung der Semi-
immunitat ergibt [8, 99, 103].

Da die beiden Kohorten jeweils Kinder gleichen Alters umfassten und aus Studiengebie-
ten mit ahnlichen Transmissionsraten stammten, muss die Ursache fiur die verzdgerte
Entwicklung der Pramunition in Afigya Sekyere in einer verminderten Frequenz und
Dauer vorausgegangener Infektionen und/oder einer geringeren Exposition fir polyklo-
nale Infektionen gelegen haben.

Die Ursachen dafir konnten in der Haufigkeit der Nachuntersuchungen und in der me-

dikamentose Therapie in Afigya Sekyere liegen.

4.2.2.4 Frequenz der Nachuntersuchungen und medikamentdse Malariatherapie
Wahrend die im Anschluss an die Rekrutierung durchgefiihrten Nachuntersuchungen in
Tamale in dreimonatlichen Abstanden stattfanden, erfolgten sie in Afigya Sekyere mo-

natlich (vgl. Abbildung 1). Obgleich die Eltern der Probanden an beiden Studienorten
71



4 DISKUSSION

dazu aufgefordert waren, bei jedem Anzeichen einer Erkrankung mit ihrem Kind vorstel-
lig zu werden, ist davon auszugehen, dass in Folge der haufigeren aktiven Untersu-
chungen in Afigya Sekyere mehr Félle von Malaria diagnostiziert und behandelt wurden.
(Dazu kénnte zudem auch die in Tamale im ersten Studienjahr aufgrund von politischen
Unruhen verhéangte, nachtliche Ausgangssperre gefuhrt haben.)

Eine haufigere Diagnose und Therapie von Malaria fuhrt aber dazu, dass sich die
durchschnittliche Dauer der P. falciparum Infektionen verkirzt. Auf3erdem erhoht sich
durch die haufigere Untersuchung die Wahrscheinlichkeit von Malariafehldiagnosen
beim gleichzeitigen Auftreten einer P. falciparum Parasitimie und Fieber anderer Ge-
nese (bspw. aufgrund einer viralen oder bakteriellen Infektion), wodurch asymptomati-
sche P. falciparum Infektionen als sich etablierende Pramunitionen beseitigt werden.

Neben dem unterschiedlichen Untersuchungstakt kdnnten auch die verschiedenen me-
dikamentésen Therapien Einfluss auf Qualitdt und Quantitat der Infektionen genommen
haben. Wahrend eine diagnostizierte Malaria in Tamale mit Artesunat behandelt wurde,
erfolgte die Therapie in Afigya Sekyere mit Artesunat-Amodiaquin. Das blutschizontozi-
de Artesunat aber hat bei einer Halbwertszeit von ca. 0,5 h eine Wirkdauer von nur ma-
ximal funf Tagen, wahrend das Kombinationspraparat Artesunat-Amodiaquin eine Wirk-
dauer von ca. drei Wochen hat. Somit wirkt Artesunat-Amodiaquin auch prophylaktisch
und verringert dadurch sowohl die Frequenz von Infektionen, als auch die Exposition fur

polyklonale Infektionen.

4.2.2.5 Schlussfolgerung

Innerhalb der Gruppe der im 15. Lebensmonat infizierten Kinder gingen (insbesondere
asymptomatische) polyklonale Infektionen mit einem erniedrigten prospektiven Malaria-
risiko einher. Diese Beobachtung begriindet sich auf den Daten der Kohorte aus Tama-
le, da hier im Vergleich zur Kohorte Afigya Sekyere Storfaktoren weitgehend ausge-
schlossen werden konnten und zudem im Verlauf der Studie weniger in das Infektions-
geschehen eingegriffen wurde. Somit liegen Hinweise vor, dass in hochendemischen
Gebieten auch schon beim Kleinkind polyklonale Infektionen gemaR der Pramunitions-
theorie vor zuklnftigen symptomatischen Infektionen schitzen.

Insgesamt aber erniedrigte ein negativer Infektionsstatus das Risiko flr zuklnftige In-
fektionen und Erkrankungen, was fir Kinder dieses Alters in hochendemischen Gebie-
ten aber typisch ist [17, 36, 38, 53, 55, 89].
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4.3 Gesamtfazit

Um die Wirksamkeit der intermittierenden praventiven Behandlung von Sauglingen mit
Antimalariamedikamenten zu erforschen, wurde dieses Konzept in den Jahren 2004 —
2009 mit der Unterstitzung durch WHO und UNICEF von einer internationalen Arbeits-
gemeinschaft, dem IPTi-Konsortium (www.ipti-malaria.org), im Rahmen multizentrischer
Studien durchgefuhrt [108, 109]. Auf Grundlage der Ergebnisse dieser Studien konnte
die Wirksamkeit von IPTi beziglich der Reduzierung von Malaria und malariabedingter
Anamie nachgewiesen werden, so dass zuletzt eine WHO-Empfehlung fur IPTi formu-
liert wurde [5].

Zwar wurden dabei auch mogliche Reboundeffekte nach Beendigung der Intervention
beachtet, die genauen Folgen von IPTi auf die langfristige Entwicklung einer Pramuni-

tion und Semiimmunitat gegen P. falciparum wurden jedoch nicht weiter untersucht.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass IPTi-SP (im Ge-
gensatz zu andersartigen Interventionen im Sauglingsalter [8, 35, 72]) in hochendemi-
schen Gebieten keinen Einfluss auf die Multiplizitat einer P. falciparum Infektion beim
15 Monate alten Kleinkind hat. Zugleich konnte nachgewiesen werden, dass - im Sinne
der Pramunitionstheorie — sich in Folge einer polyklonalen Infektion die malariabedingte
Morbiditat erniedrigt. Somit ist IPTi als Intervention zur Reduzierung der Malariamorbidi-
tat im Sauglingsalter also auch unter Beachtung der Folgen fur die Entwicklung der
Semiimmunitat zu befurworten. Weitere derartige Untersuchungen mussen folgen, um

diese Beobachtung der vorliegenden Studie zu bestatigen.

4.4 Ausblick: MOI als Parameter zur Evaluierung von PraventionsmalRnahmen
Vor dem Hintergrund der hiesigen Studienergebnisse wird vorgeschlagen, MOI grund-
satzlich als Parameter zu verwenden, um Interventionen bei Sauglingen zur Malaria-
kontrolle zu bewerten und die Langzeitfolgen fur die Entwicklung der Semiimmunitat
abzuschatzen. Auf diese Weise konnte auch IPTi als Intervention weiter evaluiert und
optimiert werden, bspw. hinsichtlich noch offener Fragen zum mdglichen Einsatz in sai-
sonalen Endemiegebieten und zum Gebrauch von alternativen Medikamenten in Gebie-
ten hoher SP-Resistenzen [5], oder vor dem Hintergrund andernorts in Folge von IPTi
beobachteter anhaltend protektiver Effekte [71] bzw. Rebound-Effekte [65].

Vorherige Studien ergaben, dass neben der MOI auch klinische Symptome (als dem

Indikator Uber das Ausmald der antitoxischen Immunitat) und die Parasitendichte (als
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dem Indikator Uber das Ausmald antiparasitarer Zytokine) bzw. Zytokine Auskunft Uber
die Entwicklung der Semiimmunitat geben und in Zusammenhang mit dem prospektiven
Risiko flr Malaria zu setzen sind [53, 110, 111]. Allerdings konnte der Einfluss von Zy-
tokinen auf das prospektive Risiko nur in vitro nachgewiesen werden [110, 111], und die
Ermittlung von Parasitendichte und klinischen Symptomen unterliegt zahlreichen me-
thodischen StérgroRen [53, 95, 96].

Ein zur MOI alternativer Biomarker, da von &ahnlicher Praktikabilitdt und methodischer
Sicherheit, sind Antikorper. In der Vergangenheit wurden IgG-AK gegen verschiedenste
parasitare Oberflachenantigene identifiziert und ihr protektiver Effekt in zahlreichen Stu-
dien untersucht. Eine jingst dazu vertffentliche Metaanalyse aber ergab, dass nur fur
bestimmte 1gG-AK Korrelationen zur Qualitat der erworbenen Immunitat auszumachen
sind und sich die ermittelten Beziehungen teilweise widersprechen [34]. Aber auch fir
AK mit eindeutiger prospektiver Aussagekraft (bspw. 1gG gegen MSP-3-Ct oder MSP-
119 [112, 113] liegen im Vergleich zur MOI als evidenzbasiertem Parameter noch zu
wenige und auf nur wenige Regionen begrenzte Studien vor [34].

Somit bleibt MOI - trotz der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen qualitativen Varia-
bilitat — einer von sehr wenigen immunologischen Parametern, um Interventionen im

Sauglingsalter hinsichtlich der Entwicklung der Semimmunitat zu bewerten.

74



5 ZUSAMMENFASSUNG

5 Zusammenfassung

Vorkehrungen zur Pravention von Malaria im Sauglingsalter laufen Gefahr, die Entwick-
lung der Semiimmunitat und Pramunition negativ zu beeinflussen und so zu einem An-
stieg der malariabedingten Morbiditat nach Beendigung der Intervention zu fuhren [6-8,
60-63]. Pramunition stellt dabei den Schutz vor Superinfektionen mit P. falciparum dar,
beruhend auf einer persistierenden, polyklonalen Infektion, die es dem Immunsystem
Uber kreuzreagierende Antikoérper erlaubt, neu auftretende Stamme zu kontrollieren
bzw. abzuwehren [30-32]. Das Ausmal3 der Pramunition kann annahernd durch die An-
zahl differenzierbarer Plasmodien-Genotypen (Multiplizitat der Infektion - MOI) im Wirt
bemessen werden [8]. Studien haben gezeigt, dass dauerhafte Praventionsmalinahmen
im Kindesalter dazu fihren, dass die MOI sinkt und postinterventionell zugleich die Ma-
lariainzidenz steigt [8].

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss des neuartigen Praventionskonzepts,
die intermittierende praventive Behandlung von Sauglingen (IPTi) mit Sulfadoxin-
Pyrimethamin (SP), auf die MOI beim Kleinkind zu untersuchen. Aul3erdem sollte ana-
lysiert werden, in welchem Zusammenhang die MOI in diesem Alter mit dem prospekti-

ven Risiko fir malariabedingte Morbiditat stand.

Grundlage fir die Untersuchung waren zwei in den Jahren 2003 bis 2005 durchgefiihrte
placebokontrollierte, randomisierte, doppelblinde IPTi-Studien in Tamale und im Afigya
Sekyere District, Ghana, bei denen IPTi die Inzidenz der Malaria im ersten Lebensjahr
um 33% bzw. um 21% reduzierte [67, 68]. Insgesamt wurden 2270 Sauglinge einge-
schlossen, die im Alter von drei, neun und 15 Monaten eine therapeutische Dosis SP
oder Placebo erhielten. Wahrend der Studienzeit vom dritten bis zum 24. Lebensmonat
erfolgten Nachuntersuchungen in monatlichen (in Afigya Sekyere) bzw. in dreimonat-
lichen (Tamale) Abstdnden. Die MOI wurde im 15. Lebensmonat, sechs Monate nach
IPTi-2, ermittelt. Mittels einer Querschnittanalyse wurden die Einflussgrof3en auf die
MOI untersucht, und in einer LaAngsschnittanalyse wurden die MOI und das prospektive
Risiko fur nachfolgende Malariaepisoden und Anédmien (Monat 15-24) miteinander in

Beziehung gesetzt.

P. falciparum Infektionen zeigten bei 15 Monate alten Kindern in Tamale mit x = 2,28
eine im Vergleich zu Afigya Sekyere (x = 2,30) leicht erniedrigte MOI auf (P = 0,89).

Ebenfalls leicht erniedrigt war in Tamale mit 69,0% der Anteil polyklonaler Infektionen
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gegeniber 70,5% in Afigya Sekyere (aOR = 0,90; 95% KI. 0,6 — 1,4). Bei den Studien-
gruppen ahnelte sich die MOI: Bei der SP-Gruppe lag der mittlere MOI-Wert bei X =
2,25 und bei der Placebo-Gruppe bei x = 2,33 (P = 0,55), der Anteil polyklonaler Infek-
tionen belief sich bei der SP-Gruppe auf 69,7% und bei der Placebo-Gruppe auf 69,6%
(aOR: 0,94; 95% KI: 0,6 — 1,5). Diese Beobachtungen blieben auch unter multivariater
Bertcksichtigung anderer Einflussfaktoren bestehen.

Das prospektive Risiko fur Malaria war beim Vorliegen einer P. falciparum Infektion im
15. Lebensmonat sowohl in Tamale (IDR = 1,48; 95% KI: 1,3 — 1,7), als auch in Afigya
Sekyere (IDR = 1,87; 95% KI: 1,6 — 2,3) signifikant erh6ht. Das Ausmal’ des Risikozu-
wachses hing jedoch von der Multiplizitat der Infektion ab. In Tamale lag das prospekti-
ve Malariarisiko polyklonal infizierter Kinder um 33% unter dem monoklonal infizierter
(IDR =0,67; 95% KI: 0,5 - 0,9). In Afigya Sekyere verhielt es sich entgegengesetzt, dort
bedeutete eine polyklonale Infektion einen Risikozuwachs fur zukinftige Malaria um
77% (IDR =1,77; 95% KI: 1,3 — 2,5).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass IPTi-SP in hochen-
demischen Gebieten keinen Einfluss auf die Multiplizitéat einer P. falciparum Infektion
beim 15 Monate alten Kleinkind hat. Zugleich konnte dargestellt werden, dass - im Sin-
ne der Pramunitionstheorie - sich in Folge einer polyklonalen Infektion die malariabe-
dingte Morbiditat erniedrigt. Der Grund fir die entgegengesetzte Beobachtung in Afigya
Sekyere erklart sich mdglicherweise lber eine studienprotokollbedingte Reduktion tat-
sachlich stattgehabter Exposition der Kinder fir P. falciparum Infektionen.

Somit ist IPTi als Intervention zur Reduzierung der Malariamorbiditat im Sauglingsalter
auch unter Beachtung der Folgen fur die Entwicklung der Pramunition zu beflrworten.
Weiter wird vor dem Hintergrund der hiesigen Studienergebnisse vorgeschlagen, MOI
grundsatzlich als Parameter zu verwenden, um modifizierte IPTi-Konzepte [5] oder an-
dere Interventionen bei Sauglingen zur Malariakontrolle zu bewerten und die Langzeit-

folgen fur die Entwicklung der Pramunition abzuschéatzen.
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7 Anhang
7.1 Abkurzungen
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