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1 Einleitung

1.1 Allgemeines

Mehr als ein Drittel der Weltbevolkerung lebt in Malariagebieten. Jihrlich
erkranken etwa 400 bis 500 Millionen Menschen an Malaria (Snow et al. 2005),
von denen cirka 1,5 bis 2,5 Millionen sterben, vor allem Kinder unter funf
Jahren. Am hirtesten betroffen ist Afrika siidlich der Sahara, denn uber 90
Prozent aller Todesfille treten dort auf (WHO Report 2003). Malaria kommt
aulerdem endemisch in Stidostasien vor, Teilen Indiens sowie Teilen Mittel- und
Stidamerikas.

Nach wie vor also ist Malaria verantwortlich fiir ein globales
Gesundheitsproblem mit dariiber hinaus negativen Folgen fiir Entwicklung und
Wirtschaft der betroffenen Linder (Konradsen et al. 1997, Sachs und Malaney
2002). Nachdem sich in den neunziger Jahren des letzten Jahrhunderts
abzeichnete, dass mit einer Elimination der Malaria erst einmal nicht gerechnet
werden konnte, wurden verschiedene Forschungsprogramme initiiert mit dem
Ziel, Epidemiologie, Pathophysiologie, Genetik und Immunologie der Malaria
besser zu untersuchen, um so neue Strategien zur Bekdmpfung finden zu kénnen

(z.B. "Roll Back Malaria"-Programm der WHO 1998).

1.2 Zyklus von Plasmodium falciparum

Malaria wird durch Protozoen der Gattung Plasmodien verursacht. Plasmodium
falciparum, Erreger der Malaria tropica oder Falciparum-Malaria, ist nahezu
ausschlieRlich fiir die schwere Morbiditdt und Mortalitdt an Malaria
verantwortlich. Die in der Regel mild verlaufenden Erkrankungen Malaria
tertiana (P. vivax, P. ovale) und Malaria quartana (P. malariae) werden wie P.
falciparum durch weibliche Stechmtuicken der Gattung Anopheles tibertragen. In
Westafrika ist dies vor allem Anopheles gambiae. Relevant unter
gesundheitlichen, politisch-0konomischen und wissenschaftlichen Aspekten ist
die durch P. falciparum ausgeloste Erkrankung. Deshalb bezieht sich alles
Folgende nur auf Malaria tropica und P. falciparum, wenn nicht ausdriicklich
anders beschrieben.

Nach Inokulation infektidser Sporozoiten in die Blutbahn des Menschen wihrend

der Blutmahlzeit einer Anophelesmiicke, die Blut zur Entwicklung ihrer Eier



bendtigt, dringen die Sporozoiten innerhalb von 5 bis 60 Minuten in
Hepatozyten ein, wo die erste asexuelle Vermehrung stattfindet
(extraerythrozytire Schizogonie). Nach 5 bis 7 Tagen werden Merozoiten in die
Blutbahn freigesetzt, die innerhalb kiirzester Zeit (30 Sekunden bis 15 Minuten)
Erythrozyten invadieren. Wahrend des intrazelluldren Stadiums befindet sich
der Parasit in einer parasitophoren Vakuole, deren Membran sowohl aus
Parasitenbestandteilen als auch Erythrozytenproteinen besteht und tiber die ein
Austausch von Molekiilen stattfindet. Der Parasit erndhrt sich via
Digestionsvakuolen vom Zytoplasma der Wirtszelle, hauptsidchlich von
Hamoglobin. Abfallprodukte wie toxisches Himeisen werden in gesonderten
Vakuolen in Form von Hdmozoin gespeichert. In der erythrozytdren Schizogonie
werden {iber frithe und spite Trophozoiten (Ringformen) schlieRlich reife
Schizonten gebildet. Durch Ruptur der infizierten Erythrozyten gelangen
Merozoiten ins Blut und befallen weitere Erythrozyten. Ein Vermehrungszyklus
bei P. falciparum dauert 48 Stunden, dabei werden 20 000 bis 500 000 Parasiten
pro ul Blut freigesetzt. Im peripheren Blut des Wirts sind tiberwiegend junge
Trophozoiten nachweisbar, spite Ringformen und Schizonten von P. falciparum
finden sich fast ausschlieRflich im Gewebe und nicht im peripheren Blut. Ein Teil
der Plasmodien entwickelt sich nach einigen Zyklen zu minnlichen und
weiblichen Gametozyten. Wenn diese beim Saugakt der Miicke aufgenommen
werden, vermehren sie sich sexuell im Magen und reifen zu infektiosen
Sporozoiten in den Speicheldriisen der Miicke heran. Fiir diese Entwicklung ist
fur P. falciparum eine konstante Umgebungstemperatur von mindestens 16 °C

erforderlich (Essential Malariology, Warrell & Gilles, S.25).

1.3 Pathophysiologie der Malaria

Fieberanfille und andere milde Krankheitszeichen finden sich bei allen Formen
der Malaria. Die besondere Virulenz von P. falciparum scheint im Wesentlichen
darauf zu beruhen, dass infizierte Erythrozyten in der kapilliren Endstrombahn
sequestrieren, sich vermutlich so der Elimination durch die Milz entziehen und
auf diese Wiese eine starke Vermehrung der Parasiten ermoglicht wird (English
und Newton 2002). Im Stadium der spiten Schizonten treten auf der
Zellmembran der infizierten Erythrozyten Plasmodienproteine auf, variant

surface antigens (VSA). Zu ihnen gehort auch das Plasmodium falciparum



Erythrocyte Membrane Protein 1 (PfEMP1), das auf Protrusionen, knobs genannt,
lokalisiert ist (Craig und Scherf 2001). PfEMP1bindet an Adhdsionsmolekiile auf
Endothelzellen, im zentralen Nervensystem vor allem an ICAM-1, ubiquitidr an
CD36 und weitere Zelloberflichenmolekiile und fiithrt zur lokalen Adhdsion und
Sequestration der Erythrozyten mit Storung der Mikrozirkulation. Dadurch
kommt es unter anderem zur Hypoxie der betroffenen Organe.

Um dem Immunsystem des Wirtes zu entkommen, hat der Parasit effektive
Methoden entwickelt. Ein solcher Mechanismus ist das rasche Wechseln der
Antigene. PfEMP1s werden von circa 60 so genannten var(iant)-Genen kodiert.
Da die Genexpression eines Plasmodienklons, also Transkription und
Proteinbiosynthese, einer rapiden Variation unterliegen (Horrocks et al. 2004),
konnen durch Infektion mit einem einzigen Plasmodienklon zeitlich sequentiell
viele verschiedene Phianotypen exprimiert werden, die sich in ihrem

Antigenmuster und in ihrer Funktion unterscheiden (Kyes et al. 2001).

1.4 Klinisches Bild der Malariainfektion wund Probleme bei der
Diagnosestellung der leichten Malaria

In Endemiegebieten unterscheidet man zwischen Malariainfektion und
Erkrankung an Malaria. Infiziert sind je nach Endemie- und Transmissionsgrad
mehr als 50 Prozent der Kinder und circa 20 Prozent der Erwachsenen, aber nur
ein Teil von ihnen erkrankt, und nur ein Bruchteil erkrankt schwer (Snow und
Marsh 1998).

Wihrend der extraerythrozytidren Schizogonie, solange sich die Parasiten also in
Leberzellen befinden, bleibt der Wirt asymptomatisch. Erst nachdem Plasmodien
in die Blutbahn freigesetzt worden sind (Parasitimie), ihre asexuelle
Vermehrung dort begonnen hat und es zur Ruptur von parasitierten
Erythrozyten kommt, in der Phase der erythrozytidren Schizogonie, erkrankt der

Wirt.

Leichte Malaria ist die am weitesten verbreitete klinische Manifestation der
Infektion und macht den groften Teil der weltweiten Morbiditit aus.
Unspezifische Zeichen und Befunde wie Fieber, Kopfschmerzen, leichte Andmie

und Splenomegalie kennzeichnen das Bild. Fieber, das klassisches Zeichen der



Malariaerkrankung, tritt im Rahmen der Ruptur der infizierten Erythrozyten auf.
Oberflichenproteine der Merozoiten, Zelldetritus aus rupturierten Erythrozyten,
Hamozoin und Antigen-Antikorperkomplexe fithren zur Stimulierung des
Monozyten-Makrophagen-Systems und des Endothels, so dass Zytokine
freigesetzt werden. Als ein mogliches Plasmodientoxin, das die
Zytokinfreisetzung maRgeblich stimuliert, werden Glykosylphosphatidylinositole
diskutiert (Schofield und Hackett 1993). Stimulierte Makrophagen sezernieren
unter anderem proinflammatorische Zytokine wie TNF-q, IL-1 und INF-y. Vor
allem TNF-o wirkt durch Hochregulation des Sollwertes im Hypothalamus Fieber
auslosend. Dem Fieber wird ein direkt antiparasitdrer Effekt zugeschrieben
(Brandts et al. 1997). Man konnte zeigen, dass hohes Fieber {iber 40 ° C eine
Hemmung spiter Trophozoiten bewirkt und anschlieRend dadurch eine
Synchronisierung des Parasitenzyklus erzielt wird (Kwiatkowski 1989). Verlaufen
die Vermehrungszyklen synchron, kommt es zu den klassischen Fieberschiiben,

bei P. falciparum verlaufen die Zyklen initial meistens unsynchronisiert.

In einem Malariaendemiegebiet sicher die Diagnose leichte Malaria zu stellen, ist

aus folgenden Griinden problematisch:

- Die von der WHO vorgegebene Definition der leichten Malaria ist weit gefasst:
Parasitimie und axillire Temperatur hoher als 37,5 °C. Da jedoch in einem
hyperendemischen Gebiet mehr als die Hélfte der Kinder immer Parasiten hat
und Fieber aus anderer Ursache vorliegen kann, ist die Spezifitit dieser
Diagnose gering, die Sensitivitdt sehr hoch.

- Durch die Entwicklung mathematischer Modelle kann man den Anteil Fieber
in einer Population, der durch Plasmodien verursacht wird, berechnen (Smith
et al. 1994). Diese Methode ist vor allem fiir Interventionsstudien geeignet,
weil man das Fieberrisiko durch Malaria vor und nach Intervention in der
Bevolkerung bestimmen und so einen mdoglichen Effekt messen kann
(Armstrong Schellenberg et al. 1994b). Fiir eine individuelle Diagnosestellung
ist dieser Ansatz jedoch weniger tauglich (Bouvier et al. 1997, Genton et al.
1995).

- Eine andere Moéglichkeit ist die Ermittlung eines alters- und ortsabhingigen

Schwellenwertes der Parasitimie, bei dessen Uberschreiten von klinischer



Malaria ausgegangen wird, weil sich dann das Risiko, Fieber zu bekommen,
stark erhoht (Rogier et al. 1996). Diesbeziiglich konnte allerdings gezeigt
werden, dass die Hohe der Parasitimie nur bei einem kleinen Anteil von
Kindern zu Fieber priadisponiert (Bouvier et al. 1997).

- Es gibt Einschriankungen, die fiir alle genannten Definitionsansitze und die
ihnen zugrunde liegenden Studien gelten. So konnte gezeigt werden, dass
sowohl die gemessene Korpertemperatur im Laufe eines Tages schwankt und
von der AuRentemperatur abhingig ist (Armstrong Schellenberg et al. 1994a)
als auch die Parasitendichte tiglich fluktuiert (Farnert et al. 1997). Zusitzlich
hidngt die Diagnosestellung von der Genauigkeit und Erfahrung des
Technischen Assistenten ab, der den Ausstrich beurteilt, und auch
hinsichtlich der Diagnosesicherheit gibt es groke Unterschiede (McKenzie et
al. 2003).

Zu beriicksichtigen ist auerdem, angesichts welcher Bedingungen die Definition
der Malariadiagnose gewdhlt wird. Besteht im Rahmen einer Studie die
Moglichkeit, permanent am Studienort anwesend zu sein, kbnnen strengere
Kriterien angelegt werden, als wenn in einem ldndlichen Gesundheitszentrum
von weit her angereiste Kinder beurteilt werden missen, deren intensive
Observation unmoglich ist und fiir die eine Fehleinschdtzung fatale Folgen haben
kann (Bojang et al. 2000).

Trotz der genannten Einschrinkungen entspricht die Malariadefinition, die in
dieser Arbeit benutzt wird, weitgehend der Definition der WHO. Sie ermoglicht
es, die Symptome, die durch Plasmodieninfektion verursacht wurden, zu
erkennen; andererseits konnen Kinder, die dem Arzt als eventuell malariakrank

erscheinen, es aber nicht sind, durch Ausschlussdiagnose identifiziert werden.

Im Gegensatz zur leichten Malaria ist die Diagnose der schweren Malaria strikt
definiert (WHO) als komplexes Syndrom, bestehend aus schwerer Andmie,
zerebraler Malaria, Hypoglykdmie, Atemnotsyndrom, Hyperparasitimie, Azidose,
Hyperlaktatimie, Ikterus, wobei eine Uberlappung der einzelnen Symptome
vorkommt. Bei Kindern duRert sich der lebensbedrohliche Verlauf der
Erkrankung in den ersten Lebensjahren hauptsdchlich als schwere Andmie und

in den folgenden als zerebrale Malaria (Marsh et al. 1995). Dennoch erkranken



nur circa 1 bis 2 Prozent aller P. falciparum - Infizierten an schwerer Malaria, bei
den allermeisten verursacht die Infektion nur leichte Krankheitsepisoden

(Greenwod et al. 1987).

1.5 Genetische Grundlagen

Der Einfluss genetischer Varianten des Wirtes auf den Verlauf einer
Malariainfektion und -erkrankung ist lange bekannt; gut untersucht sind vor
allem die Anomalien der roten Blutzellen. Sichelzellandmie (HbS), HbC, a-
Thalassimie und Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Mangel beeinflussen auf
unterschiedliche Art den Verlauf einer Malariainfektion. Heterozygote HbS-
Trager sind weitgehend vor den klinischen Malariamanifestationen geschiitzt,
jedoch nicht vor der Infektion an sich, und erkranken seltener an schwerer
Malaria (Bayoumi 1987, Le Hesran et al. 1999). Fiir homo- und heterozygote
HbC-Trager konnte eine Reduktion des Risikos, an schwerer Malaria zu
erkranken, nachgewiesen werden (Modiano et al. 2001), und es zeigte sich auch
ein protektiver Effekt gegeniiber leichter Malaria (Rihet et al. 2004). Fir o+-
Thalassdamien konnte ein fiir schwere Malaria und andere Infektionskrankheiten
protektiver Effekt nachgewiesen werden (Allen et al. 1997). Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenase-Mangel (G6PD-Mangel) kann in seiner schwersten Ausprdgung
zu hdmolytischer Andmie fithren. Fir die Variante G6PD-A, bei der circa 12 %
Enzymaktivitiat vorhanden sind und die hiufig in Afrika vorkommt, wurde
Schutz vor schwerer und leichter Malaria fiir heterozygote Madchen und Schutz
vor schwerer Malaria fiir hemizygote Jungen gefunden (Ruwende et al. 1995).
Die Hiufigkeit und Intensitit von Malariainfektionen und -erkrankungen hingt
also von genetisch determinierten Eigenschaften des Wirtes ab. Zum Teil sind die
gleichen Mechanismen fiir den Schutz vor schwerer wie auch leichter Malaria
verantwortlich. Inzwischen werden Modelle favorisiert, in denen weitere, noch
unbekannte genetische Einfliisse auf Malaria propagieret werden (Abel et al.
1992).

1.6 Entwicklung von Teilimmunitit
Einen vollstindigen immunologischen Schutz vor Malaria gibt es auch nach
jahrelanger Exposition nicht (Trape et al. 1996), doch entwickelt sich durch

kontinuierliche Reinfektionen eine sogenannte Teilimmunitdt. Fiir die humorale



Immunantwort des Menschen wird den PfEMP1s eine wichtige Rolle
zugeschrieben (Ofori et al. 2002). Weit verbreitete PFEMP1s scheinen fir die
schweren Verldufe von Malaria verantwortlich zu sein und ein besonders hohes
Vermogen zu Zytoadhdrenz zu besitzen (Bull et al. 2000), gleichzeitig werden sie
schon von Antikérpern sehr junger Kinder erkannt. Hviid (Hviid et al. 2003)
stellte die Hypothese auf, dass schwere Malaria von weit verbreiteten PfEMP1-
Molkiilen mit konservierten stammspezifischen Antigenen ausgelost wird und
dass Antikorper gegen diese Antigene kreuzreagierend sind, somit kann sich die
Krankheitsimmunitit relativ schnell entwickeln. Ein bis zwei Malariainfektionen
konnen ausreichen, um Immunitit gegen schwere, nicht-zerebrale Malaria zu
vermitteln (Gupta et al. 1999). Die Anzahl der Infektionen, nach denen ein
Schutz vor schwerer Malaria vorhanden ist, steigt mit Abnahme der
Transmissionsintensitit, und so nimmt man im Allgemeinen an, dass ab dem
funften Lebensjahr der Aufbau der Teilimmunitdt so gut ist, dass ein effektiver
Schutz gegen die schweren Verlaufsformen der Malaria besteht. Durch
jahrelange Exposition wird sukzessiv ein Antikorperrepertoire aufgebaut, das
gegen PfEMP1s gerichtet ist (Bull et al. 1998). Das Vorkommen von
variantenspezifischen Antikérpern nimmt mit zunehmendem Alter zu,
gleichzeitig nimmt die Haufigkeit von leichter Malaria ab (Piper et al. 1999), es
kommt zur Reduktion der Parasitendichte, und so geht man davon aus, dass
sequentiell neue Antikorper erworben werden und diese vor den klinischen
Symptomen zu schiitzen vermdogen. Seltenere stammspezifische Antigene sind
nicht kreuzreagierend, verursachen auch keine schwere Malaria und werden
eher bei dlteren Individuen gefunden (Nielsen et al. 2002).

Auf epidemiologischer Ebene untersucht man, wie sich das Verhiltnis von
Parasitendichte, Parasitimie und Malariaepisoden zueinander gestaltet, wie sich
die Unterschiede hinsichtlich der Altersabhingigkeit der Teilimmunitit
darstellen und ob es Unterschiede in bestimmten Bevolkerungsgruppen gibt.
Durch Langzeitbeobachtungen kann man Dynamik und Verlauf der
Parasitendichten verfolgen, um die Merkmale der Entwicklung von

Teilimmunitit erkennen zu konnen.

Wie bereits dargestellt, unterteilt man klassischerweise die Teilimmunitit in

Krankheitsimmunitidt und Parasitenimmunitit und bezeichnet damit die



Tatsache, dass ab einem gewissen Lebensalter einerseits Schutz vor den schweren
Verlaufsformen der Malaria besteht, aber andererseits leichte Malaria und
Malariainfektionen bis ins Erwachsenenalter hin vorkommen. Ab welchem Alter
nur noch leichte Malaria oder nur noch asymptomatische Infektionen
vorkommen, ist stark vom Grad der Transmission abhdngig und es fehlt bislang
an Daten, die einen Vergleich der Situation in verschiedenen afrikanischen
Lindern erlauben. Vor allem das Auftreten von schwerer Malaria in
Abhidngigkeit vom Lebensalter in Gebieten unterschiedlicher
Transmissionsintensitit ist untersucht worden, und dltere Studien beschreiben
das Verhiltnis von Parasitamie und Parasitendichte in verschiedenen
Populationen (Greenwood et al. 1987, Marsh 1992).

Leichter Malaria wird meistens ein geringerer Stellenwert zugeschrieben, da sie
nicht lebensbedrohlich ist. Dennoch macht gerade sie den groften Teil der
weltweiten Malariamorbiditdt aus und ist im Wesentlichen verantwortlich fir
den Gesundheitszustand der Gesamtbevolkerung. Ab wann tatsdchlich ein
nennenswerter Schutz gegen leichte Malaria besteht, ist bislang nicht explizit
bekannt. Ob iltere Schulkinder (4lter als funf Jahre) ein Zwischenstadium
zwischen Kind und Erwachsenen einnehmen oder vielleicht eine eigene Gruppe
bilden, ist auch von der Transmission abhingig, doch im Ubrigen nicht genau
bekannt, da vor allem Kinder bis zu einem Alter von finf Jahren aufgrund der
hohen Belastung durch Malaria in Studien beobachtet wurden und weniger
Daten zu dlteren Kindern vorliegen.

Insgesamt ist das Resultat einer Infektion mit P. falciparum von vielen
verschiedenen Faktoren abhingig: der Transmission und Virulenz des Erregers,
der genetischen Ausgangslage des Wirtes, seines Immunsystems und der Anzahl

durchgemachter Infektionen.

1.7 Ziel der vorliegenden Arbeit

Im Rahmen einer longitudinalen Studie zur Genetik der leichten Malaria wurden
ausgewihlte Kinder iiber einen Zeitraum von acht Monaten wochentlich besucht
und hinsichtlich Parasitimie und Auftreten klinischer Malaria untersucht.

Ziel dieser Arbeit ist es, einen Bezug zwischen dem Auftreten von Parasitimien,

der Parasitendichte und dem Auftreten von Malariaepisoden herzustellen.



2 Material und Methoden

2.1 Studiengebiet

Die Studie wurde von Mai bis Dezember 2002 in 16 Dorfern der Distrikte Asante
Akim North und Sekyere East in der Aschanti-Region, Ghana, durchgeftihrt. Die
Aschanti-Region liegt im ehemaligen Regenwaldgiirtel Westafrikas und wird
durch feuchtes tropisches Klima mit einer Hauptregenzeit von Mai bis August
und einer Nebenregenzeit von Oktober bis November gepragt. Die
Tagestemperaturen schwanken zwischen 30 und 35 °C, nachts erfolgt eine
Abkiihlung auf etwa 24° C. Ubertragung von P. falciparum, P. malariae und P.
ovale hauptsidchlich durch Anopheles gambiae findet das ganze Jahr hindurch
statt. Der Grad der Malariaendemizitdt betrdagt 50,72 % wiahrend der Trockenzeit
(Browne et al. 2000). Der grofte Teil der Bevolkerung bestreitet seinen
Lebensunterhalt durch Subsistenzwirtschaft. Die medizinische Versorgung
erfolgt durch Gesundheitszentren in den Doérfern oder durch Krankenhiuser in

den Stiddten.

2.2 Studienteilnehmer

465 Kinder aus 128 Familien, die in 16 Dorfern der genannten Distrikte leben,
nahmen teil. Da das Hauptziel der Studie die Bestimmung neuer genetischer
Merkmale ist, die vor Malariainfektion bzw. -erkrankung schiitzen, waren durch
eine Vorauswahl nur solche Familien ausgesucht worden, bei denen Mutter und
Vater keines der klassischen genetischen Merkmale aufweisen, von denen
bekannt ist, dass sie Einfluss auf Malaria haben (HbS, HbC, a-Thalassimie, G6PD
A-). Bei 346 von 2551 untersuchten Familien wiesen jeweils Mutter und Vater
den Wildtyp der untersuchten Gene auf. 128 Familien konnten erfolgreich in die
Studie eingeschlossen werden. Mindestens drei Geschwisterkinder einer Familie
nahmen teil, ihr Alter lag bei Studienbeginn zwischen 6 Monaten und 11 Jahren.
Die Eltern hatten ihr schriftliches Einverstindnis gegeben. Die Studie war von
der Ethikkommission der School of Medical Sciences, University of Kumasi,

Ghana, gebilligt worden.
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2.3 Durchfithrung und Art der Messungen

Drei Teams, bestehend aus Arzt, Assistent, Doktorand und Fahrer, besuchten von
Ende Mai bis Ende Dezember einmal wochentlich alle Kinder in ihren Dorfern.
Jedes Kind war einem Team zugeordnet. Insgesamt fanden pro Kind 31 Besuche
statt.

Bei jedem Besuch wurde vom Arzt eine Anamnese tiber Vorfille der vergangenen
Woche erhoben, es wurde nach Malariaepisoden, der Einnahme von
Medikamenten, speziell Malariamedikamenten, und dem Besuch eines
Gesundheitszentrums oder Krankenhauses gefragt. Die Temperatur wurde
aurikuldr bestimmt (Braun Thermoscan Ohr-Thermometer), und es wurden ein
Dicker Tropfen und ein Ausstrich aus Kapillarblut zur Malariadiagnostik
angefertigt. Die Ausstriche und Dicken Tropfen wurden luftgetrocknet und am
Nachmittag desselben Tages im Labor gefirbt.

War ein Kind krank, so stellte der Arzt klinisch die Diagnose und behandelte
entsprechend. Zur Diagnosestellung Malaria untersuchte er das Kind griindlich,
bezog die getastete MilzgroRe und Bldsse der Konjunktiven mit ein (Muhe et al.
1999) und schloss andere Ursachen von Fieber wie Pneumonie durch
Auskultation oder Hautabszesse durch Inspektion aus.

Die Behandlung der Malariaerkrankung erfolgte in erster Linie mit Chloroquin in
einer Gesamtdosis von 25 mg pro kg Kdorpergewicht, verteilt auf drei Tage (10-

10-5 mg/kg KG pro Tag), oder mit Amodiaquin in derselben Dosierung.

2.4 Bestimmung der Parasitendichte

Die Dicken Tropfen wurden unfixiert mit dreiprozentiger Giemsa-Losung gefarbt,
die Ausstriche methanolfixiert, mit May-Griinwald und anschliefend mit Giemsa
gefdarbt. Die Ausstriche und Dicken Tropfen wurden fiir jedes Team separat
durch einen erfahrenen Technischen Assistenten ausgewertet.

Die Bestimmung der Parasitendichte erfolgte im Dicken Tropfen, in dem bei
1000facher VergroRerung die Anzahl der Parasiten pro 200 Leukozyten gezdhlt
wurde. Falls weniger als neun Parasiten gefunden wurden, wurde bis 500
Leukozyten weitergezdhlt. Erst nach Auszdhlen von 500 Leukozyten wurde ein

Dicker Tropfen als negativ gewertet.
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Die Umrechnung in die Anzahl Parasiten pro Mikroliter Blut erfolgte unter der
Annahme von 8000 Leukozyten pro Mikroliter Blut (Greenwood und Armstrong
1985).

Bei Mischinfektionen fand die Speziesbestimmung im Ausstrich statt.

Fir alle Berechnungen wurde der absolute Wert der Parasitendichte verwendet,
unabhdingig davon, welche Plasmodienart vorlag. An 96% aller Infektionen und

an uber 98% aller Malariaepisoden war P. falciparum beteiligt.

2.5 Transformation der Parasitenwerte

Zur Ermittlung der individuellen Parasitendichte wurde das geometrische Mittel
aller giiltigen Parasitendichten gebildet. Fiir negative Blutausstriche wurde die
halbe Nachweisgrenze (8 Parasiten/ul Blut) angesetzt. Das geometrische Mittel ist
der delogarithmierte Mittelwert der logarithmierten Einzelwerte.

Zusidtzlich wurde die Varianz des geometrischen Mittels berechnet.

Der tibersichtlichen Darstellung halber wurden die Parasitendichten

logarithmisch aufgetragen.

2.6 Definition der leichten klinischen Malaria
Eine Episode leichter klinischer Malaria wurde folgendermaRen definiert:

1. positiver Malariaausstrich und Temperatur hoher als 37,7 °C (Powell et al.
2001) oder anamnestische Angabe der Mutter {iber Fieber in der
vergangenen Woche,
oder

2. negativer Ausstrich und Temperatur héher als 37,7 °C und Einnahme von
Malariamedikamenten in der vergangenen Woche.

Fieber wurde als malariabedingt gewertet, wenn Befunde, die auf andere
Ursachen hinwiesen, fehlten. Als andere mogliche Ursachen wurden Pneumonie,
obere Atemwegsinfektion, Otitis, Hautabszesse und Durchfallerkrankungen

angesehen.

2.7 Definition der asymptomatischen Parasitimie
Als asymptomatische Parasitimie wurde der Nachweis von Plasmodien im

Blutausstrich ohne das gleichzeitige Vorliegen von Symptomen definiert.
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2.8 Unterdriickung von Werten

Wurde ein Kind mit Chloroquin oder Amodiaquin behandelt, so wurden seine
Parasitenwerte fiir die folgenden zwei Wochen unterdriickt. Dieser Zeitraum
wurde empirisch ermittelt (siehe Abbildung 2.1). Wurde ein Kind als
malariakrank diagnostiziert und erhielt Medikamente vom Arzt, so wurden
weitere Malariadiagnosen innerhalb der folgenden zwei Wochen als

Rekrudeszenz und nicht als Neuinfektion gewertet.

log Parasiten/ul
w N ol o
11 I | I I 11 I | I I 111 I | I - I

n

—_

Woche

Abbildung 2.1 Wirkdauer von Chloroquin
rot: Parasitendichte, schwarz: geometrisches Mittel der Parasitendichte

Um herauszufinden, wie lange Chloroquin (CQ) wirksam ist, wurden alle vom Arzt verschriebenen
Erstbehandlungen mit CQ herausgesucht. Kinder, die vorher oder gleichzeitig eine Selbstbehandlung
oder Extrabehandlung mit CQ oder einem anderen Malariamedikament durchgeftihrt hatten, wurden
ausgeschlossen. Der Behandlungsbeginn wurde als Woche O definiert, so dass alle bis dahin
erhobenen Parasitenwerte auf der Zeitachse entsprechend verschoben wurden, und es wurden die
Parasitenwerte bis zur ndchsten Behandlung mit einem Malariamedikament betrachtet.

Es zeigt sich, dass Chloroquin in dieser Population im Durchschnitt zwei Wochen lang die
Parasitendichte senkt.

2.9 Berechnung der individuellen Parameter
Fir jedes Kind wurde der Anteil positiver Ausstriche, der Anteil
asymptomatischer Parasitimien und der Anteil von Malariaepisoden berechnet,

nachdem die entsprechenden Werte unterdriickt worden waren.
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2.10 Gebrauch von Moskitonetzen und Moskitogittern

Eigenen Angaben und den Angaben der Eltern zufolge schliefen 67 Kinder
regelmidlRig unter Bettnetzen, 73 wohnten in Hiusern, die mit Moskitogittern an
Fenstern und Tiren ausgestattet waren.

Es stellte sich heraus, dass Moskitogitter im Gegensatz zu Moskitonetzen einen
nachweisbaren Schutz vor der Plasmodieninfektion vermitteln (Median des
Anteils positiver Ausstriche ohne Gitter 0,56 / mit Gittern 0,35; p<0,0001).
Kinder aus Hiusern mit Moskitogittern wurden aus der Analyse
herausgenommen, weil sie durch die Expositionsprophylaxe gleichsam in ein
Gebiet niedrigerer Endemizitit transferiert worden waren und nicht bekannt ist,
ob dadurch die Immunitit gegeniiber Plasmodien beeinflusst wurde und deshalb

die Infektionsdynamik eine andere war.

2.11 Statistische Methoden

Zusammenhdnge wurden mit Kendall-tau-b berechnet. Dies ist ein allgemeines
nonparametrisches MaR, das den Zusammenhang zwischen zwei Variablen
beschreibt. Es misst, bei wie vielen Paaren (x1,yl; x2,y2;...; xn,yn) zutrifft, dass
x1<x2 und zugleich yl<y?2 ist.

Vergleiche zwischen zwei Gruppen wurden mit dem Test nach Wilcoxon,
Vergleiche zwischen mehreren Gruppen nach Kruskall-Wallis durchgefiihrt.
Bei kategorischen Variablen wurde der Chi-Quadrat-Test benutzt.

Alle statistischen Berechnungen wurden mit dem Programm "jmp" von SAS

durchgefiihrt.

2.12 Dateneingabe

Alle Daten, die bei den Felduntersuchungen erhoben worden waren, und die
Laborbefunde {iber Malariaparasiten wurden jeweils von zwei verschiedenen
Personen in die Datenbank (4D von SA, 1985 - 2002) eingegeben und
anschliefend von einer weiteren Person auf Unstimmigkeiten gepriift. Bei

Nichtiibereinstimmung wurde nach dem Originaldatenblatt korrigiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Beschreibung der Kohorte

465 Kinder aus 128 Familien nahmen teil. Von 392 Kindern aus 112 Familien
konnten Daten ausgewertet werden, 73 Kinder waren wegen des Gebrauchs von
Moskitogittern ausgeschlossen worden.

Von 12 152 durchgefithrten Besuchen wurden insgesamt 127 versdumt, die
Compliance betrug somit 99 %. 331 Kinder (84 %) waren bei allen 31 Besuchen
anwesend, 55 fehlten bis zu dreimal und 6 Kinder mehr als dreimal.

Die Kinder waren zu Beginn der Studie zwischen 6 Monaten und 11 Jahren alt,
der Median des Alters lag bei 6 Jahren (Interquartilenabstand 3-8). 205 der
Kinder waren Jungen, 187 Middchen. Hinsichtlich der Geschlechtsverteilung
wurden keine Unterschiede gefunden (Median des Alters in Jahren: Jungen 6/
Midchen 6, p = 0,85; Median des Anteils positiver Ausstriche: Jungen 0,54/
Midchen 0,58, p = 0,2; Median des Anteils Malariaepisoden: Jungen 0,04/
Midchen 0,04, p = 0,53).

Der Median der Anzahl auswertbarer Malariaausstriche pro Kind betrug 28
(Interquartilenabstand 25-30). Der Median der Punktprivalenz der Parasitimie
betrug 51,5 % (Interquartilenabstand 47,98-55,82 %), d.h. zu einem beliebigen
Zeitpunkt hatten 51,5 % der Kinder Parasiten im Blut. Die Periodenprivalenz
betrug 98,5 %, d.h. im gesamten Beobachtungszeitraum wurden bei 98,5 % der
Kinder mindestens einmal Parasiten nachgewiesen.

Bei 257 Kindern (65,6 %) wurde mindestens einmal die Diagnose Malaria
gestellt, insgesamt wurden bei ihnen 549 Malariaepisoden festgestellt. Pro Kind
wurden bis zu 6 Malariaepisoden diagnostiziert. Bei 135 Kindern (34,4 %) lag zu
keinem Zeitpunkt eine klinische Malaria vor. Der Median der Punktpridvalenz der
Malariaepisoden betrug 4,3 % (Interquartilenabstand 3,2 - 6,2 %). Die
kumulative Inzidenz der Malariaepisoden betrug fiir den untersuchten Zeitraum
1,4 pro Kind.

Die Verldufe der individuellen Parasitendichten tiber den Beobachtungszeitraum

lieRen sich nicht in Gruppen klassifizieren (siehe Abbildung 3.1a-d).
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Abbildung 3.1a-d Beispiele des Verlaufs der Parasitendichte tiber 31 Wochen bei vier

Individuen
rot: log Parasiten pro ul Blut
blau: 0 = keine Malariaepisode

1 = Malariaepisode diagnostiziert und behandelt
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3.2 Anstieg der Parasitendichte zur Malariaepisode
Die Parasitendichte der Woche(x-1) wurde von der der Woche(x) subtrahiert

(mit x = 2,3,...,31), aufgetragen ist die Differenz. Dargestellt sind Fille.

log Parasitendichte
e o

0 1

Abbildung 3.2 Wochentliche Differenzen der Parasitendichte zu asymptomatischen Zeitpunkten
und bei Malariaepisoden
0-keine Malariaepisode, 1- Malariaepisode

Der Median der Differenz, wenn nicht Malaria diagnostiziert wurde, betrug O
Parasiten/ul (n = 9073), und der Median der Differenz, wenn Malaria
diagnostiziert wurde, 1440 Parasiten/ul (n = 373); p < 0,0001. Fir 176 Fille
konnte keine Untersuchung durchgefithrt werden, da Malaria in Studienwoche 1
diagnostiziert wurde oder die Hohe der Parasitendichte zum Diagnosezeitpunkt
unbekannt war.

Es zeigte sich also, dass beim Ubergang von Symptomlosigkeit zu einer
klinischen Malariaepisode hin die Parasitendichten eines Individuums signifikant
anstiegen (Abb.3.2). In einigen Fdllen fiel die Parasitendichte zur Malariaepisode
hin ab. Insgesamt ist der Schwankungsbereich bei Malariaepisoden nach oben
hin verschoben, d.h. die Parasitendichten sind hadufiger gestiegen als gesunken.
Liegt keine Malariaepisode vor, schwankt die Parasitendichte von Woche zu
Woche, ohne Signifikanz zu erreichen. Es gibt auch Kinder, die einen deutlichen
Anstieg ihrer Parasitendichte aufweisen, ohne zu diesem Zeitpunkt zu erkranken.
Betrachtet man die Fille, in denen die Parasitendichte um mehr als 50 000
Parasiten/ul angestiegen war (n = 77), so liegt in 42 Fillen (54,5 %) Malaria vor
und in 35 (45,5 %) keine. Von diesen 35 Fillen wurde bei 24 (31 %) auch in der
Folgewoche keine Malaria diagnostiziert und in keinem Fall sind

Malariamedikamente verabreicht worden.



3.3 Einfluss des Alters

3.3.1 Malariometrische Parameter im Altersverlauf

17

Der Anteil der Parasitimie, die Parasitendichte, die Varianz der Parasitendichte,

der Anteil an Malariaepisoden sowie die Parasitendichte wahrend

Malariaepisoden und asymptomatischen Zeitpunkten wurde in Abhingigkeit

vom Alter untersucht (Abbildungen 3.3.1a-e).

Die Einteilung nach Alter erfolgte entsprechend folgender Tabelle:

Tab. 3.3.1 Alter in Jahren

Alter 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Alter in 6-11 | 12- | 24- | 36- | 48- | 60- | 72- | 84- | 96- | 108- | 120- | 132-
Monaten 23 35 47 59 71 83 95 107 | 119 | 131 143
Anzahl Kinder | 13 30 36 35 38 40 35 40 39 29 36 21

o
3
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1

Anteil positiver Ausstriche
o o
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Abb.3.3.1a Parasitimie zu allen Zeitpunkten
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1
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Abb.3.3.1.b Parasitendichte zu allen Zeitpunkten
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Varianz

0.5+ -

Alter

Abb.3.3.1c Varianz der Parasitendichte zu allen Zeitpunkten

0.2

0.15

0.1

Anteil Malaria

0.054

Alter

Abb.3.3.1d Malariaepisoden zu allen Zeitpunkten

w
1

log Parasiten/ul
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|

| | | | | | |
0 2 4 6 8 10 12

Alter
Abb.3.3.1e Parasitendichte zu Malariazeitpunkten (rot) und bei asymptomatischen Parasitimien
(griin)

Abbildung 3.3.1 a-e malariometrische Parameter im Altersverlauf
Dargestellt fiir jede Altersgruppe sind der Median (farbig verbunden) und bei Abb. a-d die 25. und
75. Perzentile.
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Fast alle Merkmale zeigen eine signifikante Altersabhidngigkeit:
Assoziation des Alters

- mit dem Anteil der Parasitimie © (Kendal-tau-b) = 0,01, p = 0,7;

mit der Parasitendichte © -0,12, p = 0,001;

mit der Varianz der Parasitendichte © = -0,26, p < 0,0001;

- mit dem Anteil Malariaepisoden t = -0,36, p < 0,0001.

Obwohl Sduglinge die niedrigste Parasitimie haben und ihre mittlere
Parasitendichte vergleichbar ist mit der neun- bis zehnjidhriger Kinder, weisen
sie eine groRere Anzahl Malariaepisoden als Neun - bis Zehnjdhrige auf. Vom 1.
bis 3. Lebensjahr nehmen Parasitimie und mittlere Parasitendichte zu, jedoch
bleibt der Anteil der Malariaepisoden im gleichen Intervall nahezu konstant. Die
ein-, zwei- und dreijdhrigen Kinder der Studiengruppe erkrankten am haufigsten
an Malaria, sie waren im Median bei 8-13 % der Besuche krank. Der Anteil der
vier- bis achtjdhrigen Kinder, die Malariaepisoden erfahren, ist konstant bei etwa
4 % der Besuche, und Neun- bis Elfjahrige liegen bei rund 1 %. Vom 4. bis 8.
Lebensjahr verhilt sich die Parasitimie nahezu gleichférmig, aber die
Parasitendichte sinkt ab. Die Varianz sinkt mit zunehmendem Alter und zeigt
eine abnehmende Schwankungsbreite. Sowohl zu symptomatischen als auch zu
asymptomatischen Zeitpunkten nimmt die Parasitendichte mit zunehmendem
Alter ab, so dass z. B. zehnjidhrige Kinder bereits bei wesentlich niedrigeren

Parasitendichten Symptome aufweisen als jiingere Kinder.

3.3.2 Periodenprivalenz der Malariaepisoden

Die Periodenprivalenz gibt Auskunft dariber, bei wie vielen Individuen
innerhalb des Beobachtungszeitraums mindestens eine Malariaepisode
diagnostiziert wurde. Untersucht wurde der Zusammenhang zwischen

Periodenpravalenz und Alter.
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Abbildung 3.3.2 Periodenprivalenz
Anteil der Kinder in der jeweiligen Altersgruppe, bei denen
- mindestens einmal Parasiten aber keine Malariaepisode nachgewiesen wurde (blaue Sdule)
- an einem oder mehreren Untersuchungszeitpunkten Malaria diagnostiziert wurde (griine
Saule).

Erst ab einem Lebensalter von neun Jahren ist innerhalb eines Altersjahrgangs
die Zahl der Kinder, bei denen wihrend des 31-wochigen
Beobachtungszeitraums kein Mal eine Malariaepisode festgestellt wurde, groler
als die der Kinder, bei denen mindestens einmal Malaria diagnostiziert wurde.
Bei mehr als 80% der Ein- bis Dreijdhrigen wurde mindestens einmal Malaria

festgestellt.

3.3.3 Bildung von Altersgruppen

Aufgrund der deutlichen Abhingigkeit der Parasitimie, der Parasitendichte, der
Varianz der Parasitendichte, der Malariaepisoden und der Periodenprivalenz
vom Alter (vgl Abb. 3.3.1a-d und Abb. 3.3.2) wurde folgende Einteilung in
Altersgruppen vorgenommen: Sduglinge (6-11 Monate), ein- bis dreijahrige, vier-

bis achtjdhrige und neun- bis elfjihrige Kinder (Tabelle 3.3.3).

Tabelle 3.3.3 Anzahl (n) und Anteil der Kinder pro Altersgruppe, bei denen mindestens einmal
Malaria diagnostiziert wurde

< 1Jahr 1-3 Jahre 4-8 Jahre 9-11 Jahre

n Malaria /n total (Anteil
Kinder mit Malaria) 9/13 (0,69) |88/101 (0,87)| 126/192 (0,65) | 34/86 (0,4)




3.4 Dauer zwischen Nachweis einer Parasitimie und Diagnose

einer Malariaepisode

Bei allen Kindern, bei denen Malaria aufgetreten war, wurde untersucht, tiber
welchen Zeitraum kontinuierlich Parasiten nachweisbar waren, bevor Malaria
diagnostiziert wurde. Pro Kind wurde jeweils nur die erste Malariaepisode
ausgewertet. Die Auswertung erfolgte ab Studienwoche 2. Hatte ein Kind in
Studienwoche 31 einen positiven Ausstrich, so wurde dies als zensierter Wert

betrachtet.

1.0
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Wochen

Anteil Kinder

Abbildung 3.4 Zeitraum zwischen Parasitennachweis und Malariaepisode
Mittlere Zeit der Parasitimie in Wochen bis Diagnosestellung Malaria :

<1Jahr (rot): 1 Woche (25.Perzentile: 0; 75.Perzentile: 1), erkrankt 9, zensiert O;

1-3 J. (griin): 1 Woche (25.Perzentile: 0; 75.Perzentile: 1), erkrankt 86, zensiert 4;
4-8 J. (blau): 1 Woche (25.Perzentile: 0; 75.Perzentile: 7), erkrankt 118, zensiert 3 8;
9-11 J. (braun): 3 Wochen(25.Perzentile: 0; 75.Perzentile: 26), erkrankt 34, zensiert 23.

10 Kinder mit Diagnose Malaria in Studienwoche 1 wurden nicht berticksichtigt.
Wilcoxon Chi-Quadrat 28,35 ; p<0,0001

Untersucht man die Dauer der Parasitimie vor Diagnose einer Malariaepisode,
zeigt sich ein signifikanter Einfluss des Alters. Aus der Kaplan-Meier-Kurve
(Abbildung 3.4) wurde die 80. Perzentile als Vergleichsparameter mit dem
hochsten Informationsgehalt ausgewdhlt. Wihrend bei 80 % der unter
Einjdhrigen die Zeit von Parasitennachweis bis Malariaepisode eine Woche
betrug, lag sie bei Ein- bis Dreijdhrigen bei zwei Wochen, bei Vier- bis

Achtjdhrigen bei 9 Wochen und bei Neun- bis Elfjihrigen bei 26 Wochen.
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Von den Kindern, bei denen die Diagnose Malaria gestellt wurde, erlitten ihre
erste Malariaepisode zugleich mit dem Nachweis von Plasmodien 44 % der
Sduglinge, 46 % der Ein- bis Dreijahrigen, 35 % der Vier- bis Achtjahrigen und 32
% der Neun- bis Elfjdhrigen. Die tibrigen Kinder hatten mindestens eine Woche

oder wesentlich ldnger Parasiten im Blut, ohne zu erkranken.

3.5 Beziehung zwischen Malariaepisoden und Parametern der

Parasitimie

3.5.1 Beziehung zwischen dem Auftreten mindestens einer
Malariaepisode und Parametern der Parasitimie

Es wurde mit dem nicht-parametrischen Test nach Wilcoxon untersucht,
inwiefern Unterschiede zwischen den Kindern, bei denen mindestens eine
Malariaepisode diagnostiziert worden war, und denen, die niemals erkrankt

waren, hinsichtlich der anderen Parasitenparameter bestehen.

Tabelle 3.5.1 Qualitative Unterschiede verschiedener parasitologischer Parameter bei Kindern
mit und ohne Malariaepisoden, stratifiziert nach Alter

<1 Jahr 1-3 Jahre 4-8Jahre 9-11Jahre
ﬁ?}fﬁ;gﬁiia 9/4 88/ 13 126 / 66 34 /52
Eﬁggfﬁ;?ﬂteﬂ der 0,42 /0 0,6 /0,15 0,57 / 0,66 0,48 / 0,47
Parasitimie p = 0,005~ p = 0,001 * p=0,1 p=0,29
- Ziigﬁfif;st;i;e; 0,31/0 048/0,15 | 0,49/0,66 | 043/0,47
matischer Parasitimie p =0,005% p=002* p=0,002* p=0,07
g/iilsailtr;r?cei;cﬁgehe der 217009 216/1.08 | 1.98/204 | 1.65/1.60
log Pasasiten/sl) p=0,005* | p=0,0002* p=0,52 p =091
Median der Varianz
Qo o e 147 /0 1,28 / 0,57 0,95 / 0,74 0,81 / 0,59
p=0005* | p=0,0004* | p=0,0002* | p=0,016*

* = signifikant

Es wird deutlich, dass die Parasitimie, die asymptomatische Parasitimie sowie
die Parasitendichte bei unter Einjdhrigen und ein- bis dreijihrigen Kindern mit

Malariaepisoden signifikant erhdht sind. Auch hatten in diesen Altersgruppen
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die Kinder, bei denen mindestens eine Malariaepisode festgestellt wurde,
haufiger Parasiten als die Kinder, die nie erkrankten (asymptomatische
Parasitimie). Bei vier- bis achtjihrigen und neun- bis elfjihrigen Kindern zeigt
sich kein relevanter Unterschied. Allein die Varianz der Parasitendichte ist in
allen Altersgruppen signifikant hoher bei den Kindern mit mindestens einer
Malariaepisode als bei den Kindern, bei denen niemals eine Malariaepisode

diagnostiziert wurde.

3.5.2 Beziehung zwischen der Haufigkeit von Malariaepisoden
und Parametern der Parasitimie

Im nadchsten Schritt sollte herausgefunden werde, wie ausgeprigt die
qualitativen Unterschiede sind. Das Auftreten von Malariaepisoden bei einem
Kind wurde in Beziehung gesetzt zu Haufigkeit der Parasitimien und Hohe und
Varianz seiner Parasitendichten (Tabelle 3.5.2). Die Stirke der Assoziation
zwischen den genannten Parametern und der Haufigkeit von Malariaepisoden

wurde mit einer nonparametrischen Multivarianzanalyse gemessen.

Tabelle 3.5.2 Assoziation parasitologischer Parameter mit der Anzahl Malariaepisoden
(Multivarianzanalyse)

<1]Jahr 1-3 Jahre 4-8 Jahre >=9 Jahre
(n=13) (n =101) (n =192) (n =86)
Ktb p Ktb p |K=zb p |K=zb p
Parasitamie 0,86 =<0,01* |0,24 =<0,01*|-0,10 <0,05* |-0,11 0,19
asymptomatische | g1 __ 1+ 0,07 03 |-021 =<001*|-0,18 <0,05*
Parasitimie
Parasitendichte

0,84 =<0,01* 0,26 =<0,01*|-0,02 0,64 |-0,02 0,81

Varianz der 0,55 <0,05% 10,28 =<0,01* 0,24  =<0,01* 0,21 =<0,01*
Parasitendichte

Kt b = Kendall tau b, * = signifikant

Stratifiziert man fir Alter, so sieht man, dass sich der Zusammenhang zwischen
dem Vorhandensein von Parasiten und der Anzahl der Malariaepisoden mit
zunehmendem Alter verschiebt. Es zeigt sich, dass Kleinkinder eine positive
Assoziation zwischen Parasitimie und Parasitendichte und Hiufigkeit von
Malariaepisoden haben, wihrend sich die Beziehung zwischen Parasitimie und

Haufigkeit von Malariaepisoden bei dlteren Kindern (4 bis 8 Jahre) umgekehrt
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darstellt. Das heilt, je seltener bei dlteren Kinder Parasiten im Blut nachweisbar
sind, desto ofter haben sie Malariaepisoden; allerdings ist diese Assoziation nur
schwach ausgeprigt (Korrelationskoeffizient -0,1). Diese Assoziation gilt auch fir
Parasitimien zu einem Zeitpunkt, an dem keine Malariaepisode festgestellt
wurde (vier- bis achtjahrige und neun- bis elfjahrige Kinder), und hier ist sie
starker ausgeprigt (v -0,21, © -0,18). Hervorzuheben ist, dass eine positive
Assoziation zwischen dem Auftreten von Malariaepisoden und der Varianz der

Parasitendichten fir alle Altersgruppen signifikant nachzuweisen war.

3.6 Ndhere Charakterisierung der Varianz

Man kann vermuten, dass die Varianz bei Kindern mit Malariaepisoden auf
zweierlei Weise beeinflusst wird, erstens durch hohere Parasitendichten bei
Malariaepisoden und zweitens durch Absenken der Parasitendichte durch
Einnahme von Malariamedikamenten.

Deshalb wurde untersucht, ob die unter 3.5.2 gefundene Assoziation auch
besteht, wenn man die Varianz der Parasitendichten zu Nicht-

Malariazeitpunkten betrachtet.

Tabelle 3.6 Assoziation der Anzahl von Malariaepisoden mit der Varianz der Parasitendichte zu
Nicht-Malariazeitpunkten

<1Jahr 1-3 Jahre 4-8Jahre 9-11 Jahre
(n=13) (n=101) (n=192) (n = 80)
Ktb p|Ktb p Kb P Ktb P

Varianz der
Parasitendichte zu Nicht- | 0,52 0,017 |0,2 0,004 (0,13 0,009 |0,14 0,09
Malariazeitpunkten

Es zeigt sich, dass ebenfalls eine Assoziation zwischen der Hiufigkeit von
Malariaepisoden und der Varianz der Parasitimie zu Nicht-Malariazeitpunkten
besteht. Diese Assoziation ist in allen Altersgruppen zwar schwacher als die

unter 5.2, aber dennoch signifikant, auRer bei den neun- bis elfjihrigen Kindern.
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4 Diskussion

4.1 Kohorte

Die Verlaufsbeobachtung der vorliegenden Studie wurde durchgefiithrt, um
Geschwisterkinder hinsichtlich ihrer Empfanglichkeit oder Resistenz gegentiiber
Malariaparasitimien und klinischen Malariaepisoden zu charakterisieren. Das
Hauptziel der Studie ist die Identifikation bislang nicht bekannter genetischer
Faktoren, die diese Empfianglichkeit beeinflussen.

Das Vorhandensein von genetischen Faktoren der Sichelzell-Anlage Himoglobin
S (Fleming 1979), Himoglobin C (Modiano et al. 2001, Rihet et al. 2004), a-
Thalassdmie (Flint et al. 1986) und G6PD (Ruwende et al. 1995), von denen zum
Teil seit vielen Jahren bekannt ist, dass sie Einfluss auf die Empfanglichkeit fiir
Malaria haben, hitten in diesem Studienplan gestort. Deshalb wurden sie in
einer Voruntersuchung bestimmt, und Familien, in denen solche Faktoren
vorkamen, wurden nicht in die Studie aufgenommen. Die in der Vorauswahl
ermittelte Hohe der Allelfrequenzen fiir Erythrozytenanomalien und die sich
daraus ergebende begrenzte Auswahl moglicher Teilnehmer, ndmlich nur 346
der 2551 untersuchten Familien, zeigt, wie weit verbreitet genetische
Schutzmechanismen gegen Malariainfektion und -erkrankung sind, oder anders
ausgedriickt, wie selektiert die vorliegende Studienpopulation ist. Bisherige
Studien zur Epidemiologie oder Immunitidtsentwicklung (Bloland et al. 1999, Cox
et al. 1994, Trape et al. 1994, Genton et al. 1995, Quaki et al. 2000)
untersuchten nicht den Genotyp der Kinder, obwohl dessen Einfluss auf das
Auftreten von Malaria bekannt war oder zumindest schon vermutet wurde. Zum
Beispiel liegen Allelfrequenzen fiir HbS in Afrika bei bis zu 20 % (Essential
Malariology 2002, S. 253), was einer Heterozygotenhdufigkeit von etwa 10 - 40
% entspricht. Bei den genannten Studien kénnen die epidemiologischen
Ergebnisse durch bekannte, aber nicht untersuchte genetische Varianten

beeinflusst worden sein.

In dieser Studie wurde zum ersten Mal in einem sehr grolen Umfang in engen,
namlich wochentlichen Abstinden eine detaillierte Beobachtung der
Studienteilnehmer hinsichtlich verschiedener malariolometrischer Parameter

durchgefiihrt. Die Compliance in der Studiengruppe war sehr gut, und die hohe
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Anzahl der auswertbaren Malariaausstriche pro Kind erlaubt es, die Daten als
reprdsentativ anzusehen.

Geschlechtsspezifische Unterschiede hinsichtlich Héhe der Parasitimie oder
Héaufigkeit von Malariaepisoden fanden sich erwartungsgemdil nicht. Die
Distrikte Asante Akim North und Sekyere East sind Hyperendemiegebiete der
Malaria, die Privalenz der Parasitimie ist groRer als 50 % (vgl. Browne et al.
2000). Nahezu alle Kinder (98 %) akquirierten Parasiten wihrend des
Untersuchungszeitraums; das heilt, die Moglichkeit, an Malaria zu erkranken,
war fir den allergroften Teil der Kinder gegeben.

Die mittlere Prdvalenz der leichten Malaria liegt bei 4,3 % in dieser Population.
Eine Einordnung der von uns ermittelten Pravalenz fallt schwer, da es so gut wie
keine Vergleichsdaten aus anderen Studien gibt, was durch die Schwierigkeit der
Diagnosestellung bedingt sein kann oder auf einen Mangel an sicheren

epidemiologischen Daten zuriickzufiihren ist.

Unsere Untersuchung basiert auf Ausstrich und Krankheitsdefinition, und
diesbeziiglich konnen Einwdnde erhoben werden. Die Bestimmung der
Parasitendichte im Ausstrich ist nicht eindeutig, denn mehrmaliges Auszdhlen
des gleichen Ausstriches kann Differenzen hervorbringen, wobei ein Unterschied
bis zum 1,5fachen Logarithmus als tolerabel angesehen wird (D'Alessandro et al.
1995). Dies hebt die Unzuldnglichkeit eines einzigen Malariaausstriches zur
Diagnosestellung hervor und zeigt, dass die Bestimmung der Parasitendichte mit
groRen Unsicherheiten behaftet ist. Dennoch ist der Ausstrich nach wie vor
Goldstandard aus Mangel an genauso einfachen, auch in nicht laborreiner
Umgebung durchfithrbaren Verfahren, und serielle Ausstriche eines Kindes
innerhalb weniger Stunden sind meist aus logistischen Griinden nicht zu
erhalten.

Durch die Verteilung aller Kinder auf drei Teams, die immer demselben Arzt
zugewiesen waren, konnen Erfahrungsunterschiede zwischen den einzelnen
Arzten hinsichtlich der Beurteilung des klinischen Zustands eines Kindes
relevant werden. Unterschiedliche klinische Kompetenz kann zu Ubersehen oder
Uberinterpretation klinischer Befunde fiihren. Begleiterkrankungen wurden
unter Umstdnden in unterschiedlichem Ausmall erkannt, was gegebenenfalls zu

Unterschieden bei der Zuordnung einer Fieberepisode zu einer Malariadiagnose
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fihrte. Auch kannte der Arzt den Parasitenbefund des Kindes nicht, sondern
stellte nur klinisch die Diagnose Malaria. Auf diese Art kann es zu einer Uber-
oder Unterdiagnostizierung von Malariafidllen durch den Arzt gekommen sein
mit folgender Uber- und Unterbehandlung, wobei eine Uberdiagnostizierung
wahrscheinlicher ist (Rooth et al. 1992). Es wurde jedoch versucht, diese
Verzerrung durch die Art der Definition einer klinischen Malariaepisode

auszugleichen.

Ob in verschiedenen Dorfern, Familien und tiber den Studienzeitraum hinweg
unterschiedliche Malariatransmission und -exposition vorlagen, konnen wir
nicht beurteilen, da Daten zur entomologischen Inokulationsrate in der
vorliegenden Studie nicht erhoben wurden. In zahlreichen Studien konnte ein
direkter Zusammenhang zwischen der Hohe der entomologischen
Inokulationsrate und der Hohe der Parasitimie (McElroy et al. 1997) bzw. dem
Auftreten schwerer Malaria festgestellt werden (zusammengefasst von Snow und
Marsh 2002). Das gilt unter epidemiologischen Aspekten und ist essentiell, um
einen Zusammenhang zwischen Exposition und Morbiditdt und Mortalitdt der
Gesamtbevolkerung erkennen zu konnen. Die individuelle Exposition der Kinder
ist jedoch nur schwer oder gar nicht zu erfassen. Erkannt werden konnte auf
jeden Fall die durch die Anwendung von Bettnetzen oder Fenstergittern bewirkte
unterschiedliche Hiufigkeit der Parasitimie, und damit war es moglich, eine Art
Confounder auszuschlieRen.

Weitere Unterschiede zwischen einzelnen Dorfern hinsichtlich der
Malariamorbiditdt konnen durch duRere Einflussfaktoren wie Erndhrungszustand
der Bevolkerung, Entfernung zum Gesundheitszentrum und Einnahme von
Malariamedikamenten in Eigenregie verursacht werden (Greenwood 1989) und
sind nur schwer zu erfassen. Da in manchen Dorfern nur wenige Familien oder
sogar nur eine einzige rekrutiert wurden, konnen mogliche Dorfunterschiede
nicht eindeutig von moglichen Familieneinfliissen getrennt werden. Bei der
Phanotypisierung fiir die Kopplungsanalyse miissen diese Faktoren
berticksichtigt werden. Allerdings basiert die genetische Untersuchung der
Kinder auf intrafamilidren Vergleichen, so dass das eben Genannte relativiert

wird.
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4.2 Parasitendichte bei Malaria

Es konnte gezeigt werden, dass in der Studiengruppe ein Anstieg der
Parasitendichte zu einer Malariaepisode hin erfolgte, zu anderen Zeitpunkten
sind wochentliche Schwankungen der Parasitendichte nachzuweisen, die jedoch
kein Signifikanzniveau erreichen (siehe Abbildung 3.2; vgl. Cox et al. 1994).
Allerdings findet im Zusammenhang mit einer diagnostizierten Malariaepisode
nicht immer eine Erhohung der Parasitendichte statt. Ein Absinken oder
Nichtansteigen der Parasitdmie kann moglicherweise durch eine
Selbstbehandlung mit Chloroquin verursacht worden sein, wenn sie zwischen
zwei Besuchen erfolgte und nicht erfasst wurde. Es gibt Fille, bei denen eine
hohe Parasitimie nicht mit Symptomen verkniipft war. Immerhin wurde bei 45%
der Fille, bei denen ein Anstieg um mehr als 50 000 Parasiten statt gefunden
hatte, nicht gleichzeitig Malaria diagnostiziert, und auch in der Folgewoche
wurde nur in finf zusdtzlichen Fillen eine Malariaepisode festgestellt. In keinem
Fall wurde mit einem Malariamedikament behandelt. Diese Beobachtung steht im
Gegensatz zu anderen Studien (Rogier et al. 1996, Missinou et al. 2003), in
denen die Autoren ausschlieRen, dass es hohe asymptomatische Parasitimien
geben kann. Die hier vorgelegten Daten sprechen dafiir, dass es, wenngleich
auch selten, asymptomatische Parasitimien mit einer hohen Parasitenzahl geben

kann und dass diese asymptomatischen Parasitimien sich selbst terminieren.

4.3 Einfluss des Alters

Die Entwicklung von Teilimmunitit in Malariaendemiegebieten, die bewirkt, dass
die meisten Episoden klinischer Malaria und die hochsten Parasitendichten bei
Kindern unter finf Jahren erreicht werden, ist seit langem bekannt (Wilson et al.
1950, Williamson und Gillies 1978, Molineaux und Gramiccia 1980, vgl. Genton
et al. 1995). In dieses Bild ftigen sich auch die erhobenen Daten unserer
Studienpopulation. Durch die Darstellung des Anteils der Parasitimie, der
Parasitendichte, der Varianz der Parasitendichte, des Anteils der
Malariaepisoden und der Parasitendichte zu Malariaepisoden und zu
asymptomatischen Zeitpunkten (siehe Abbildung 3.3.1 a - e) in der jeweiligen
Alterskohorte wird illustriert, wie sich die einzelnen malariometrischen
Parameter mit zunehmendem Lebensalter verdndern. Es wird deutlich, dass eine

Einteilung in Altersgruppen (siehe Tabelle 3.3.3) unumganglich ist: Sduglinge,
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die aufgrund ihres Alters und noch am wenigsten entwickelten Immunsystems
eine Sonderstellung einnehmen, Kinder zwischen ein und drei Jahren, die am
stirksten unter Malaria leiden, dltere Kinder (4-8 Jahre), bei denen die Belastung
durch klinische Symptome schon stark zuriickgegangen ist und schlieflich groRe
Kinder (9-11 Jahre), die sich hauptsidchlich durch asymptomatische Parasitimien
auszeichnen. Erst in dieser Altersgruppe liberwiegen Kinder, die nur

asymptomatische Parasitimien haben.

4.3.1 Beziehung zwischen Parasitimie und Alter

Die Beobachtung, dass bei kleinen Kindern die meisten Parasitimien angetroffen
werden, und diese dann mit zunehmendem Alter abfallen, ist seit langem
bekannt und schon oft beschrieben (Bloland et al. 1999, Genton et al. 1995). Die
in dieser Studie erhobenen Daten (vgl Abbildung 3.3.1 a) verhalten sich

erwartungsgemal genauso.

4.3.2 Beziehung zwischen Parasitendichte und Alter

Auch der Verlauf der Parasitendichte im Altersgang ist schon wiederholt, wenn
auch nicht so oft wie der der Parasitimie, beschrieben worden und findet sich
bei uns genauso wieder. Die héchsten Parasitendichten werden wiederum bei
dreijihrigen Kindern gefunden; danach fallen die Parasitendichten jedoch
schneller als die Parasitamien ab. Obwohl die Parasitdmie eigentlich eine
definierte, durch die mikroskopische Nachweisgrenze bedingte Parasitendichte
ist, verhalten sich diese beiden Parameter unterschiedlich: Die Form der
Teilimmunitét, die sich gegen hohere Parasitendichten richtet, entwickelt sich
friher als die Form der Teilimmunitat, welche sich gegen niedrigere, aber
mikroskopisch noch nachweisbare Parasitendichten (also Parasitimie) richtet.
Vorstellbar konnte eine immunologische Toleranz von niedrigen
Parasitendichten in der GroRenordnung der mikroskopischen Nachweisbarkeit
sein. Niedrige Parasitimien konnten auch ohne Adhidrenz der infizierten
Erythrozyten an Endothelzellen auftreten (vgl. P. vivax). Also wiare denkbar, dass
eine Form der Immunitit, bei welcher Antikdrpern gegen Adhdisine von P.
falciparum gebildet werden, eher auftritt als eine andere Form der Immunitit,
welche niedrige, aber noch mikroskopisch nachweisbare Parasitendichten (hier

Parasitimien) verhindert.
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4.3.3 Beziehung zwischen Varianz der Parasitendichte wund
Alter

Bei Inspektion der individuellen Parasitendichten {iber den gesamten
Beobachtungszeitraum war aufgefallen, dass es Kinder gab, die kontinuierlich
viele Parasiten hatten, solche, die wenige hatten mit mehrfachen Spitzen,
manche, die fast nie Parasiten, aber einzelne Spitzen zeigten, und viele, die sich
keinem Muster eindeutig zuordnen lieRen (siehe Abbildung 3.1a - d). Eine
optische Unterteilung war einerseits wegen der grofen Fallzahl und andererseits
wegen grofer Variabilitit nicht moglich, so dass letztendlich die Varianz am
besten geeignet schien, um auf individueller Ebene das Schwanken der
Parasitendichte zu erfassen. Eigentlich ist die Varianz ein mathematischer
Parameter, der die Streuung einer Verteilung beschreibt. Hier wurde die Varianz
als eigenstindiger Wert behandelt, und die Streuung wurde als Ausdruck der
Schwankungsstirke, der Dynamik der Parasitendichte, interpretiert.

Die Wahl dieses Parameters kann beziiglich seiner Zuverldssigkeit in Frage
gestellt werden. Delley (Delley et al. 2000) hat in einer in Mali durchgefiihrten
Studie herausgefunden, dass bei serieller Bestimmung der Parasitendichte diese
innerhalb eines Individuums enorm schwankt und Unterschiede bis zum Faktor
1000 innerhalb von sechs Stunden auftreten konnen. Auch bestehe eine
Abhidngigkeit von Tages- und Jahreszeit. Der Einfluss der Tageszeit ist in der
vorliegenden Studie als gering einzustufen, weil alle Messungen etwa zur
gleichen Uhrzeit (innerhalb eines Zeitraums von zwei Stunden) stattfanden, bei
den meisten Kindern morgens und nur bei manchen zur Mittagszeit.
Einschrinkungen hinsichtlich der Ubertragbarkeit der Studienergebnisse aus
Mali bestehen darin, dass die Studiengruppe aus erwachsenen Mannern bestand,
die eine andere Teilimmunitidt aufweisen als Kinder, und dass dadurch die
Dynamik der Parasitendichte beeinflusst sein kann. Ahnliche Ergebnisse fiir
asymptomatische Infektionen bei Kindern findet man bei Farnert (Fiarnert et al.
1997), wo bei einigen Kindern tdglich Unterschiede in der Parasitendichte und
im Genotyp der Parasiten auftraten. In unserer Studie ist die Varianz aus allen
gliltigen, d.h. nicht unter Medikamenteneinfluss stehenden Messungen
berechnet worden. Wegen der relativ grolen Anzahl von Messwerten pro Kind

(Median der auswertbaren Ausstriche = 28) kann davon ausgegangen werden,
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dass alle Parasitendaten in dhnlichem MaRe von Ungenauigkeit betroffen sind
und somit trotz Vorbehalt Aussagen gemacht werden kénnen.

Betrachtet man den Verlauf der Varianz im Altersgang (siehe Abbildung 3.3.1.c),
so sieht man im Vergleich zu Malariaepisoden, Parasitendichte und Parasitimie
einen neuen Verlauf: die Varianz nimmt nur bis zum zweiten Lebensjahr zu und
fdllt dann kontinuierlich ab, ein richtiges Plateau ist nicht erkennbar. Die
Varianz ist gegebenermallen vom geometrischen Mittelwert der Parasitendichte
abhidngig, deswegen auch hoher bei kleinen Kindern als bei groeren, bietet aber
Zusatzinformationen: Durch sie ist es ndmlich moglich, das Schwanken der
Parasitendichte zu erfassen, wihrend andere, iibliche malariometrische

Parameter nicht in der Lage sind, eine Dynamik widerzuspiegeln.

4.3.4 Beziehung zwischen Krankheitsepisoden und Alter

Die Form der Teilimmunitit, die sich als erste entwickelt, ist gegen die klinischen
Symptome der Plasmodieninfektion gerichtet. Besonders gut untersucht ist
dieser Zusammenhang fiir das Auftreten von schwerer Malaria (Snow et al.
1998). Sduglinge nehmen eine Sonderstellung ein. Sie sind durch maternale
Antikorper und HbF wihrend der ersten drei Lebensmonate hochgradig
geschiitzt. Mit sechs Lebensmonaten ist im Allgemeinen die physiologische
Adaptation an das Leben ex uteri abgeschlossen. Statt des fetalen Himoglobins,
dem ein protektiver Effekt gegen Parasitimie zugeschrieben wird (Pasvol et al.
1976), wird adultes Himoglobin gebildet, und maternale Antikdrper, die ebenso
vor Parasitimie schiitzen kénnen, sind abgebaut (Deloron et al. 1997). Die
Entwicklung von Teilimmunitit gegen klinische Episoden beginnt, nachdem der
Nestschutz abgeklungen ist. Der immunologische Hintergrund besteht in der
schrittweisen Akquisition von Antikorpern, die gegen Oberfldchenproteine von
Plasmodien gerichtet sind. Von schwerer Malaria weill man, dass
krankheitsverursachende Antigene weit verbreitet sind und sich gegen sie zuerst
ein Antikorperrepertoire aufbaut. In wiefern diese Ergebnisse auf leichte Malaria
tibertragbar sind, ist nicht bekannt. In der vorliegenden Studie scheint der
Erwerb von Krankheitsimmunitit hauptsidchlich bis zum vierten Lebensjahr
abgeschlossen zu sein (vgl. Abbildung 3.3.1d). Vier- bis achtjdhrige Kinder
weisen zwar einen deutlich niedrigeren Anteil an Malariaepisoden als unter

Einjdhrige und Ein- bis Dreijdhrige auf, aber die Malariamorbiditdt ist in den
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jeweiligen Altersjahrgdngen immer noch hoher als das alleinige Vorkommen von
asymptomatischer Parasitimie (vgl. Abbildung 3.3.2). Hier wird deutlich, dass
leichte Malaria durchaus auch eine Krankheit der dlteren Kinder ist. Bei dieser
Studie kann zum ersten Mal gezeigt werden, wie der Verlauf der Teilimmunitit
gegen leichte Malariaepisoden in einer Population, die frei von bekannten
genetischen Schutzmechanismen ist, aussieht. Eine gewisse Parallelitdt zum
Erwerben von Schutz gegen schwere Malaria ist zu erkennen, denn es sind die
jungen Kinder, die am stiarksten betroffen sind. Doch die Krankheitsimmunitat
gegen leichte Malaria ist nicht so ausgepragt wie die gegen schwere und daher
kann beobachtet werden, dass bei dlteren Kindern noch Malariaepisoden in

bedeutendem Ausmall vorkommen.

4.3.5 Beziehung zwischen pyrogener Schwelle und Alter
Erwartungsgemill wurden bei Malariaepisoden hoéhere Parasitendichten
gemessen als zu nicht fieberhaften Zeitpunkten (siehe Abbildung 3.2). Auch hier
zeigte sich ein Alterseffekt (siehe Abbildung 3.3.1e). Beachtenswert ist, dass bei
jingeren Kindern dieselbe Parasitendichte, die toleriert wird, bei dlteren Kindern
schon lingst zum Auslésen von Fieber fiihrt. Altere Kinder tolerieren also nur
weitaus geringere Parasitendichten als jiingere Kinder. Dieses an sich schon
bekannte Phinomen (Rogier et al. 1996) zeigte sich auch in der hier

vorgestellten Studie.

4.3.6 Beziehung zwischen Inkubationszeit und Alter

Betrachtet man, iiber welchen Zeitraum hinweg bei einem Kind vor der
Ausprigung von Symptomen schon Parasiten im Blut nachweisbar waren (siehe
Abbildung 3.4), so wird deutlich, dass viele Kinder kurze Zeit nach
Parasitennachweis erkrankten. Die mittlere Krankheitsdauer von einer Woche,
die sich bei den Kindern bis acht Jahre findet, entspricht weitgehend der
Inkubationszeit und stellt den am kiirzesten zu messenden Zeitraum dieser
Studie dar (abgesehen von sofort). Ein Ubergang von einer lange andauernden
asymptomatischen Phase in Krankheit kommt tiberwiegend bei Kindern vor, die
alter als vier Jahre sind. Hinsichtlich der Fille, bei denen der Zeitraum zwischen
Auftreten von Parasiten im Blut und Malariadiagnose mehr als zwei Wochen

umfasste, kann vermutet werden, dass entweder eine Neuinfektion stattgefunden
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hat oder dass ein scheinbarer Effekt vorliegt, der darauf beruht, dass altere
Kinder statistisch einfach hidufiger asymptomatische Parasitimien haben, oder
aber, dass es in der Tat bei dlteren Kindern ldnger zwischen Infektionsbeginn
und Symptomatik dauern kann. Der Grund hierfiir kénnte die zunehmende
Teilimmunitit sein. Wenn, wie behauptet wird, die Teilimmunitit auf
Antikorpern gegen variable Malariaproteine auf der Oberfliche infizierter
Erythrozyten, die fiir die Adhirenz von parasitierten Erythrozyten an
Endothelien verantwortlich sind, beruht, und diese Adhdrenz wichtig fiir die
Vermehrung des Parasiten ist, konnte man indirekt schlussfolgern, dass dltere
Kinder, die ein groReres Repertoire an solchen spezifischen Antikorpern
besitzen, ldnger imstande sind, die Vermehrung des Parasitenklons zu
kontrollieren. Erst wenn ein neues, dem Wirt unbekanntes Oberfliachenantigen
exprimiert und prisentiert wird und das Kind dagegen keine Antikdrper hat,
kann sich der Parasit sehr stark vermehren und es kommt zu klinischen
Symptomen. Das bedeutet also, dass fiir kleinere Kinder, die noch nicht so viele
Antikdrper gegen verschiedene Oberflichenantigene haben, eine hohere
Wahrscheinlichkeit besteht, von einem neuen, ihnen unbekannten Isolat
infektiert zu werden, das sich schnell vermehren kann und zu klinischen
Symptomen fiihrt. Werden hingegen dltere Kinder, die eine Vielzahl an
Antikorpern besitzen, infektiert, muss der Parasit erst eine Reihe verschiedener
Oberflichenmolekiile exprimieren, bis er eines gefunden hat, gegen das noch
keine Antikdrper vorhanden sind. Dieses sequenzielle Testen dauert ldnger, als
wenn er sich direkt stark vermehren kann und somit kénnte man erkliren,
weshalb die Inkubationszeit fiir Malaria bei dlteren Kindern ldnger ist (Kun et al.
2002). Um diese Annahme bestdtigen zu konnen, miissten serielle Bestimmungen
gegen Plasmodienoberflichenproteine mit den Proben der betroffenen Kinder
durchgefithrt werden.

Kinder, bei denen zu keinem Zeitpunkt die Diagnose Malaria gestellt wurde,
wurden bei dieser Untersuchung nicht berticksichtigt. Es ist anzunehmen, dass
sie sporadische Parasitimien oder Perioden asymptomatischer Parasitimie von
unbekannter Dauer hatten, die eben nicht zu Symptomen fiithrten. Bruce (Bruce
et al. 2000) fand bei jiingeren Kindern in Papua Neuguinea eine ldngere Dauer
von asymptomatischer Parasitdmie als bei dlteren und erkldrt den Unterschied

mit dem Vermogen der dlteren Kinder, die Parasitimie besser kontrollieren und
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beenden zu kdonnen aufgrund ihres besser ausgeprigten Immunsystems.
Krankheit war jedoch kein Endpoint der Studie in Papua Neuguinea, sondern
fihrte sogar zum Ausschluss, so dass kein direkter Vergleich mit unseren Daten

aus Ghana gezogen werden kann.

4.4 Beziehung zwischen Malariaepisoden und Parametern der
Parasitamie

Die Untersuchung der Frage, ob es ein oder mehrere Merkmale gibt, die wahrend
des Beobachtungszeitraums in Zusammenhang stehen mit Auftreten und
Haufigkeit von Malariaepisoden, ergab, dass in unterschiedlichen Altersgruppen
verschiedene parasitologische Merkmale mit der Diagnose Malaria verkniipft
sind. Im Folgenden wird im Einzelnen auf diese Merkmale und ihre Beziehung
zu Malariaepisoden eingegangen.

Untersucht man die Abhdngigkeit zwischen Parasitimie und Auftreten und
Haufigkeit von Malariaepisoden, so sieht man, dass ein Zusammenhang nur bei
unter einjdhrigen und ein- bis dreijdhrigen Kindern gegeben ist (siehe Tabelle
3.5.1und 3.5.2). Bei vier- bis achtjdhrigen Kindern findet sich eine relativ
schwache negative Assoziation zu der Haufigkeit von Malariaepisoden (siehe
Tabelle 3.5.2). Das entspricht, allerdings in umgekehrter Assoziation, dem
Ergebnis von Firnert, die bei einer Studie an 21 Kindern in Tansania zeigen
konnten, dass in der Gruppe der dlteren Kinder diejenigen, die tfter Parasiten
haben, seltener Malariasymptome aufweisen (Farnert et al. 1999). Dieses
bestdtigt den in unseren Ergebnissen gefundenen Trend. Der beschriebene
Zusammenhang scheint sich noch zu verstirken, wenn man nur
asymptomatische Parasitimien betrachtet. Hier tritt allerdings ein Effekt auf, der
vermeintlich darstellt, dass dltere Kinder (4-8 und >9 Jahre), die nie an Malaria
erkrankten, 6fter asymptomatische Parasitimien hatten als ihre Altersgenossen,
die an Malaria erkrankten (siehe Tabelle 3.5.2). Dieses kommt allerdings
dadurch zustande, dass bei Betrachtung der asymptomatischen Parasitimien alle
Zeitpunkte, an denen Malaria auftrat und Parasiten vorlagen, in der Gruppe der
erkrankten Kinder herausgenommen wurden, sich so ihr Gesamtanteil der
positiven Malariaausstriche verringerte (vgl. Tabelle 3.5.1) und es im Folgenden
Zu einer scheinbaren negativen Assoziation zwischen asymptomatischer

Parasitamie und Haufigkeit von Malaria gekommen ist.
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Bemerkenswert ist aullerdem, dass unter einjahrige und ein- bis dreijihrige
Kinder, bei denen zu irgendeinem Untersuchungstermin Malaria diagnostiziert
wurde, hdufiger asymptomatische Parasitimien hatten als die Kinder, die zu
keinem Mal als malariakrank beurteilt wurden (siehe Tabelle 3.5.1). Diese
Ergebnisse kdnnen so gedeutet werden, dass dltere Kinder durch Parasitimien
eine kontinuierliche Stimulation ihres Immunsystems erhalten und sie dies vor
klinischer Malaria schiitzt (Druilhe und Perignon 1994), wohingegen jiingere
Kinder eine groRere Wahrscheinlichkeit besitzen, zu erkranken, je hiufiger sie
Parasiten im Blut haben.

Die mittlere Parasitendichte verhilt sich genauso wie die Parasitimie, ist
allerdings nur bei unter einjdhrigen und ein- bis dreijahrigen Kindern positiv
mit dem Auftreten (siehe Tabelle 3.5.1) und der Haufigkeit (siehe Tabelle 3.5.2)
von Malariaepisoden verbunden. Eine negative signifikante Assoziation findet
sich nicht. Die mittlere Hohe der Parasitendichte widhrend des
Beobachtungszeitraums bietet also keinerlei Information dariiber, ob und wie
sehr ein ilteres Kind (>4 Jahre) an leichter Malaria erkrankt.

Die Varianz ist der einzige Parameter, der sowohl bei der qualitativen als auch
quantitativen Beobachtung (Tabelle 3.5.1 und 3.5.2) - wo untersucht wird,
welche Parameter in welcher Altersgruppe mit dem Auftreten oder der
Hiufigkeit von Malariaepisoden verkniipft sind - zwar mit abnehmender Stérke,
aber dennoch in allen Altersgruppen, signifikant mit dem Anteil an
Malariaepisoden assoziiert ist. Der Erwartung hitte es dagegen entsprochen,
wenn die Hohe der mittleren Parasitendichte oder die Parasitimie mit
Vorkommen und Hiufigkeit der Malariaepisoden verbunden wire.
Bemerkenswert ist, dass auch die Varianz, die aus allen Messwerten auller denen,
die einer Malariaepisode zugeordnet werden konnen, berechnet wurde, doch
deutlich, wenngleich schwicher, in den meisten Altersgruppen mit dem Anteil
an Malariaepisoden assoziiert ist (siehe Tabelle 3.6.1). Einzuwenden ist, dass bei
jungeren Kindern hadufiger Malaria diagnostiziert wurde als bei dlteren und
somit weniger Parasitenwerte zur Varianzberechnung zu Nicht-
Malariazeitpunkten bei den jiingeren Kindern zur Verfiigung standen, was zu
einem stdrkeren Effekt der Erh6hung beigetragen haben kann.

Durch den Vergleich der Gesamtvarianz mit der Varianz zu Nicht-

Malariazeitpunkten ldsst sich ein Teil der Frage, in welchem zeitlichen Verhiltnis
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das Schwanken der Parasitendichte zur klinischen Episode steht, kldren.
Offensichtlich schldgt sich der Anstieg der Parasitendichte bei einer
Malariaepisode in der Varianz nieder, andererseits aber besteht auch eine
Bewegung in der Parasitendichte bei den Kindern, bei denen Malaria
diagnostiziert wurde, ohne dass man diese Bewegung der Malariasymptomatik
zeitlich zuordnen kann. Die Varianz setzt sich also aus zwei Komponenten
zusammen, einerseits spiegelt sie den Anstieg der Parasitendichte bei Malaria
wider, andererseits scheint es eine Hintergrundbewegung der Parasitendichte zu
geben.

Zusammenfassend ldsst sich also sagen, dass keiner der tiblichen
epidemiologischen Parameter in allen Altersgruppen sinnvoll mit der Hiufigkeit
von Malariaepisoden assoziiert ist. Als einziger Messwert ist die Varianz, die als
neu eingefiihrter Parameter die Dynamik der Plasmodieninfektion
beriicksichtigen soll, in allen Altersgruppen mit der Diagnose Malaria

verbunden.

4.5 Schlussfolgerung wund Ausblick

Wie kompliziert die Entwicklung von Immunitdt gegen Malaria ist und welche
Faktoren hierfiir eine Rolle spielen, wird erst allmadhlich immer deutlicher. Die
Entwicklung von Teilimmunitdt ist bereits seit den Anfdngen der
Malariaforschung beschrieben worden. Im Laufe der Jahre sind doch immer neue
Aspekte hinzugekommen. Die Rolle der erworbenen Immunitit wird im Rahmen
der Impfstoffsuche immer weiter erforscht. Auch wird, ausgehend von
Entdeckungen bei schwerer Malaria, die Rolle der angeborenen Immunitit auch
bei leichter Malaria weiter untersucht. Dass der Regulation der Parasitendichte
im Gesamtbild der Pathophysiologie der Malaria eine wichtige Rolle zukommt, ist
mittlerweile unumstritten. Doch wie diese Regulation im Einzelnen funktioniert,
ist noch nicht genau bekannt. Inzwischen ist es moglich geworden, Studien
grofRen Umfanges durchfithren und diese Ergebnisse auch verarbeiten zu
koénnen, wobei durch die dabei gewonnene Datenmenge eine hohere Genauigkeit
erzielt und die Aussagefihigkeit der Ergebnisse verbessert werden. In diesem
Sinne sind auch die hier prisentierten Ergebnisse zu sehen.

Das an sich tiberraschendste Ergebnis unserer Studie ist, dass es einen

Parameter zu geben scheint, die Varianz, mit dem sich die Kontrolle der
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Parasitendichte quali- und quantifizieren ldsst, dass dieser Parameter deutlich in
allen Altersgruppen mit der Auspriagung von klinischen Symptomen verbunden
ist und dass folglich eine Verbindung zwischen Parasitidmie und Klinik auch bei
dlteren Kindern hergestellt werden kann. Dadurch wird deutlich, dass die
Kinder, die nicht an Malaria erkrankten, sich auller diesem Merkmal durch ein
weiteres von den Kindern, die erkranken, unterscheiden: sie zeigen ein anderes
Vermogen, die Parasitimie kontrollieren zu konnen. Worauf dieses Vermodgen
beruht, ist noch herauszufinden. Es gibt jedoch Ergebnisse von
Geschwisterstudien, in denen Hinweise fiir eine genetisch bedingte Regulation
der Parasitimie gefunden werden. Garcia (Garcia et al. 1998) konnte zeigen, dass
es Hinweise auf ein komplex genetisches Modell gibt, das nicht einfachen
mendelschen Erbgdngen folgt, wodurch die Hohe der Parasitdmie reguliert wird.
In der gleichen Studie wurde deutlich, dass die genetische Kontrolle der
Parasitdmie bei Kindern im Gegensatz zu Erwachsenen eine viel groere Rolle
spielt; denn bei Kindern, deren antikorpervermittelte Immunitit gegen P.
falciparum tiber Jahre hinweg aufgebaut wird, kommen genetisch determinierte
Mechanismen der angeborenen Immunitédt deutlicher zutage als bei
Erwachsenen. Es bleibt also abzuwarten, welche Erkenntnisse aus der

Kopplungsanalyse unserer Studie gewonnen werden.
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5 Zusammenfassung

Auch zu Beginn des 21. Jahrhunderts erkranken weltweit jihrlich 400-500
Millionen Menschen an der Infektionskrankheit Malaria, und fur cirka 2
Millionen, vor allem Kinder, endet die Infektion tédlich. Plasmodium falciparum
ist hauptverantwortlich fiir die schweren Verlaufsformen der Malaria, macht
aber auch den groRten Teil der leichten klinischen Malaria aus. Im Rahmen einer
in Ghana durchgefiihrten Studie, die zum Ziel hatte, bisher unbekannte
Empfinglichkeits- und Resistenzgene des Menschen fiir Plasmodieninfektion und
leichte klinische Malaria zu beschreiben, ergab sich die Méglichkeit, den
Zusammenhang zwischen klinischen Malariaepisoden und Malariaparasitimien
zu untersuchen. Durch Voruntersuchungen wurden Familien ausgewdihlt, in
denen keines der Elternteile genetische Varianten aufwies, von denen ein
protektiver Effekt auf Malaria bekannt ist. 465 Kinder aus 128 Familien, die
zwischen sechs Monate und elf Jahre alt waren, wurden in wochentlichen
Abstdnden uber acht Monate hinweg hinsichtlich Parasitdmie und
Malariaepisoden untersucht.

Wihrend einer Malariaepisode wurden signifikant hohere Parasitendichten
gefunden als zu asymptomatischen Zeitpunkten. Parasitimie, Parasitendichte
und Malariaepisoden lieRen eine deutliche Altersabhdngigkeit erkennen.
Wihrend Kinder bis drei Jahre den groften Anteil an Malaria und auch die
hochsten Parasitendichten aufwiesen, hatten vier bis achtjdhrige Kinder trotz
nahezu gleich hoher Parasitendichten weniger Malariaepisoden. Neun bis
elfjihrige Kinder hatten seltener und weniger Parasiten als jiingere Kinder und
erkrankten kaum noch an Malaria. Erst ab dem neunten Lebensjahr blieben
innerhalb einer Altersgruppe mehr Kinder gesund, als an Malaria erkrankten.
Die Dauer der Parasitimie vor Auftreten klinischer Symptome war bei
Sduglingen und kleinen Kindern am kiirzesten, nahm mit steigendem Alter zu
und betrug bei neun bis elfjahrigen Kindern im Median drei Wochen. Keiner der
ublichen malariologischen Parameter wie Parasitimie, asymptomatische
Parasitdmie oder Parasitendichte war in allen Altersgruppen signifikant mit
Auftreten und Hiufigkeit von Malariaepisoden assoziiert. Jedoch war die Varianz
der Parasitendichte, die in dieser Arbeit eingefiihrt wurde, um das wochentliche

Schwanken der Parasitendichte zu erfassen, in allen Altersgruppen bei den
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Kindern, die erkrankten, hoher als bei Kindern, die nicht erkrankten. Zudem
korrelierte die Varianz auch in allen Altersgruppen mit der Anzahl der
Malariaepisoden. Neben der bekannten Abhingigkeit der leichten Malaria vom
Lebensalter bestand also auch eine Abhidngigkeit vom Schwanken der

Parasitendichte.
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