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Abstract

This in vitro response study of Plasmodium vivax to artemisinine, atovagquone
and desbutyl-benflumentol was performed in Vienna with material from the
malaria clinic in Mae Sot (Thailand).

In total, 46 isolates were successfully tested.

The sensitivity pattern shows a log-concentration normal distribution for all three
drugs.

The study indicates a significant activity correlation between artemisinin and the
two other drugs at the 1C-90 and 1C-99 of the log-transformed results.

The significant correlation suggests similarities in the mechanism of action
between these drugs, and the possibility of multi-drug resistance in the future.
Comparison between the results for artemisinin from the year 2004 and 2007
shows a reduction in drug sensitivity. This also may also indicate the
development of manifest resistance against artemisinin in the not too distant
future.

The correlation of between the activities of atovaquone and desbutyl-
benflumentol was highly significant even for the non-transformed results.

The higher-level ICs for artemisinin are lower than the ICs of the two other
drugs which show that P. vivax is, on a mol/mol basis, more sensitive to

artemisinin than to the two other compounds.
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Drug Sensitivity



,50 oder so - wir haben keine Zeit.

Auch das wirksamste Mittel kann nicht verhindern,
dass der Parasit eine Resistenz entwickelt.

Wir kénnen die Evolution nicht schlagen,

wir kdnnen nur versuchen, ihr um eine Nasenlénge voraus zu sein."

Dr. Nicholas J. White, Mahidol- Universitat, Bangkok
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1 Einleitung

1.1 Allgemeines zur Malaria und Plasmodium vivax

1.1.1 Historisches

Die Menschheit und die Erreger der Malaria durchlebten gemeinsam die
Evolution.
Heute geht man davon aus, dass einige, wenn nicht sogar alle Malaria-Erreger
ihren Ursprung in West- (Plasmodium falciparum) bzw. West- und Zentral-Afrika
(P.vivax) haben, wobei fir P. vivax auch ein Ursprung in Studostasien in Frage
kommt (1).

Die altesten Fossilien des Malariavektors (Anopheles) wurden auf ein Alter von
30 Millionen Jahre datiert (2).

Untersuchungen zeigten, dass ein in Rhesusaffen (Macaca nemestrina)
vorkommender Erreger (P. cynomolgi) der mit P. vivax am ndhesten verwandte
ist. Man geht davon aus, dass P. vivax urspringlich in nicht- menschlichen
Primaten vorkam und durch einen Wirtswechsel in einen Hominiden gelangte.

Genetische Analysen zeigten, dass die in Asien vorkommenden P. vivax

Stamme die bisher altesten sind, welche gefunden wurden (3).

Laut Nancy Tayles gab es Malariainfektionen in Thailand schon vor 4.000
Jahren, zu diesem Ergebnis kam sie anhand der Analyse von humanen
Knochen aus jener Zeit. Diese zeigten Spuren von Anamie, welche eine
Auswirkung von chronischer Malaria sein kdnnten.

In der chinesischen Medizin war die Malaria schon lange vor der christlichen
Zeitrechnung bekannt, so wurden bereits in dem medizinischen Werk Nei
Ching (datiert auf eine Zeit 2.700 v.Chr.) verschiedene Arten von Fieber
erwahnt, welche mit einer Vergrol3erung der Milz einhergingen. In diesem Werk

werden die drei Damonen der Malaria beschrieben welche mit
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unterschiedlichen Gegenstanden (kaltem Wasser, einem Hammer und einem
Stein) bewaffnet sind. Man nimmt an dass diese als Symbole stellvertretend fur
Kopfschmerzen, Schuttelfrost und Fieber stehen.

Auch in der agyptischen Kultur spielte die Malaria eine Rolle. Man fand in etwa
3.000 Jahre alten agyptischen Mumien mit vergré3erten Milzen, welche ein
Hinweis auf eine Malariainfektion sein kdbnnen. Auch im Ebers Papyrus (1.570
v.Chr.) wird Splenomegalie im Zusammenhang mit Fieber erwéhnt, dies ist ein
weiteres Indiz fur eine Malariainfektion (4).

Auch genetische Untersuchungen der Mumien fuhrten zu dem Ergebnis dass
Malaria im alten Agypten weit verbreitet war. Die berilhmte Mumie
Tutanchamuns zeigte bei der genetischen Analyse DNA des Erregers der

Malaria tropica. Diese wurde auch bei anderen Mumien gefunden(5).

Ebenfalls zahlreiche Hinweise auf Malariainfektionen findet man in alten
indischen Schriften, vor allem in den Werken Charaka Samhita und Sushruta
Samhita, welche zusammen die alteste, noch erhaltene medizinische Literatur
Indiens bilden.

In einem spateren medizinischen Werk, der Atharveda (500 v.Chr.), eine der
vier Veden, werden die malaria-typischen Fieberschibe sehr genau
beschrieben.

Auch das romische Reich wurde regelmaflig von Malaria-Epidemien
heimgesucht. Historiker gehen davon aus, dass Malaria einen wesentlichen
Einfluss auf den Untergang des Romischen Reiches hatte.

Neuere Funde in Massengrabern nahe Rom aus der Zeit um 50 n.C. konnten
DNA-Spuren von P. falciparum an Knochenresten nachweisen.

In italienischen Werken wird die sogenannte ,mala aria“ oder auch ,mal aria“,
ein Einfluss von ,schlechter Luft/Wind“ auf den Menschen, erwéhnt. Zur
damaligen Zeit ging man noch davon aus, dass schlechte Gerliche oder Gase
Krankheiten verursachen kénnen (4).

Die durch die Sumpfe entstehenden Ausdiinstungen, sogenannte Miasmen,
galten lange als Ursache der Erkrankung.
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Schriften aus einer Zeit rund um 500 n.Chr. zeigen, dass man auf einen
Zusammenhang zwischen den Sumpfen und der Fiebererkrankung schloss,
jedoch ging man davon aus, dass man durch das Trinken des Wassers
erkrankt.

Im ersten Hippokratischen Buch werden epidemische Fieber, darunter
vermutlich auch die Malaria, in 8 Klassen eingeteilt. Die hippokratischen
Autoren des vierten Jahrhunderts n.Chr. beschreiben genau die Symptome,
sowie den Ablauf der Fieberschibe, auch die saisonale Abhangigkeit beim
Auftreten des Fiebers war ihnen bekannt.

Teile der Bevolkerung, welche es sich leisten konnten, zogen aus den
Regionen mit stehenden Oberflachengewassern weg, die armere Bevolkerung
hatte diese Moglichkeit jedoch nicht und musste weiterhin jene Gebiete
bewohnen.

Der wahre Verursacher der Fiebererkrankungen war zwar noch nicht bekannt,
dennoch wurde schon auf einen Zusammenhang mit stehenden Gewassern
geschlossen.

Dass es so lange dauerte bis man den wahren Zusammenhang zwischen
stehenden Gewdassern und der Malaria herausfand beruhte darauf, dass der
Erreger im Blut noch nicht nachgewiesen werden konnte und man davon

ausging, dass es sich daher um eine Infektion des Darmtrakts handeln musse

(4).

Auch in unseren Breiten war Malaria in friheren Zeiten vertreten, so gelang es
im Rahmen einer Dissertation im Knochenmaterial aus dem 15. - 109.
Jahrhundert Plasmodien-DNA in einer Probe erfolgreich nachzuweisen. Es war
jedoch nicht mdglich sie einer bestimmten Art zuzuordnen, was vielleicht am
Zerfall des Materials, oder an einer womdoglich vorhandenen Mischinfektion
lag(7).

Der Historiker Jaime Jaramillo- Arango (1897-1962) beschrieb den
Zusammenhang zwischen der blihenden Landwirtschaft, welche von den

stehenden Gewassern der Region profitiert und dem Aufkommen von
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Fiebererkrankungen, welche ihre Ursache in der von den stehenden

Gewassern verursachten, schlechten Luft haben (4).

Erst Charles Alphonse Laveran (1845-1922), ein Militararzt mit grof3em
Interesse an Mikroben, fand heraus, dass diese Fiebererkankungen zwar mit
den Sumpfen zusammenhéngen, aber nicht priméar durch sie verursacht sind.
Er stellte die Theorie auf, dass ein Keim aus den Feuchtgebieten daftr
verantwortlich sei. Durch seine Arbeit beim Militdr kam er 1878 nach Algerien
und erkannte, dass je nach Grad der Erkrankung eine unterschiedliche Dichte
von granulaédhnlichen, dunklen Kérperchen im Blut vorhanden ist.

Im Spital in Bone entdeckte er spater auch noch andere Stadien im Blut,
darunter auch transparente, mit amoOboiden Bewegungen und dunklen
Einschlissen.

Die Zusammenhange erkannte er aber erst am 6.November 1980 im
Militarspital in Constantine. Dort entdeckte er im Blut eines Patienten, einen
hochst aktiven fadenférmigen Korper, den Gameten, welcher durch die
Exflagellation eines mannlichen Gametozyten entstanden war, ein
Entwicklungsstadium welches normalerweise im Darmtrakt der Anopheles
vorkommt.

Er erkannte, dass er den Erreger der Malaria vor sich hatte, welcher zu den
Protozoen gehdrt und nicht, wie friher angenommen, ein Bakterium oder Pilz
ist.

Bei spateren Untersuchungen von Sumpfen, in der Hoffnung das Protozoon zu
finden, entstand die Idee, dass es sich vielleicht in den Stechmuicken befinden
konnte, da alle untersuchten Umweltproben negativ waren.

Trotz aller Untersuchungen Laverans blieb die Vorstellung, dass der
Verursacher ein Bakterium sei, noch lange weit verbreitet.

Seine Entdeckung blieb jedoch umstritten, da in spateren Untersuchungen
fixiertes Blut verwendet wurde, und keine beweglichen Stadien entdeckt werden

konnten.
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Erst als er Pasteur 1884 zu sich einlud um ihm die beweglichen, mit Flagellen
ausgestatteten Protozoen zu zeigen, gelang es ihm auch noch die restlichen
Zweifler von seiner Theorie zu Uberzeugen.

Im Jahre 1886 stellte Camillo Golgi (1843-1926) fest, dass sich dieser Parasit
durch Teilung asexuell vermehrt und mit der Lyse der Erythrozyten frei wird (8,
9).

Durch die Entwicklung der Azur-Methylenblau-Eosin Farbung durch
Romanowsky im Zuge der Erforschung der Vogelplasmodien wurde es im
spaten 19. Jahrhundert mdglich, die einzelnen Spezies des Parasiten
voneinander zu unterscheiden.

Im Jahre 1907 wurde Laveran der Nobelpreis fur die Entdeckung des
Malariaparasiten und die Arbeit an durch Protozoen verursachten Erkrankungen

verliehen (8).

In einigen Teilen Europas blieb die Malaria noch lange verbreitet, so zum
Beispiel in Italien.

Im Jahr 1945 wurden in Italien noch 411 600 Malariafalle gemeldet, seit 1954
gilt sie in dieser Region allerdings als ausgerottet (6).

Nur durch Trockenlegung von Sumpfgebieten und die konsequente Anwendung
von Insektiziden sowie die Behandlung der Malariapatienten konnte die Malaria

in Europa im Laufe der Zeit ausgerottet werden.

1.1.2 Fakten zur Malaria

Die Erreger der Malaria gehtéren zu Klasse der Haematozoea. Darunter
versteht man Parasiten mit einem obligaten Wirtswechsel zwischen
blutsaugenden Arthropoden und S&augetieren. Ihr sexueller Zyklus, mit Bildung
einer diploiden Form, erfolgt im Darmlumen der Arthropoden. Die Endwirte sind
die blutsaugenden Arthropoden, die Wirbeltiere fungieren als Zwischenwirte
(10).
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Es sind Uber hundert Plasmodienarten bekannt, von ihnen gelten vier als

humanpathogen, diese sind:

o P. malariae (Verursacher der Malaria quartana),
o P.ovale und P.vivax (verursachen die Malaria tertiana und

o P. falciparum (Erreger der Malaria tropica).

Diese vier Plasmodienarten sind tUber weite Gebiete des tropischen Afrikas,
Sudostasien, Indien der pazifischen Inseln sowie Sud- und Mittelamerika
verbreitet. P. malariae kommt auch in anderen Primaten vor. Zudem kdnnen P.
knowlesi und P. cynomolgi gelegentlich auch auf natirliche Weise auf den
Menschen tbertragen werden (11).

Der Mensch und verschiedene Arten des Genus Anopheles sind Bestandteil

des Entwicklungszyklus der humanpathogenen Plasmodien (12).

Laut WHO war im Jahr 2008 die Malaria in 109 Landern endemisch, 45 davon
liegen in Afrika (13).

Etwa 40% der Weltbevdlkerung leben in malariageféahrdeten Regionen (11).

Im Jahr 2006 gab es 881 000 (die echte Zahl liegt zwischen 610 000 und

1 212 000) Tote in Folge von Malariainfektionen. Der Grofteil (91%) dieser
Todesfélle ereignete sich in Afrika, vor allem Kinder zahlen zu den Opfern der
Malaria. Die Altersgruppe der unter funfjahrigen Kindern machte 85% der Toten
aus (13).

Im Jahr 2008 kam es aufgrund von Malariainfektionen zu rund 863 000

Todesfallen, 89% davon auf dem afrikanischen Kontinent (14).

Laut WHO stirbt alle 30 Sekunden ein Kind an Malaria (15).
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Man geht davon aus, dass der P. vivax Malaria jahrlich 70- 80 Millionen Falle
zugeschrieben werden konnen. Ein verschwindender Teil der Vivax- Félle
kommt in Afrika, studlich der Sahara vor. Der Grof3teil, 80-90% der Falle, treten

im Mittleren Osten, Asien und im westlichen Pazifik auf (16).

Das Vorkommen der Anopheles Micke ist an bestimme geographische
Bedingungen geknupft, somit auch das Auftreten der Malaria. Dazu kommen
auch klimatische Anforderungen fur die Sporogonie des Parasiten in der
Ubertragermiicke. So ist die Malariatibertragung auf eine Meereshohe unter
2.500 m fur Tropengebiete, bzw. innerhalb der 16°C Sommerisothermen in den

restlichen Gebieten beschrankt (17).

Malariainfektionen sind die haufigsten tropischen Parasitosen, in Mitteleuropa
ist sie als Reisekrankheit von praktischem Interesse. Auch in Osterreich zahlt
sie zu den wichtigsten importieren Tropenkrankheiten.

Allein im Jahr 2004 wurden 54 Malariafdlle gemeldet, davon endete eine
Infektion todlich (Bundesministerium fur Gesundheit). In Deutschland wurden
2006 beim Robert Koch Institut sogar 566 Falle gemeldet (11).

Malaria steht in engem Zusammenhang mit Armut. Im Gegensatz zu anderen
Krankheiten, welche als eine Folgeerscheinung von Armut betrachtet werden
konnen, liegen der Malaria andere Zusammenhange zugrunde. Wenn andere
Krankheiten durch bestimmte Malinahmen verhindert werden konnen, ist dies
bei Malaria schwieriger, da sie auf klimatischen und 6kologischen Faktoren
beruht. Die Menschen in den betroffenen Regionen kénnen zwar mit
Insektennetzen oder anderen MafRnahmen, wie dem Vermeiden von kleineren
stehenden Gewassern, Einfluss auf den Vektor nehmen, jedoch nicht in
solchem Ausmal’ wie dies bei anderen Erkrankungen mdoglich ist.

Auch in manchen Landern mit einem hoheren pro Kopf Einkommen, wie zum
Beispiel Saudi-Arabien, war es bis heute nicht mdoglich die Malaria

auszuléschen. Die Kontrolle der Ubertragermiicken bedarf einer perfekt
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funktionierenden Organisation (z.B. beim Monitoring aller stehenden Gewasser)
und der daflr bendtigten finanziellen Mittel.

Bei Landern in denen die Malaria ausgerottet wurde, konnte man ein deutlich
schnelleres  wirtschaftliches Wachstum beobachten als bei ihren
Nachbarlandern, wo eine effektive Vektorbekdmpfung noch nicht gelungen ist.
Der vermutete Einfluss von Malariainfektionen auf das wirtschaftliche
Wachstum ist grof3, die einzelnen beteiligten Ablaufe sind jedoch noch unklar
(18).

1.1.3 Ubertragung und Krankheitsbild von Plasmodium vivax und

Malariainfektionen im allgemeinen

1.1.3.1 Kreislauf der Ubertragung

Bei den Plasmodien unterscheidet man zwischen einer ungeschlechtlichen und
einer geschlechtlichen Entwicklung und Vermehrung.

Im Menschen findet die Schizogonie, die ungeschlechtliche Vermehrung und in
der Anopheles die geschlechtliche Entwicklung, die Sporogonie, statt. Somit
dient der Mensch als Zwischenwirt und die Anopheles als Endwirt.

Die Verbindung zwischen diesen beiden Zyklen stellt die Blutmahlzeit der
weiblichen Anopheles dar. Sie bendétigt das Blut fur die Eireifung und nimmt
wahrend des Saugens entweder die im Menschen herangewachsenen
Gametozyten auf, oder gibt die Sporozoiten ab, welche sich in der Anopheles
entwickelt haben (12).

Zum Orten ihrer Wirte nutzen Stechmicken vor allem den im menschlichen
Schweild enthaltenen Duftstoff ,4-Methylphenol”, sie kdnnen ihn noch auf eine
Entfernung von bis zu zwei Kilometern orten.

Der Mensch wird mit den fur ihn infektiossen Stadien (Sporozoiten) der

Plasmodien durch den Stich infiziert.

17



In den Stechmucken siedeln sich die Sporozoiten in den Speicheldrisen an und
gelangen beim Saugakt in die humane Blutbahn, wo sie innerhalb von 30
Minuten in die Leberzellen des Wirts eindringen. Durch diese Strategie kdnnen

sie dem Immunsystem entkommen (11).

In den Speicheldrisen der Anophelen kdnnen Sporozoiten von P. vivax bei
geeigneten klimatischen Verhaltnissen bis zu 50 Tage uberleben, was einen
breiten Zeitraum fur die Infektion eines Zwischenwirts darstellt (6).

Die Sporozoiten reifen zu Gewebeschizonten, welche nach ein bis zwei
Wochen Reifephase je bis zu 10 000 Merozoiten (bei P. falciparum 30 000

Merozoiten) freisetzen, welche nun Erythrozyten befallen (11).

Die mit P. vivax befallenen Erythrozyten zeigen eine rosa Tupfelung, welche als
Schuffnersche Tupfelung bekannt ist (6).

Die Merozoiten erndhren sich vom Hamoglobin der roten Blutkdérperchen und
teilen sich in ihnen. Dieser Vorgang wird als erythrozytdre Schizogonie
bezeichnet. Nach einer fir P.vivax (und P.ovale) typische Zeitspanne von 48
Stunden lysieren die befallenen Erythrozyten und durch die frei gewordenen
Merozoiten werden weitere Erythrozyten befallen.

Ein Teil der Merozoiten entwickeln sich zu Gametozyten welche schlief3lich
Anophelen infizieren kdonnen. Sie werden beim nachsten Saugakt von der
Anopheles aufgenommen und reifen im Darm der Micke zu Gameten, der
mannliche Mikrogamet penetriert den weiblichen Makrogameten und eine
Zygote entsteht.

Diese verandert ihre Form, wird langlich und motil und wird in diesem Stadium
als Ookinet bezeichnet, dieser durchwandert das Darmepithel und bleibt unter
der peritrophen Membran liegen und reift dort zur Oozyste. In der Oozyste

reifen Sporozoiten, welche wiederum in die Speicheldrise der Anopheles-
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Micke wandern und dort zur Infektion eines menschlichen Wirtes bereit sind,

wodurch sich der Kreislauf der Entwicklung schlief3t (11).

1.1.3.2 Klinischer Verlauf einer Plasmodium vivax Infektion

Im Blut beféllt P. vivax ausschlieR3lich Retikulozyten. Dies sind die sehr jungen
Erythrozyten, welche ein bis zwei Prozent der roten Blutkérperchen ausmachen
(10).

Das Auftreten erster Symptome kann bei einer P. vivax Infektion einen Zeitraum
von neun bis zwanzig Tagen, aber auch mehrere Wochen, bis hin zu Monaten
betragen.

Die Parasitamie ist im Allgemeinen niedrig und liegt gewoéhnlich unter ein bis

zwei Prozent (19).

Die Inkubationszeit kann sogar bis zu funf Jahre dauern. Dies kann
vorkommen, wenn die Infektion mit geringen Zahlen von Sporozoiten erfolgt
und diese ausschlieBlich Hypnozoiten bilden, d.h. Formen welche nicht
unmittelbare Leberschizogonie auslosen. Sie bleiben latent in Hepatozyten
liegen und bilden erst nach langerer Verweilzeit Leberschizonten aus. Die
Inkubationszeit erscheint dadurch verlangert und der erste Fieberanfall ist daher

de facto bereits der erste Ruckfall (Relaps) (12).

Die fur die Infektion typischen Fieberschibe sind von Kopf- und
Gliederschmerzen begleitet. Vor allem bei Kindern kénnen sie zu Koma und
Tod fuhren.

Die Fieberschibe entstehen durch den zyklischen Zerfall von parasitierten
Erythrozyten, dabei werden nicht nur Parasiten frei, sondern auch ihre
Stoffwechselprodukte, welche fur die Fieberschibe verantwortlich gemacht
werden. Ein weiterer Grund flr das bei der Malaria typische Fieber kbnnte eine

Rekation auf die DNA der Plasmodien sein.
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An der Erkennung der Malariaparasiten ist, wie auch bei anderen Parasiten, die
Familie der Toll- like Rezeptoren(TLR) beteiligt.

Sobald diese durch Pathogene aktiviert werden flhren sie zu einer verstarkten
Synthese von Prostaglandinen, welche die Thermoregulation umstellen und
somit Fieber auslésen, sowie zu einer Freisetzung von Zytokinen, welche
Entziindungsmediatoren sind.

Einige dieser TLR liegen an der Zelloberflaiche und erkennen die
Zellwandkomponenten von Mikroorganismen, andere sitzen in der
intrazellularen Membran und binden DNA. Zu den letzteren z&hlt auch TLR 9,
welches an der Auslosung des Fiebers bei Malaria beteiligt zu sein scheint. TLR
9 wird durch Plasmodien-DNA, welche an Hdmozoin gebunden ist, aktiviert.
Hamozoin, auch als Malariapigment bezeichnet, ist das Abfallprodukt der
Hamoglobinspaltung. Es ist eine kristalline, polymerisierte und nicht toxische
Form des Ham-Teils welcher durch die Spaltung von Hamoglobin entsteht. Der
bei der Hamoglobinspaltung ebenfalls frei werdende nicht toxische Proteinanteil
dient den Parasiten als Energielieferant. Hamozoin schleust, als eine Art
Tragersubstanz, die Plasmodien- DNA in die Endosomen ein. Nur so kann die
Parasiten DNA mit dem intrazellular gelegenen TLR 9 in Kontakt kommen.

Auch Medikamente konnen die Fieberreaktion auf die Infektion beeinflussen. So
behindert Chloroquin einerseits die Bildung von Hamozoin, andererseits wirkt
es aber auch in den Endosomen und kann dort mit aktivierten Prozessen

interferieren (20).

Wahrend der ersten Fieberschibe kann es sein, dass noch der typische
Rhythmus fehlt, da die Schizontenreifung noch nicht ausreichend synchronisiert
ist. Der Rhythmus stellt sich meist nach einer Woche ein. Der Primaranfall (das
erste Fiebergeschehen) kann schleichend kommen, aber auch plétzlich
hochakut auftreten (12).

Der rasche Anstieg der Kérpertemperatur fihrt zu heftigem Schiittelfrost. Hinzu

kommen noch Initialsymptome wie Kopf- und Gliederschmerzen sowie

allgemeines Unwohlsein, Frosteln und haufig Ubelkeit.
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Differentialdiagnostisch kénnen inshesondere falsch interpretierbare Symptome
vorhanden sein, unter anderem Hautausschlag, Schwellung der Lymphknoten
oder auch respiratorische Symptome. Daher kann es leicht zu einer
Verwechslung mit einem grippalen Infekt oder Pneumonie kommen (19).

In manchen Fallen entsteht auch ein Herpes labialis. Schon beim ersten
Fieberschub kommt es zum Anschwellen der Milz, sie ist aber erst frihestens
eine Woche nach Krankheitsbeginn unter dem Rippenbogen deutlich tastbar
und druckempfindlich (12).

Bei P. vivax und P. ovale treten die spateren Fieberschibe mit Abstdnden von
48 Stunden auf, d.h. am ersten Tag und am dritten, etc., daher auch der Name
Malaria tertiana. Sie sind mit der Synchronisierung des Schizogoniezyklus,
welcher bei P. vivax innerhalb 48 Stunden ablauft, verbunden.

Die Fieberstadien haben eine Dauer von drei bis vier Stunden. In einigen Fallen
kann es aber auch zu taglichen Fieberschiben kommen, dies kann durch eine
Uberlagerung zweier Parasitenpopulationen, einer Doppelinfektion, zustande
kommen, dies kommt aber eher selten vor (19).

Wahrend der Fieberschilbe kommt es zu einer Erhéhung des Blutdrucks und
heftigem Schittelfrost. Der Patient ist blass und seine Kdrpertemperatur steigt
rasch an. Innerhalb einer Stunde kann die Temperatur auf 40 bis 41°C
ansteigen.

Die Fieberphase kann bei der Malaria tertiana bis zu 18 Stunden anhalten.
Gewohnlich beginnt die Temperatur ein bis zwei Stunden nach Auftreten des
Anfalls wieder zu sinken und erreicht innerhalb von 4-6 Stunden wieder
Normalwerte. Wahrend dieser Phase kommt es anstatt des Kaltegefihls zu
einem Hitzempfinden. Dabei beginnt sich die Haut zu réten und schmerzt.
Weitere Symptome in dieser Phase sind Ubelkeit und starke Kopf- und
Gliederschmerzen. Nach mehreren Fieberschiben kann man einen Milztumor
ertasten. Auch den Leberrand kann man schon recht friih in einem Abstand von
ein bis zwei Fingern unter dem Rippenbogen fuhlen.

Auch im Blutbild sind Veranderungen bemerkbar. Zu Beginn der Infektion zeigt
sich eine maRige Leukozytose (Vermehrung von Leukozyten) und eine
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Linksverschiebung. Im weiteren Verlauf kommt es zu einer Leukopenie (einem
Mangel an Leukozyten) mit relativer Lympho- und Monozytose (Anstieg der

Lymphozyten und Monozyten) (12).

Wenn die Infektion nicht behandelt wird kann sie drei bis acht Wochen, aber

auch langer, mit positivem Blutbefund anhalten (19).

Gegen Ende werden die Fieberattacken zunehmend schwécher und hoéren
gewdhnlich nach 10 bis 20 Anfallen ganz auf (12).

Generell verlauft die Malaria tertiana weitaus weniger gefahrlich als eine
Malaria tropica, welche durch P. falciparum verursacht ist wird und auch als
“bosartige” (maligne) Malaria bezeichnet wird.. Bei dieser Infektion kann es zu
schwerwiegenden Komplikationen wie zerebrale Malaria, Niereninsuffizienz,

Hamorrhagien und Kreislaufschocks kommen (19).

1.1.4 Wird Plasmodium vivax womdglich unterschatzt?

Lange wurde die Vivax-Malaria vernachlassigt, da sie als ,harmlose"/ beninge

Form der Malaria angesehen wird (21).

Im Anschluss sind einige Punkte genannt, die zeigen sollen, dass auch eine

Plasmodium vivax Infektion nicht zu unterschétzen ist.

1.1.4.1 Verbreitungsgebiet von P. vivax

P. vivax kommt im gesamten Verbreitungsraum der Malaria vor, vermehrt aber
in Indien, Sudostasien und Stidamerika (11).

Von allem Malaria verursachenden Plasmodien ist P. vivax das geographisch
am weitesten verbreitete, da es auch in Regionen mit gemaRigtem Klima

vorkommen kann (22).
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1.1.4.2 Temperaturtoleranz

P. vivax kann unter ungunstigeren Bedingungen bestehen als P. falciparum, da
es temperaturtoleranter ist (Regionen innerhalb der 16°C Sommerisothermen)
(16).

Die in der Micke ablaufende Zeitspanne der Sporogonie hangt von der
AulRentemperatur ab. Wenn tropische Bedingungen (um die 28°C) gegeben
sind benttigen P. falciparum und P. vivax mindestens acht Tage, liegen die
Temperaturen jedoch bei 20°C bendtigt P. vivax fur die Sporogonie bis zu zwei
Wochen, und P. falciparum bis zu fiunf Wochen. Ein temperaturbedingtes Limit
der Sporogonie erreicht P. vivax bei unter 16°C und P. falciparum schon bei
unter 20°C (6).

1.1.4.3 Auftreten gravierender Symptome bei P. vivax

Es zeigte sich, dass P.vivax in manchen Fallen, genauso wie P. falciparum zu
gefahrlichen klinischen Symptomen wie einer Beeintrachtigung der Lunge,
spontanen Milzruptur und in Einzelfallen auch zu zerebraler Malaria, welche
sonst eigentlich P. falciparum zugeschrieben wird, fihren kann.

Dies kann im schlimmsten Fall mit dem Tod enden.

Warum und unter welchen Umstanden diese Symptome bei einer P. vivax-

Infektion auftreten ist nicht geklart (16).

1.1.4.4 P.vivax in der Schwangerschaft

Wahrend einer Schwangerschaft scheint P. vivax nicht so extreme
Auswirkungen zu haben wie P. falciparum. Im Gegensatz zu P. falciparum
setzen sich die mit P. vivax infizierten Erythrozyten nicht im Gefal3bereich der
inneren Organe und des Gehirns fest. Somit ist die Plazenta auch nicht so stark

betroffen wie bei P.falciparum. Der negative Einfluss einer P.vivax Infektion auf
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eine bestehende Schwangerschaft liegt moglicherweise in der Anamie, einer

bekannten Folge chronischer Infektion mit P.vivax (16).

1.1.4.5 Finanzielle Kosten einer P. vivax- Infektion

Nicht zu vernachlassigen sind die Kosten die fiur einen Erkrankten durch eine P.
vivax- Infektion entstehen.

Vor allem in der Agrarwirtschaft, wo die Aussaat mit der Regenzeit, in welcher
auch die P. vivax Infektionen auftreten, verbunden ist, fuhrt eine
Malariainfektion zu finanziellen Einbuf3en. Aber auch Schulkinder sind von
immer wiederkehrenden Beeintrachtigungen betroffen, wie sie durch die
Malariainfektionen verursacht werden.

Malaria kann zu einer Benachteiligung in der Ausbildung, einem damit
verbundenen geringeren Einkommen, einer Einschrankung der Lebensqualitat

und einer im Allgemeinen kirzeren Lebenserwartung fuhren (16).

Morel et al. (23) zeigten anhand von Studien im Nordwesten der Provinz Ninh
Thuan (Vietnam), dass wahrend einer Malaria-Saison auf den Haushalt eines
Patienten durchschnittliche Kosten von 11,79 USD zukommen. Diese
entstehen vor allem durch den Ausfall am Arbeitsplatz und einem damit
verbundenen Ausfall des Einkommens, wahrend die Therapie und die Anreise
zum Behandlungsort nur 6% der Gesamtkosten betragen. Dies kann in einem
Haushalt zu einem finanziellen Problem werden,, wenn mehrere Mitglieder der
Familie innerhalb eines Jahres erkranken. Gezeigt wurde dies anhand der
Raglays Gemeinschaft, einer traditionell nomadisch lebenden Minderheit,
welche sich wegen ihrer Lebensweise (sie leben von Agrarwirtschaft) haufig im
Wald aufhélt und daher auch haufig Kontakt mit den silvatischen Moskitos hat.
Der Grol3teil der Bevolkerung lebt vom Verkauf von Agrarprodukten oder von
Nutztieren. Die Malaria féllt in die Regenzeit, welche auch die Hauptzeit fur die

Agrarwirtschaft ist.
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1.1.4.6  Verschleppung von P. vivax

Malaria tritt in letzter Zeit auch wieder in Landern auf, in denen sie eigentlich
seit Jahrzehnten als ausgerottet gilt, was sich durch die Einschleppung aus
anderen Landern erklaren lasst.

Ein Beispiel dafur ist Usbekistan. In der Region Surkhandarya, galt die durch P.
vivax verursachte Malaria seit 1961 als ausgerottet. Durch ein
Wiederaufflammen der Infektion in den Nachbarstaaten und eine vermehrte
Migration kam es zur Verschleppung der Malaria von Tajikistan nach
Usbekistan und fiihrte dort zu einem erneuten Auftreten von Malariaféllen.
Mittels einer molekularbiologischen Untersuchung wurde im Sommer 2002 das
Oberflachen- proteinl der Merozoiten (msp-1) von 24 P. vivax Isolaten
verglichen. Von den Proben stammten 12 von autochtonen und 12 von
eingefihrten Malaria Féallen. Es zeigten sich eine erhebliche genetische
Unterschiede zwischen den autochtonen und den eingefiihrten Stammen. Man
geht davon aus, dass drei in der Region vorkommende Anophelesarten (A.
superpictus, A. pulcherrimus, A. hyrcanus) als regionale Vektoren flur die
endemische P.vivax Ubertragung fungieren kénnen (24).

Ahnliches geschah auch in der Republik Korea, welche 1979 malariafrei erklart
wurde. Bis zu dem Jahre 1993 trat P. vivax in der ROK (Republic of Korea)
nicht mehr auf. In der entmilitarisierten Zone, welche Sidkorea (ROK) von der
demokratischen Volksrepublik Korea (DPRK) trennt, zeigten sich die ersten P.
vivax Falle seit langer Zeit. Auch das Risiko der lokalen Ubertragung ist
gestiegen. Auch die ersten Falle von Chloroquin-resistentem P. vivax aus dem
klimatisch gemaRigten Asiens, wurden aus der ROK Region gemeldet (25).
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1.2 Die Therapie von Malariainfektionen

1.2.1 Eine kurzer historischer Ruckblick

Auch in friheren Zeiten versuchte man schon Malariainfektionen zu behandeln.
Im antiken China bemihte man sich sie mittels Akupunktur, Exorzismus und
Moxibustion (Erwarmung von speziellen Punkten) zu kurieren, aber auch
Pflanzen wurden zur Behandlung eingesetzt, unter anderem auch Chang-Shan
(Dichroa febrifuga).

Diese Pflanze ist in China seit 2000 Jahren dafur bekannt dass sie gegen
Fiebererkrankungen hilft. Laut Zhao erzielt man bei in vitro und in vivo
Versuchen, anhand experimentellen Malariainfektionen, eine mit Chloroquin
vergleichbare Wirkung. Aber auch eine andere Pflanze (Pasta ulmi) aus der
traditionellen chinesischen Medizin, zeigte in vitro eine gute Wirksamkeit gegen
P.falciparum (26, 27).

Vor mehr als 350 Jahren wurde in Studamerika das Pulver der Rinde des
Cinchonabaumes (Cinchona peruviana) gegen Fiebererkrankungen verwendet
(11).

Der Cinchona Baum wéachst an den Hangen der suidamerikanischen Anden in
einem feuchten Klima. Jesuiten erhielten damals Information tber die Heilkraft
der Rinde. Bis dahin wussten nur die Inkas der Region Uber die heilende
Wirkung Bescheid. Im Jahre 1640 gelangte Chinin nach Europa und das Pulver
der Rinde bekam den Namen Jesuitenpulver (6).

Das Alkaloid Chinin wurde aus der Borke 1820 isoliert und seither in reiner
Form als wirksames Medikament gegen die Malaria verwendet.

Die ersten synthetischen Malariatherapeutika entstanden durch die Abwandlung
von Farbstoffen. Den Ursprung dafur bildete Methylenblau, von welchem
Ehrlich (1891) vermutete, dass es wegen seiner guten Farbung von

Malariaerregern wohl eine Toxizitdt gegen diese haben kodnnte. Durch die
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Verdnderung der Farbstoffe entstanden Substanzen wie Plasmochin und
Atebrin, welches allerdings zu einer gelblichen Verfarbung der Haut fihrt.
Weitere Forschungen fuhrten zu Resochin(1934) und dem mit ihm verwandten
Sontochin (1936).

Resochin (ein 4-Aminochinolin) wurde anfangs als zu toxisch eingeschétzt,
seine Erforschung wurde aber spater wieder aufgenommen und es wurde unter
dem Namen Chloroquin bekannt.

Chloroquin wurde nach 1950 wegen seiner einfachen Anwendung und der
guten Wirksamkeit und Vertraglichkeit, sowie dem niedrigen Preis zum
bedeutendsten Malariamedikament. Es war auch einer der Griinde, weshalb die
Malaria in einigen Gebieten ausgerottet werden konnte. Im Laufe der Zeit kam
es aber zu resistenten P. falciparum Stammen, welche die Bedeutung von

Chloroquin einschrankten (11).

1.2.2 Medikamente gegen eine Plasmodien- Infektion

In diesem Kapitel werden die verschiedenen Medikamentenklassen erwahnt

und einige, bedeutende Vertreter genauer beschrieben.

1.2.2.1 4- Aminochinoline

Sie zeichnen sich durch eine basische Seitenkette in der 4er- Position des
Chinolinrings, sowie einen Chlorsubstituenten in der 7er- Position des
Chinolinrings aus. Obwohl diese Medikamentengruppe seit tber 60 Jahren fur
die Malariatherapie verwendet wird ist ihr Wirkmechanismus noch nicht ganz
klar. Vertreter dieser Medikamentenklasse sind unter anderem Chloroquin und
Amodiaquin (11).

o Chloroquin

Fur lange Zeit war Chloroquin das Therapeutikum der Wahl zur Behandlung

einer P. vivax Infektion und ist es noch in den meisten endemischen Gebieten
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Chloroquin wirkt auf die den Hamoglobinabbau der Parasiten. Durch die
Hampolymerase wird, wie bereits erwahnt, das toxische Ham zu Hamozoin
umgebaut. Durch die Verhinderung dieses Schrittes kommt es zur Ansammlung
der fur die Parasiten toxischen Stoffe (28).

In den letzten Jahrzehnten kam es zunehmend Resistenzféllen gegenuber
Chloroquin im subaquatorialen Raum zwischen Indik und Pazifik.

Rieckmann et al. zeigten 1989 am Beispiel zweier Soldaten aus Australien,
welche trotz einer auf Chloroquin basierenden Chemoprophylaxe mit
Symptomen und Parasiten im Blut von Papua Neuguinea nach Australien
zuruckkehrten - eines der ersten Beispiele, dass Chloroquin nicht mehr effektiv
auf P.vivax wirkt. Bei einem der beiden Soldaten ging die Parasitamie auch
nach einer Therapie mit Chloroquin nicht vollstandig zurtick (29).

CRPV (Chloroquin-resistentes P. vivax) ist im Begriff ein Problem der

Wissenschaft und des Gesundheitswesens zu werden (30).

Von der WHO wird empfohlen Chloroquin in den Regionen zu verwenden,
welche noch keine Chloroquin Resistenz aufweisen, in jenen mit Resistenz soll
auf eine geeignete, auf Artemisinin basierende Kombinationstherapie(ACT),
zuriickgegriffen werden (14).

So wie dies in folgendem Beispiel der Fall war:

Im westlichen Indien (Anand), einer Region in welcher P.vivax haufiger
vorkommt als P.falciparum, zeigte sich dass es Hinweise flr
chloroquinresistente P. falciparum und P. vivax Erreger gibt. Diese Ergebnisse
fuhrten zu einer Anderung der Therapie, so wird jetzt statt Chloroquin ein
Artemisinin- Kombinationstherapie im Falle einer P. falciparum- Infektion
verordnet. Bei P.vivax Féllen blieb die Therapie gleich, da es weniger haufig
Resistenz zeigte, aber auch diese Falle werden als Warnung fir eine

Uberwachung der Medikamentensensibiltat verstanden (31).
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o Amodiaquin

Amodiaquin ist eine Mannich-Base und hat im Gegensatz zu Chloroquin eine
deutlich lipophilere Seitenkette aufgrund einer Phenylsubstitution an der 4er
Position des Chinolinkerns Die aromatische Seitenkette durfte auch der Grund
fur die reduzierte Affinitat von Amodiaquin zum Chloroquin-Resistenz-
Transporter (Pvcrt) sein. Daher ist es noch in vielen von Chloroquinresistenz
betroffenen Gebieten wirksam (11).

o Piperaquin

Bei diesem Medikament sind zwei 4-Aminochinoline Uber eine
Verbindungskette miteinander verknipft. Es wurde in China entwickelt und vor
allem in Sudostasien verwendet, wo sich mittlerweile auch Resistenzen gezeigt
haben. Gegen Stamme afrikanischer Herkunft ist es aber noch einsatzfahig.
Allerdings gibt es Hinweise auf Kreuzreaktionen zwischen Chloroquin und
Piperaquin (11).

1.2.2.2 Arylaminoalkohole

Sie alle weisen als gemeinsames Element ein mehr oder weniger lipophiles,
aromatisches System, eine sekundare oder tertiare Aminogruppe und einen
Alkohol auf.

0 Chinin

Chinin gilt als das erste Praparat in dieser Gruppe. Es wurde, wie bereits
erwahnt, schon 1820 zur Therapie der Malaria verwendet und ist auch heute
noch ein wichtiges Therapeutikum. Die anderen Medikamente dieser Gruppe
konnen als strukturell vereinfachte Analoga zu Chinin aufgefasst werden. Vor
allem in Afrika erweist sich Chinin noch als sehr wirksam. Die Wirkung von
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Chinin kann durch eine Kombination mit Clindamycin noch gesteigert werden
(11).

o Mefloquin

Mefloquin wurde bereits 1985 zur Behandlung chloroquinresistenter P.
falciparum Stdmme entwickelt, da Stdmme welche eine durch Genmutation
bedingte Resistenz (K76T Mutation im pfcrt-Gen) gegentber Chloroquin zeigen,

besonders auf Mefloquin ansprechen (11).

Mefloquin zeigt aber auch eine schizontozoide Wirkung bei P. vivax. Durch
seine hohe Proteinbindung hat es eine lange Verweildauer im Korper (28).

Studien von Maguire und seinen Kollegen zeigten, dass fur die Behandlung
einer akuten Vivax-Malaria Mefloquin als Blutschizontozid und eine
anschlieBende Medikation mit Primaquin zur Eliminierung der Hypnozoiten
besonders geeignet sind. Mefloquin fihrt zur Heilung bei 99,6%igen der
Patienten. Primaquin verringert das Risiko eines Rickfalls sowie eine weitere
Ubertragung tiber Anophelen.

Es ist eine Alternative fur jene Regionen in welchen Chloroquin immer noch als
Therapeutikum der Wabhl gilt, da sich im Gegensatz zum Chloroquin bisher bei

P. vivax noch keine Resistenzen gegen Mefloquin zeigten (32).

Es ist vor allem auch fur die Chemoprophylaxe ein sehr beliebtes Medikament,
da es aufgrund seiner lange Halbwertzeit nur einmal wdchentlich eingenommen
werden muss, es kann jedoch zu schweren neuropsychiatrischen

Nebenwirkungen kommen (11).
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o Halofantrin

Ist ein weiteres Blutschizontozid und wirkt nur auf die erythrozytaren Stadien,
die Leberformen kdnnen damit nicht beeinflusst werden. Seine Wirkungsweise
beruht auf einer Verbindung mit Ferriprotoporphyrin IX, welches wahrend des
Abbaus des Hamoglobins von den Parasiten gebildet wird. Der durch die
Verbindung entstehende Komplex beschadigt die Zellmembran und fuhrt so zur
Lyse des Erregers (33).

Da es bei der Behandlung jedoch zu Komplikationen in Form von todlichen
Herzrhythmusstorungen kommen kann, ist Halofantrin in westlichen Landern
nicht mehr erhaltlich (11).

0 Lumefantrin
Ist Halofantrin strukturell &hnlich, jedoch sehr viel besser vertréaglich. Da es eine
sehr lipophile Substanz ist, kann es in seiner Bioverfugbarkeit stark schwanken.

Die Resorption hangt sehr stark von der Nahrungsaufnahme ab, in Kombination

mit fettreicher Nahrung kann die Resorption um den Faktor 16 zunehmen.

1.2.2.3 8- Aminochinoline

Sie leiten sich von den Methylenblauderivaten ab. lhr Kennzeichen ist die
Aminoalkylkette in der 8er- Position des Chinolinrings und eine Methoxygruppe
in der 6er- Position.

In dieser Gruppe ware vor allem Primaquin zu erwahnen.

o Primaquin

Das besondere an diesem Pré&parat ist, dass es als einziges gegen die latenten

Leberstadien (Hypnozoiten) des Parasiten wirkt. Es ist das einzige Medikament
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welches man gegen die hepatischen Dauerformen bei P. vivax und P. ovale
einsetzen kann.

Allerdings zeigt es nur eine geringe Wirkung auf die erythrozytdren Formen
(11).

Jedoch wurde auch ein Fall dokumentiert, der auf eine mogliche Resistenz
gegeniber Primaquin schlie3en lasst. Ein 77jahriger Mann welcher nach seiner
Ruckkehr aus Brasilien Malaria- Symptome und P. vivax in Bluttests zeigte
wurde mit Chinin, Doxycyclin und einer anschlieBenden Primaquin-Therapie
behandelt. Nach dieser Behandlung zeigte er keine Symptome mehr, in den
kommenden funf Monaten hatte er, trotz keines weiteren Auslandsaufenthaltes,
wieder Symptome. Anhand von Blutbefunden zeigte sich ein Ruckfall von P.
vivax. Er bekam wieder eine Therapie, diesmal mit Chloroquin und
anschlieBend wieder Primaquin, doch zeigte er nach vier Monaten wieder
Symptome. In Blutausstrichen fand man wieder P. vivax. Da nicht nur
Chloroquin gegeben wurde kann man eine Chloroquinresistenz als Ursache fur
diesen Fall ausschlieBen. Die Primaquindosis war doppelt so hoch(10,8mg/kg)
wie normal. Man muss somit von einem Primaquin-Versager oder sogar von

einer Resistenz ausgehen (34).

1.2.2.4 Artemisinine

Auf Artemisinin wird weiter unten im Text genauer eingegangen, da es zu den

von mir im Zuge dieser Arbeit getesteten Medikamenten zahlt.

0 Artemether
Artemether eignet sich nicht fur die Behandlung von komplizierter Malaria, da
der maximale Blutspiegel daftir zu gering ist und die intramuskulare Gabe nur

zu einer langsamen und unzuverlassigen Adsorption fuhrt.

Es ist als Praparat in fixer Kombination mit Lumefantrin erhaltlich.
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o Artesunat

Artesunat kann sowohl intramuskular, oral oder auch rektal verabreicht werden.
Der intravendsen Applikation steht sein rascher Zerfall in der
Injektionsflissigkeit entgegen. Es ist der am haufigsten verabreichte

Kombinationspartner bei einer oralen ACT (Artemisinine combinated therapy).

1.2.2.5 Atovaquon- Proquanil

Atovaquon-Proquanil Praparate sind sehr effektiv gegen eine akute P. vivax-
Infektion. Jedoch sind diese sehr teuer und eher Touristen vorbehalten (35).
Der Wirkmechanismus von Atovaquon beruht auf einem Eingreifen in die
Nukleinsduresynthese, genauer in die de novo Pyrimidinsynthese (Herstellung
von Pyrimidinnukleotiden aus einfacheren Molekuilen). Dieser Vorgang kommt
im Menschen nicht vor und ist bei Protozoen sehr sensibel, da sie vorgefertigte
Pyrimidine nicht absorbieren kénnen.

Proquanil dient gewdhnlich als Prodrug. Darunter versteht man Substanzen,
welche selbst nur eine geringe Wirkung haben, durch Metabolisierung aber
wirksam werden. In der Kombination mit Atovaquon beruht die
Wirkungssteigerung jedoch auf Proguanil selbst und nicht jener des Metaboliten
(28).

1.2.2.6 Antibiotika

Sie eignen sich vor allem als Kombinationspartner mit schnell wirkenden
Malariamedikamenten (11).

Antibiotika greifen in den Proteinbiosyntheseapparat der Apikoplasten ein.
Unter Apikoplasten versteht man die stark reduzierten Plastiden der

parasitischen Apicomplexa (36). Als Beispiel wére hier Doxycyclin zu erwahnen.
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o Doxycyclin

Verhindert durch Bindung an die 16s RNS, der kleinen Untereinheit der
Ribosomen, die Rotation in die korrekte Position. Dies fuhrt wiederum zu einer

Hemmung der Proteinbiosynthese (11).

1.2.2.7 Kombinationspraparate

Sie dienen zum Vermeiden von Resistenzen. Die Theorie dahinter ist nicht neu
und wurde auch in anderen Bereichen der Medizin schon erfolgreich eingesetzt,
wie z. B. bei der Behandlung von Tuberkulose und HIV.

Wenn zwei Medikamente eine unterschiedliche Wirkweise haben, dann dirften
auch unterschiedliche Mechanismen der Resistenzentwicklung vorliegen. Es ist
durchaus mdglich dass der Parasit Resistenz gegen eines der Medikamente
entwickelt, aber gegen beide ist es eher unwahrscheinlich.

Die Wahrscheinlichkeit einer Resistenzentwicklung gegen beide Medikamente
ist das Produkt der Wahrscheinlichkeit gegen jeden Partner.

Wenn zum Beispiel einer von 10'? Parasiten eine Resistenz gegen Medikament
A entwickeln kann und einer von 10** eine gegen Medikament B, dann ist die
Wahrscheinlichkeit der Resistenz gegen A und B einer unter 10%*.

Die Problematik bei der Kombinationstherapie liegt darin, die Patienten von der
Notwendigkeit der korrekten Einahme der Medikamente zu Uberzeugen. Bei
Tuberkulosemedikamenten kam es nicht selten vor, dass nur eine Komponente
der Kombinationstherapie eingenommen wurde. Oft liegt dies an der Furcht vor

Nebenwirkungen eines der beteiligten Praparate (37).

Eine wichtige Rolle bei Medikamenten spielt die Halbwertszeit, d.h. jenem
Zeitraum in dem es im Korper als bioaktive Substanz verweilt. Es hat sich
gezeigt, dass es bei Kombinationspraparaten sinnvoll ist solche mit verschieden
langen Halbwertszeiten zu kombinieren (38). Ruckfall und Resistenzen
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1.2.3 Rekrudeszenz, Ruckfall/ Relapse und Reinfektion

Reinfection
mosquito
sporozoites

Patent
Parasitemia

Relapse Recrudescence
liver stage blood stage
hypnozoites schizonts

Abbildung 1: Rekrudeszenz, Riickfall und Reinfektion (Baird 2004)

Wenn die Parasitdmie trotz Behandlung nicht zuriickgegangen ist kann dies
verschiedene Ursachen haben: ein Ruckfall aufgrund von Leberschizonten,
eine erneute Infektion durch einen Moskito (Reinfektion) oder eine erneute

Intensivierung der Krankheitssymptome (Rekrudeszenz) durch asexuelle

Blutstadien welche die Therapie tUberlebten (30).

Ein Ruckfall wird auch als Relaps bezeichnet (39).

Der Ruckfall ist ein wichtiger Aspekt der Malaria tertiana (P. vivax und P. ovale
Infektionen). Die in der Leber, Uber Monate oder auch Jahre verbleibenden,
Hypnozoiten reifen durch einen bestimmten Stimulus heran und fihren zu
einem Ruckfall.

Primaquin hemmt das Risiko einen Riuckfalls, das ohne dieses Medikament
zwischen 5 % und 80% liegen kann. Bei Stammen aus tropischen Regionen
kommt es haufiger und rascher zu Ruckfallen als bei denen aus gemaligten

Klimazonen.
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So kommt es zu 50%igen Wahrscheinlichkeit bei einer tropischen P.vivax-
Infektion zu einem Ruckfall, meistens sind es sogar mehrere Relapse.

Bei Infektionen mit Stdmmen aus gemalfigten Regionen liegt das Ruckfallrisiko
bei 5 % - 25 % und es kommt nur selten zu wiederholten Ruckfallen (30).

Auch der Zeitraum innerhalb dessen es zu einem Ruckfall kommen kann
unterscheidet sich bei P.vivax je nach Region.

Bei jenen aus tropischen Gebieten kann es nach einer kurzen latenten Periode
von drei bis finf Wochen zu einem Ruckfall kommen. Bei Infektionen mit
Parasiten gemaligter Regionen ist die latente Phase weitaus langer und kann

funf bis zehn Monate betragen (40).

Man ging davon aus, dass die Parasiten, welche den Rickfall verursachen,
quasi Uberbleibsel der vorhergehenden Infektion waren.

Untersuchungen von Imwong et al. (40) zeigten aber, dass bei Patienten aus
Thailand und Burma in 61% der Félle und bei den Fallen aus Indien bei 55%,
die den Rickfall verursachenden Erreger vom Genotyp nicht mit denen der
ursprunglichen Infektion tGbereinstimmten.

Es unterscheiden sich also die Parasiten, welche sich aus den Hypnozoiten
entwickeln, von jenen welche die akute Infektion auslésten. Obwohl man nur in
Thailand eine Reinfektion ausschlieen konnte, gehen Imwong und seine
Kollegen davon aus, dass der Grofiteil der wiederkehrenden P. vivax-
Infektionen auf die Hypnozoiten, welche nach der Behandlung der akuten
Infektion reaktiviert wurden, zurickzufihren sind.

Fur die Ergebnisse gibt es folgende Erklarungen: es koénnte sein, dass ein
Moskito Parasiten verschiedener Genotypen injizierte oder dass es zu einem
Kontakt mit einem zweiten Moskito innerhalb von ein bis zwei Tagen kam.
Ferner konnte es im Laufe der Zeit immer wieder zu Infektionen mit P. vivax
gekommen sein und die jetzt reaktivierten Hypnozoiten stammen noch von
einer friheren Infektion. Die genauen Mechanismen sind noch nicht geklart,

man konnte anhand der Genotyp-Analyse jedoch zeigen, dass selbst an Orten
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mit einem niedrigen Ubertragungsrisiko, eine hohe Rate an gemischten

Genotypen zu verzeichnen ist (40).

Bis heute kann man morphologisch nicht sicher feststellen ob eine P. vivax
Parasitamie die Folge einer Rekrudeszenz, eines Riickfalls oder einer frischen
Reinfektion ist (30).

Eine Mdglichkeit um zu unterscheiden ob es sich um eine neue oder eine alte
Infektion handelt ist aber der Wert der Immunglobuline.

Bei hohem IgM kann man auf eine neue Infektion schlieRen, da die IgMs die
Funktion der Antikérper der primaren Immunreaktion haben.

Ist jedoch der IgG hoch, dann kann es sich um einen Relapse handeln, da sie

die Antikdrper der sekundéaren Immunreaktion sind (41).

1.2.4 Resistenzen

Unter Resistenz versteht man die Fahigkeit einer Parasitenpopulation, trotz
Einnahme und Absorption einer adaquaten Wirkstoffmenge zu tberleben und

sich zu vermehren (42).

Man unterscheidet zwischen biologischer und Kklinischer Resistenz:

o0 Von biologischer Resistenz spricht man, wenn eine Einzeldosis von z.B.

mehr als 0,3 g Chloroquin oder mehr als 10ng CQ/ml Blut die Blutstadien
einer CQ-sensiblen P.vivax Infektion aus dem Blut nicht entfernen kann.
Diese Menge von 0,3g CQ liegt deutlich unter der Dosis welche im Alltag
Anwendung findet. Bei Standardtherapien werden Dosen verwendet
welche finfmal hoher sind als diese.
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o Ein Nichtwirken therapeutischer Dosen wird als klinische Resistenz

betrachtet, also ein Ausbleiben des Therapieerfolges, trotz korrekter

Therapie mit der richtigen Dosierung (30).

Medikamentresistenzen sind ein erstzunehmendes Problem. Sie scheinen auch
die Ursache fur die Verdoppelung der Todesfalle aufgrund von Malaria bei

Kindern in Afrika zu sein.

Korenromp und seine Kollegen zeigten, dass im Osten und Suden Afrikas
zwischen den Jahren 1982 und 1989 die Sterblichkeit bei Kindern aufgrund von
Malaria 6,5 pro 1000 Kinderjahren betrug und zwischen 1990 und 1998 auf 11,9
pro 1000 Kinderjahren anstieg. Im Gegensatz dazu sank die nicht

malariabedingte Kindersterblichkeit (43).

o Es kommt auch vor, dass Malariaparasiten Resistenz gegenuber
mehreren Medikamenten entwickeln. In diesem Fall wird von Multi-drug
resistance (MDR) gesprochen. Dabei handelt es sich um eine Resistenz
gegen mehr als zwei verschiedene Malariamedikamentklassen. In den
meisten Fallen sind dies die ersten beiden Wirkstoffklassen 4-
Aminochinoline (wie z.B. Chloroquin) und die Antifolate (wie z.B.
Sulfadoxin/ Pyrimethamin) (44).

Dies ist vor allem dann mdglich, wenn die Mechanismen der Resistenz bei
beiden Medikamenten gleich sind. Solche Resistenzen werden auch als
Kreuzresistenzen bezeichnet und kommen vor allem bei Medikamenten vor,

welche sich sehr ahnlich sind, d.h. der gleichen chemischen Klasse angehdren.

Grafisch dargestellt beschreibt White (2004) Resistenzen als eine Rechts-

Verschiebung im Konzentrations-Effekt Zusammenhang.
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Emax

Effect

Log concentration

Abbildung 2: Resistenzen nach White (45)

In dieser Grafik steht A fur den konzentratiosabhangigen Effekt bei einer
medikamentsensiblen Population, B zeigt eine parallele Verschiebung, C und D
stehen fur verschiedene Grade von Resistenz. Der Emax Wert ist der maximale
Effekt den das Medikament haben kann und EC50 ist jene Konzentration, die

bei 50% des Emax vorliegt.

Wenn der Grad der Resistenz nur gering ist kommt es nur zu einer geringen
Verschiebung (46).

Resistenzbestimmung kann auf verschiedene Weise erfolgen:

o In vitro Methode: diese Methode wird schon seit den 1970er Jahren

verwendet.
0 Molekulare Proben: diese Methode ermoglicht es nach Mutationen als
Ursache flr Resistenzen zu suchen, allerdings fand man bei P. vivax

bislang noch keine genetischen Marker fir Chloroquin- Resistenz.

o Prophylaxe und Querschnittsstudien: Studien geben einen Uberblick
Uber die vorherrschenden Resistenzen (30).
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Das Verstehen der genetische Struktur der Parasiten spielt eine grof3e Rolle

beim Verstandnis und Vorhersagen von Resistenzen, deren Entstehen und
ihrer Verbreitung (30).

1.2.5 Wie entstehen Resistenzen?

Punkte welche laut WHO das Entstehen und Verbreiten von Resistenzen

begunstigen bzw. verursachen:

40

In Pailin kam es durch das Beimischen von Chloroquin und spater auch
noch Pyrimethamin ins Kochsalz, wegen des standigen Vorhandenseins
des Therapeutikums zu einem enormen Selektionsdruck auf die
Malariaparasiten. Solch ein Selektionsdruck kann zu der beobachteten

verminderten Sensibilitat gefihrt haben (47).

Migration: durch die Mobilitat der Bevolkerung kommt es zur
Verschleppung und Ausbreitung von Resistenzen.

Mono-Therapien: in Kambodscha wurde lange Zeit nur Artemisinin
gegen Malariainfektionen verabreicht, da es klinisch effektiv ist, keine
Nebenwirkungen aufweist und relativ preiswert zu erwerben ist. Der
Versuch kostenlos Kombinationspraparate anzubieten schlug fehl, da die
Patienten die Praparate mit Mefloquin aufgrund der Nebenwirkungen

ablehnten.

Die Einnahme von Medikamentmischungen welche unter anderem auch

unterdosierte Antimalaria-Therapeutika enthalten.

Die Einnahme von subtherapeutischen Mengen eines Praparates: so
verursacht eine zu geringe Menge von Artemisinin, z.B. durch einen zu

frihen Abbruch der Therapie, oder eine zu geringe Dosis, einen



Selektionsdruck bei den Parasiten und beginstigt eine weiterhin

bestehende Infektion.

o Der Handel mit minderwertigen Medikamenten: diese Praparate

enthalten oft zu geringe Wirkstoffdosen (48).

Auf der anderen Seite wird davon ausgegangen, dass genetische
Verdnderungen welchen zu Resistenzen gegen Anti- Malaria- Medikamente
fuhren, spontan erfolgen, selten und wahrscheinlich nicht einmal von der
Verwendung abhangig sind.

Die Unabhangigkeit von Punktmutationen vom Medikamentenkonsum I&sst sich
dadurch erklaren, dass Malariatherapeutika nicht mutagen wirken. Von solchen
Mutationen sind eher einzelne Parasiten in der Gesamtpopulation betroffen.
Zeigt sich durch eine derartige Punktmutation aber ein Selektionsvorteil, so
kénnen diese mutierten Parasiten sich gegenuber den anderen durchsetzen
(44).

Es kann sich auch eine Resistenz gegeniber einem Stoff einstellen obwohl
dieser nie eingenommen wurde, aber ein mit ihm verwandter.

Dies zeigte sich bei einer Studie kanadischer Wissenschaftler bei Bewohnern
sudamerikanischer Dorfer. Sie wiesen eine Resistenz gegenuber dem
Antibiotikum Ciprofloxacin nach, obwohl jene nie einen Kontakt damit hatten.
sehr wohl nahmen sie aber Chloroquin ein, welches chemisch mit Ciprofloxacin
verwandt ist. Es gelang, diese Resistenz auch im Labor nachzuweisen (49).

Dies kann jedoch auch bei komplett unterschiedlichen Medikamenten

vorkommen, wie folgendes Beispiel zeigen soll:

Rathod et al. zeigte anhand von in vitro Versuchen mit verschiedenen P.
falciparum Klonen, dass sie alle resistent gegen bestimmte Medikamente
waren, aber sensibel gegeniber anderen. Bei einer Population (W2 aus

Indochina, einer der resistentesten P. falciparum Stamme) entstanden innerhalb
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kurzer Zeit - drei Wochen - mutierte Parasiten, welche eine Resistenz gegen 5-
Fluorooroat aufwiesen. Dieses Medikament wurde nie im Feld angewendet und
konnte somit noch keine resistenten Erreger selektionieren. Andere
Populationen hingegen wiesen auch nach zweimonatigem Kontakt mit der
Substanz keine Resistenz auf. Auch gegeniber Atovaquon, welches mit 5-
Fluorooroat keinerlei strukturelle  Ahnlichkeit aufweist, bildeten sich
Resistenzen. Die W2 Population hat scheinbar die Fahigkeit, gegen strukturell
komplett unterschiedliche Therapeutika Resistenzen zu bilden. Diese Fahigkeit
wird ARMD (accelerated resistance to multiple drugs) genannt.

Die Ursache fur diese Fahigkeit kann in der Erwerbung eines generellen
Mutatorphanotyps liegen (ein Phéanotyp, bei welchem eine Erhéhung der
Mutationsfrequenz im gesamten Genom beobachtet werden kann).

Eine Alternative zu dieser Theorie ware eine auf Rekombination beruhende
Strategie. Die genaue Ursache ist noch nicht geklart, es kdnnte auch sein, dass
weder ein Anstieg der Mutationsrate, noch einer der Rekombinationsrate zutrifft
(50).

Auch die Chemoprophylaxe von Reisenden wurde als Quelle der
Resistenzbildung verdachtigt.

Dies ist aber aus verschiedenen Grinden unwahrscheinlich, namlich

0 wenn eine ausreichende, suppressive Konzentration der Therapeutika
vorhanden ist, dann ist die Anzahl zirkulierender Parasiten weitaus
geringer als ohne Chemoprophylaxe der Fall ware. Laut White und
Pontavornpinyo misste eine Person in einem Gebiet mit hoher
Ubertragungsrate zehn Jahre lang Therapeutika als Prophylaxe
einnehmen um denselben Selektionsdruck zu erzeugen als eine einzelne

akute Infektion.

o selbst wenn Schizonten trotz Chemoprophylaxe freigesetzt werden,

erreicht die Infektion nicht die Dichte welche fir eine Gametozytogenese
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notig ware und somit ist die Wahrscheinlichkeit einer Ubertragung sehr

gering.

o die Reisenden verlassen die Region meist bevor @ sie
Krankheitssymptome zeige und falls nicht, so werden sie in einer
Umgebung behandelt, in welcher ein Ubertragungsrisiko sehr gering ist
(37).

Resistenzen kdonnen aber auch mit einer Einbul3e der Fitness des Parasiten
verbunden sein. Jene, welche resistent gegentiber bestimmten Medikamenten
sind, sind in der Abwesenheit des Medikaments weniger fit und vermehren sich
in geringerem Ausmal’ als die nicht resistenten. Auch die Immunitat des Wirtes
spielt bei Resistenzen ein grof3e Rolle, sie kann eine Erklarung fir die
unterschiedlichen Ergebnisse von in vitro und in vivo Tests sein. Bei in vivo
Tests kommt es viel seltener zu spontanen Mutationen. Denn selbst ein nicht
immuner Infizierter zeigt eine spezifische Immunantwort. Diese Immunantwort
richtet sich auch gegen die einzelnen mutierten Parasiten und verhindert so ihre
Weiterentwicklung. Somit liegt die Wahrscheinlichkeit dass eine einzelne
Mutation, welche eine zur Ubertragung notwendige Dichte erreicht, nur 2- 3 %
(46).

Vor allem Medikamente welche eine besonders lang Halbwertszeit haben,
konnen die Entwicklung der Resistenz begtinstigen. Idealerweise sollten daher
Prapaparate verwendet werden, bei welchen notwendige Behandlungsdauer

und Halbwertszeit aufeinander abgestimmt sind (38).
Chloroquin und Piperaquin gehéren zu jenen Medikamenten welche nur sehr

langsam abgebaut werden, sie bieten den Parasiten eine langere Zeit die

Maoglichkeit Resistenzen zu entwickeln (46).
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1.2.6 Einige bis jetzt beobachtete Resistenzen bei Malariaparasiten

Seit der Entwicklung von Malariamedikamenten in der zweiten Halfte des
20.Jahrhunderts stehen die humanen Malaria Parasiten unter standigem
Selektionsdruck.

Die am haufigsten verwendeten Praparate sind billig, weit verbreitet und werden
nur langsam vom Korper ausgeschieden.

Zusammen mit  Antipyretika (fiebersenkenden Praparaten) sind
Antimalariamedikamente die in den Tropen am haufigsten verabreichten
Medikamente und daher ist ihr Missbrauch weit verbreitet.

Bis zum Jahr 2003 ging man noch davon aus, dass bis jetzt bei allen Anti-
Malaria-Medikament-Klassen Resistenzen beobachtet wurden, auf3er bei den
Artemisininen (37).

Allerdings trifft dies fir die Artemisinine nach neueren Beobachtungen in
Indochina nicht mehr zu.

Das Austesten und Monitoring der Arzneimittelempfindlichkeit bei P. vivax war
erst moglich, als die geeigneten Tests dafir geschaffen wurden, was ab dem
Jahr 2002 der Fall war (51).

Vorherige Meldungen gehen auf Fehlschlage von Behandlungen (in vivo

Beobachtungen) zuriick.
In den folgenden Beispielen zu einigen Medikamenten soll gezeigt werden, wie

unterschiedlich die Lage bezlglich Resistenz und Sensibilitat in den einzelnen

Landern ist.
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1.2.6.1 Chloroquin

Die ersten Resistenzen von P. vivax gegenuber Chloroquin wurden 1989 aus

Papua, Neuguinea, gemeldet (29).

Auch in Indien zeigte sich ein Fall von Chloroquin Resistenz. Ein 13jahriges
Madchen wurde seinem Gewicht entsprechend mit Chloroquin behandelt. Dies
geschah Ende Oktober 1995, Anfang November im selben Jahr zeigte sie
wieder Symptome mit hohem Fieber. Ein Blutausstrich zeigte auch
Trophozoiten und Gametozyten. Die Dichte der Erreger war zwar geringer als
bei der Erstaufnahme in die Klinik, jedoch zeigte sich keine Verbesserung des
Befindens. Dem Madchen wurden hierauf Chinin und Primaquin verabreicht,

woraufhin keine Erreger mehr erfasst werden konnten (52).

Studien von Phan et al. zeigten, dass in Vietnam im Jahr 2002 sowohl
Chloroquin als auch Artemisinin bei P. vivax- Infektionen noch wirksam waren
und sich 2002 noch keine Resistenz gegen eines der beiden Praparate zeigte
(53).

Eine spatere Studie aus dem Jahr 2004 aus dem Nordwesten von Thailand

wies darauf hin, dass sich bei P. vivax ein deutlicher Rickgang in der
Sensibilitat gegenidber Chloroquin entwickelt hat. In seiner Kklinischen
Wirksamkeit blieb es jedoch weiterhin effektiv. Bei Artemisinin wurde im
Vergleich zu friheren Studien sogar eine geringe, aber unter der

Signifikantsgrenze liegende Steigerung der Sensibilitat bemerkt (54).

Eine Studie von den Jahren 2002- 2004 aus Mae Sot, an der Grenze von
Thailand zu Myanmar gelegen, zeigte in vivo und in vitro Sensibilitdt gegeniber
Chloroquin und Chinin. Die 62 Patienten wurden in zwei Gruppen geteilt, die
eine Patientengruppe erhielt drei Tage lang Chloroquin, die andere drei Tage
lang Chinin. Beide Patientengruppen erhielten zusatzlich Primaquin gegen die

Hypnozoiten, welche zu einem Ruckfall fihren kénnen (55).
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Eine spatere Studie aus dem Jahr 2007 zeigt, dass es auch in Mae Sot bei in
vitro Tests ein deutliches Nachlassen in der Sensibilitat von P. vivax gegenuber

Chloroquin festzustellen war (56).

Eine Studie aus dem Jahr 2008 in Sud-Myanmar (Bezirk Dawei) ergab, dass

8% von 235 Patienten eine Resistenz von P.vivax gegeniber Chloroquin

zeigten (57).

1.2.6.2 Artemisinin/ Artesunat

Seit 2003 besteht der Verdacht, dass es entlang der Thai-Kambodschanischen

Grenze zu artemisininresistenten P. falciparum Stammen gekommen ist.
Normalerweise kommt es bei der< Anwendung dieser Medikamente nach zwei
bis drei Tagen zur Entfieberung der Patienten und einem Verschwinden der
Erreger aus dem peripheren Blut. Mittlerweile ist jedoch zu beobachten, dass es
bis zum Eintreten eines Therapieerfolges immer langer dauert. Dies ist ein Indiz
dafur, dass die Erreger zunehmend resistenter werden. Was in den 1970er
Jahren entlang dieser Landergrenze schon mit Chloroquin geschah, kénnte nun
auch mit Artemisinin eintreten.

Dem Resistenzeintritt gegen Chloroquin folgte das Versagen von Sulfadoxin-
Pyrimethamin und Mefloquin.

Das aktuelle Problem ergibt sich daraus, dass Artemisinderivate heute
universell in der ACT verwendet werden. Soltte die Resistenz gegen
Artemisinine um sich greifen, wirde dies das Ende der ACT bedeuten.

Bis jetzt war dieses Phanomen auf China,Vietham und Kambodscha begrenzt
und diese Lander weisen eine lange Geschichte in der Verwendung von
Artemisininderivaten auf, jedoch muss wegen der massiven Ausbreitung der
ACT mit einer weiteren Ausbreitung der Artemisininresistenz gerechnet werden
(48).

Im Jahr 2009 wurde von Dondorp et al. in Pailin (West-Kambodscha) und Wang

Pha, Nord- West-Thailand, eine deutlich geringer Sensibilitat von P. falciparum
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in Pailin gegenuber Artesunat im Vergleich zu den P. falciparum Stammen aus

Wang Pha nachgewiesen (58).

Vor allem Kambodscha ist in letzter Zeit aufgrund neu auftretender
Medikamentenresistenzen ins Licht der Medien gerlickt. An der Thai-
Kambodschanischen Grenze wurde das Auftreten von Resistenz gegen
Artemisinin beobachtet.

Kambodscha wird zur Brutstatte fur Resistenzen, da sowohl das
Gesundheitssystem als auch die Versorgung mit Medikamenten sehr schlecht
organisiert ist sind und gefalschte Praparate, mit geringem Wirkstoffanteil im
Umlauf sind (59).

1.2.6.3 Mefloquin

Der Fall eines 12jahrigen Madchens aus dem Jahr 1998 aus der Amazonas
Region zeigt das erste Auftreten von Resistenzen gegenuber Chloroquin und
Mefloquin in dieser Region. Zuerst wurde die Patientin mit Chloroquin
behandelt, was zu keiner Besserung fuhrte, anschlieRend mit Mefloquin. Auch
dies fihrte zu keiner Heilung. Erst eine Behandlung mit Artesunat und

anschlieBend Primaquin fihrte zu parasitenfreien Blutproben (60).

Eine Studie von Maquire et al. aus dem Jahre 2005 zeigte, dass sich Mefloquin
ideal zur Behandlung von chloroquinresistenter P. vivax und P. falciparum

Malaria in Papua, Indonesien eignet, wo Chloroquin zum damaligen Zeitpunkt

noch immer als das Therapeutikum der Wahl galt (61).
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2 Fragestellung

Ziel dieser Studie ist die Ermittlung des Sensibilitdtsstatus von Plasmodium
vivax gegenuber Artemisinin, Atovaquon und Desbutyl-Benflumentol im Gebiet

von Mae Sot, Thailand.
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3 Material und Methoden

3.1 Study Site: Thailand/Mae Sot
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Abbildung 3: Landkarte Thailand, der gelbe Stern zeigt die Lage von Mae Sot (62)
Mae Sot liegt im Nordwesten von Thailand und die Hauptstadt des

gleichnamigen Distrikts. Die Stadt hat circa 100.000 Einwohner und liegt direkt

an der Grenze zu Burma / Myanmar; nur ein Fluss trennt die beiden Lander

49



voneinander. Wahrend der Regenzeit, welche von Mitte Mai bis Mitte

September in dieser Region herrscht, ist die ,Hochsaison* fir Malaria.

Der thailandischen Regierung ist es in den vergangenen Jahren gelungen die
Malaria weitgehend unter Kontrolle zu bringen und es kommt wéhrend der
Regenzeit nur mehr in den Grenzregionen zu vereinzelten Fallen von
Infektionen.

In Myanmar hingegen, dem westlichen Nachbar von Thailand, ist die Situation
eine andere. Das Land ist durch die jahrzehntelange Militardiktatur
heruntergewirtschaftet und es gibt kein wirksames Sozial- und
Gesundheitssystem. Dadurch kommt es zu einer unkontrollierten Verwendung
von Malariamedikamenten, vor allem in Form der Selbstbehandlung, was
wiederum zur Entwicklung von Resistenzen fuhrt. Wéahrend der Regenzeit
kommt es in Burma zu einer enormen Haufung von Malariaerkrankungen.
Verursacht werden diese in erster Linie durch P. falciparum und P. vivax. Da in
Thailand jeder Malariapatient auf Regierungskosten behandelt wird, reisen aus
diesem Grund viele Burmesen Uber die Grenze. Aber auch in die andere
Richtung kommt es zu Kurzbesuchen, bei welchen sich die Besucher mit

resistenten Plasmodienstammen infizieren kbnnen (63).

Mae Sot ist innerhalb Thailands die Region mit der hochsten Malariainzidenz.
Die Halfe aller in Thailand verzeichneten Malariainfektionen kam 2006 im
Distrikt Mae Sot vor (54).

Im Jahre 1998 wurden 65 304 Falle dokumentiert. Davon wurden 45 % der

Infektionen von P. vivax verursacht (51).

In friheren Zeiten, bis etwa in die spaten 1990er Jahre, war P. falciparum in
Thailand fur die meisten Malariainfektionen verantwortlich.
Durch P. vivax bedingte Infektionen belegten den zweiten Platz und P. malariae

kam nur sehr selten vor.
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In den Jahren zwischen 1965 und 2006 kam es zu einem Wechsel in der
Haufigkeit des Auftretens bei P. falciparum und P. vivax, wobei P. vivax an die
erste Stelle trat. in Thailand (54).

Ein Beispiel hierfir sei eine Studie von Congpuong et al.:

in Sa Kaeo, eine Provinz in Thailand, kam es zwischen den Jahren 1995 und
1997 zu einem Rulckgang der P. falciparum Infektionen aufgrund der
erfolgreichen Behandlung mit Artesunat und Mefloquin. Allerdings konnte man
ein vermehrtes Auftreten von P. vivax Infektionen beobachten. Vermutungen,
dass dies auf eine Veranderung der Vektorfauna zurtickzufiihren sei, konnten
nicht bewiesen werden. Als weitere mogliche Ursache kam
Medikamentenresistenz in Frage. In dieser Region gibt es zahlreiche Kliniken in
welche sich die Patienten begeben sobald sie Symptome bemerken und dort
eine vorbildliche Behandlung bekommen. Die Patienten wurden mit Chloroquin
und Primaquin behandelt. Sowohl vor der Behandlung, als auch alle sechs
Stunden nach der Behandlung wurden Blutproben genommen, bis zwei
aufeinander folgende Blutproben negativ waren, danach nur mehr taglich bis
zum siebten Tag. Die Ergebnisse zeigten, dass Chloroquin im Jahr 2000 in der
Provinz Sa Kaeo noch sehr effektiv ist und es daher andere Grinde fir das
Ansteigen von vivax- Infektionen geben muss.

Da die Patienten zum Grolf3teil aus der Umgebung kamen, musste man davon
ausgehen, dass die Infektionen in den Dorfern der Umgebung erfolgten, dort
wurden aber die fur Thailand typischen Vektoren (A. minimus und A. dirus) nicht
gefunden und in den Speicheldriisen der gefangenen Moskitos konnten keinen
Sporozoiten nachgewiesen werden.

Das Verhalten der Bevdlkerung durfte der Grund fur das gehéaufte Auftreten von
P. vivax gewesen sein, denn es kommt entlang der Grenze zwischen Thailand
und Kambodscha zu intensiver Migration. Die pl6tzliche P. vivax Welle lasst
sich mit der vermehrten Einwanderung von Kambodscha nach Thailand
erklaren. Vor allem in den Gebieten (Aranya Prathat und Ta Phraya) entlang
der Grenze machte sich dies wahrend der Erntezeit fir Zuckerrohr bemerkbar.
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Obwohl gezeigt wurde, dass Chloroquin bei der Patientenbehandlung in den
Provinzen Sa Kaeo und Tak noch effektiv ist, zeigten die in vitro Tests aber,
dass es erhebliche Unterschiede bezuglich der Sensibilitat zwischen Sa Kaeo
und Tak gibt. Proben aus der Provinz Tak waren weniger sensibel als jene aus
Sa Kaeo (64).

Vor allem in den letzten 30 Jahren nahm die Migration entlang der Grenze
zwischen Myanmar und Thailand enorm zu. Es lebt rund eine Million
burmesischer Migranten/ Fluchtlinge in Thailand, viele davon leben in Lagern,
Zelten oder anderen unbefestigten Unterkiinften was zum gehauften Kontakt
mit Anophelen fuhrt. Sie haben gewoOhnlich medizinische Versorgung durch
NGOs und es kommt zu einer Vielzahl von tropischen Infektionen darunter auch
Malaria (65).

Thailand hat ein hoch entwickeltes System zur Malariabek&mpfung. Sowohl den
Thais, als auch anderen Nationalitdten wird kostenlose Diagnose und Therapie

der Malaria angeboten (48).

Rund 60% der pro Jahr gemeldeten Malariafdlle werden in den Malariakliniken
Thailands behandelt. Ettlinger und seine Kollegen verglichen drei Kliniken aus
dem Distrikt Mae Sot. Die Kosten sind je nach Klinik unterschiedlich, am
hdchsten sind sie in der gro3en zentralen Klinik und am niedrigsten in den in
den Dorfern liegenden, mobilen Kliniken. Es zeigte sich, dass ein erheblicher
Teil der Dorfbewohner ihre Malariainfektionen nicht in einer Klinik behandeln
lassen. Diese Patienten leiden sehr viel langer unter der Krankheit als jene

welche das Gesundheitssystem in Anspruch nehmen (66).
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3.2 Patienten und die Kriterien zur Aufnahme in die Studie

Die Blutproben wurden von Patienten der Malariaklinik in Mae Sot genommen.
Einschlusskriterium war gesicherte P. vivax Monoinfektion mit einer Dichte von
1000 bis 100 000 asexuelle Stadien pro pl Blut.

Schwangere Frauen und Kinder unter einem Alter von neun Jahren wurden
ausgeschlossen. Ebenso Patienten, welche in  jungerer  Zeit
Malariamedikamente oder Antibiotika genommen hatten (< 9 Wochen fir
Mefloquin, < 4 Wochen fur andere Medikamente).

In dieser Arbeit wurden die P.vivax Isolate von 46 Patienten untersucht.

Das Alter der der Patienten lag zwischen 9 und 60 Jahren und betrug im
Durchschnitt 30,98 Jahre (Modus). Es handelte sich um 9 weibliche und 37
mannliche Patienten, Mit 25 Personen Uberwogen die Patienten mit
thailandischer Nationalitat, 21 stammten aus Myanmar, jedoch hatten sich nur
17 Patienten die Infektion in Thailand zugezogen, wéhrend sich 29 Patienten in

Myanmar infiziert hatten.

3.3 Die getesteten Praparate

3.3.1 Artemisinin/ ART

Artemisinin wird aus der Pflanze Artemesis annua gewonnen. Im deutschen
Raum ist sie auch unter dem Namen einjahriger Beifuss, oder Wermut bekannt.

Sie ist in China und Nord-Vietnam weit verbreitet (67).

Die Struktur vont artemisinin wurde 1979 geklart. Die Pflanze wurde als Tee in
der chinesischen Volksmedizin bei Fiebererkrankungen schon vor 2000 Jahren
verwendet.

Heutzutage werden vor allem Derivate des Artemisinins verwendet, wie zum

Beispiel Dihydroartemisinin oder Artemether, da sie wirksamer als die
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Ausgangsverbindung sind. Die vom Hamoglobin freigesetzten Ham oder Fe**
reagieren mit der Endoperoxidgruppe am Artemisinin- Molekdil.

Dadurch bilden sich Radikale welche die Proteine und Nukleinsduren der
Erreger irreversibel verandern (28).

Artemisininderivate sollten bei unkomplizierten Fallen nicht als Monotherapie
verwendet werden, da es sonst auch noch bei dieser, im Kampf gegen die
Malaria sehr bedeutenden Arzneimittelklasse, zu Resistenzen kommen kdnnte.
Momentan gibt es fiinf ACTs welche zur Therapie empfohlen werden, diese
sind Arthemether- Lumefantrin, Artesunat- Amodiaquin, Artesunat- Mefloquin,

Artesunat + Sulfadoxin/Pyrimethamin und Dihydroartemisinin-Piperaquin (14).

Artemisinine wirken vor allem auf die spaten, aber auch auf die frihen
Ringstadien.

Ein weiterer Grund fiur die Verwendung von semisynthetischen Derivaten ist die
schlechte Wasser- und Fettloslichkeit des urspriinglichen Artemisins. Zu den
Derivaten zahlen Artemether, Dihydroartemisinin und Artesunat. Artemether ist
weitaus besser fettldslich als Dihydroartemisinin, Artesunat hydrophiler als
Dihydroartemisinin (11).

Die Artemisinin Derivate konnen aber nicht nur gegen Malaria eingesetzt
werden. Es gibt Studien welche darauf hinweisen, dass Artemisinin auch auf
Tumorzellen eine hemmende Wirkung austbt. So zeigte sich bei einer Studie

von Chen, dass Dihydroartemisinin Ovarialkrebs im Wachstum hemmt (68).
Eine andere Studie zeigt auch eine Hemmung von Pankreastumoren, welche

besonders schlecht auf bisherige Chemotherapeutika ansprachen, durch
Artesunat (69).
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3.3.2 Desbutyl- Benflumentol/ DBB

DBB ist eine relativ neue Verbindung mit erheblicher Wirkung gegen
Plasmodien. Es handelt sich dabei um ein Benzindenderivat, welches nahe mit
Benflumentol, auch als Lumefantrin bekannt, verwandt ist.

Bei in vitro Tests zeigte es eine viel versprechende Wirkung, sogar bei

multiresistenten P. falciparum Stdmmen (70).

Eine in vitro Studie mit DBB und Retinol zeigte bei P. falciparum eine
unerwartet starke Hemmung der Schizontenreifung. Die Wirkung in der
Kombination war 10mal héher als erwartet, was auf einen starken Synergismus
der beiden Substanzen schliel3en lasst.

Auch allein angewandt, zeigte sich bei DBB eine hohe blutschizontozide
Wirkung (71).

3.3.3 Atovaquon/ATO

Atovaquon hat als einziger Vertreter der Gruppe der Naphthochinone, welche
fur ihre antiparasitare Wirkung schon lange bekannt sind, in der Humanmedizin
als Breitbandspektrum-Antiprotozoikum Bedeutung erlangt.

Atovaquon ist eine fettlosliche Substanz und sollte daher mit fettreicher
Nahrung eingenommen werden, da es so besser aufgenommen werden kann.
Es wird mit Proquanil kombiniert. Dieses hemmt den alternativen Weg, der
gewahlt wird wenn ATO den Elektronentransport hemmt und fiihrt so zu einem
schnellen Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials.

Die Kombination von Proquanil und ATO (bekannt als Malarone ®) vermindert

die Entstehung von Resistenzen bei der Therapie (11).
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3.4 Das in vitro Testverfahren

3.4.1 Die Entwicklung eines in vitro Verfahrens fir Plasmodien

Das Entstehen von Resistenzen machte die Entwickelung von Verfahren zur
Messung der Arzneimittelempfindlichkeit von Malariaparasiten notwendig.

Der erste Versuch der kurzzeitigen in vitro Kultur von Plasmodium falciparum
und Plasmodium vivax gelang bereits 1911 (Bass & Johns). Dafur defibrinierten
sie das parasitenhaltige Blut, entnommen durch Venupunktur, versetzten es mit
Glukose und bebriteten es bei Kérpertemperatur. Dieses Verfahren fuhrte zur
Reifung von jungen Trophozoiten zu Schizonten. Dies gelang jedoch meist nur

fur die Dauer eines Zyklus, im besten Fall fir die Dauer von drei Zyklen (72).

Dieses Verfahren wurde erst viele Jahre spater wieder aufgegriffen.

Es gelang fir P. falciparum einen Makrotest zu entwickeln, dabei handelt es
sich  um einen Schizontenreifungstest mit defibriniertem Blut und
Glukosezusatz. Dieser wurde 1968 eingefihrt.

Trager und Jensen (1976) adaptierten dieses Verfahren spater unter
Verwendung des Mediums RPMI-1640 zur Dauerkultur von P. falciparum. Die
Methode wurde von Rieckmann et al 1978 als Mikromethode fur die
Sensibilitatsprifung verwendet, welche schliel3lich die Routineanwendung fur

die Schizontenreifungtests bei Frischisolaten ermoglichte (73).

Fur P. vivax gab es lange Zeit noch kein solches Verfahren. Das Auftreten von
Resistenz gegeniber Chloroquin zeigte aber die Notwendigkeit, auch fur P.
vivax einen solchen in vitro Test zu entwickeln.

Tasanor et al. entwickelten im Jahr 2000 ein in vitro Verfahren fur die Messung
der Arzneimittelsensibilitait bei P. vivax. Die hier beschriebenen

Untersuchungen bedienten sich dieses Verfahrens (51).
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3.4.2 Ablauf des in vitro Testverfahrens

Die in den in vitro Test verwendeten Blutproben kamen von Patienten welche

die Malariaklinik in Mae Sot wegen Diagnose und Behandlung aufsuchten.

3.4.2.1 Blutentnahme

Ziel ist des, die medikamentenbedingte Wachstumshemmung zu ermitteln.
Daflir werden Patienten mit einer eindeutigen P. vivax Monoinfektion 0.2ml Blut
von der Fingerbeere entnommen. Die Entnahme erfolgte mittels einer Einmal-
Lanzette in eine heparinisierte, sterile, phenolfreie Kapillare.

Phenol kdnnte zu einer Hemmung des Parasitenwachstums in der Kultur
fuhren. Als Medium wird eine Mischung aus RPMI-1640 (ein Zellkulturmedium)

und Waymouth-Medium verwendet.

3.4.2.2 Herstellung des BMM und Aufimpfung auf die Mikrotiterplatten

Anschlie3end wird die Blutprobe in ein steriles Plastikrohrchen mit 3,8 ml RPMI
1640 und Waymouth Medium (Verhéltnis 1: 1) gegeben. Diese Blut- Medium-
Mischung (BMM) wird innerhalb von 3 Stunden weiter verarbeitet und bis dahin
im Inkubator bei ca. 37.5°C aufbewahrt.

Zur Verarbeitung wird die BMM vorsichtig homogenisiert. Anschliel3end werden
die Testplatten mit der BMM beimpft, wobei jeweils 50 pl der BMM in jede
Vertiefung der vorgesehenen Testreihe verbracht werden. Die Testplatten
reichen fur 12 Testreihen je 8 acht Vertiefungen (A-H) aus. Die Testplatte
enthalt nur jeweils einen Wirkstoff bezw. eine Wirkstoffmischung. Die erste
Vertiefung (A) ist die Kontrolle und enthalt kein Medikament. In den folgenden
Vertiefungen befindet sich der zu testende Wirkstoff in steigernder
Konzentration (B — H) (56).
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Die in dieser Studie verwendeten Mikrotiterplatten waren mit Artemisinin,

Desbutyl- Benflumentol und Atovaquon vordosiert.

3.4.2.3 Inkubation

Nach der Beinmpfung werden die Mikrotiterplatten verschlossen und in einen
Kerzenbehélter gegeben.

Der Kerzentopf, ein Plastikbehélter, dient zum optimalen Wachstum der
Malariaparasiten, indem eine dem Kapillarblut entsprechende Umgebung
geschaffen wird. Hierzu wird in dem fest schlieenden Behalter durch eine
brennende Kerze ein Teil des Sauerstoffs verbraucht und CO; freigesetzt. Die
am Boden stehende Kerze erlischt sobald der Sauerstoffgehalt auf etwa 16 %
herabgesetzt ist und der Kohlendioxydgehalt etwa 5 % erreicht hat. Diese
Gasmischung entspricht dem mikro-aerophilen Verhalten der Plasmodien (74).

Sobald die Kerze im Topf erlischt wird das Behéltnis mit den Mikrotiterplatten
luftdicht verschlossen und in den auf 37.5°C eingestellten Inkubator gegeben.
Die Inkubationszeit betragt bei P. vivax 30-42 Stunden bei 37,5°C. In dieser
Studie lag die Inkubation einheitlich bei 42 Stunden.

3.4.2.4 Aufbringen auf Objekttrager

Danach folgende werden die bebriteten Platten ,abgeerntet, wobei die
uberstenende Flissigkeit (Medium+Plasma) bei Well A beginnend,
abgenommen und verworfen wird. Das verbleibende Sediment wird als dicker
Tropfen auf Objekttrager aufgebracht, wobei die selbe Reihenfolge wie bei der
Entfernung des Medium-Plasma Uberstands eingehalten wird. Dabei wird eine
einheitliche Folge der dicken Tropfen eingehalten. So erh&lt man auf jedem

Objekttrager acht dicke Tropfen der Testreihe.
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Abbildung 4: Aufteilung der Blutstropfen am Slide

Die fertigen Objekttrager werden zuerst luftgetrocknet und anschlieRend im
Inkubator aufbewahrt, dadurch erreicht man eine bessere Anhaftung der dicken
Tropfen. Die Praparate sollten auf jeden Fall trocken sein, um das Anwachsen

von Luftkeimen zu verhindern (51).

3.4.25 Giemsa- Farbung

Die Giemsa Farbung (Giemsa stain) entwickelt von Gustav Giemsa (1867-
1948), ist eine modifizierte Romanowsky-Farbung, welche sich besonders zur
Differentialfarbung von Plasmodien und zellularen Blutbestandteilen eignet.
Methanol-fixierte Ausstriche (Blut, oder auch Knochenmark) werden mit einem
Farbstoffgemisch bestehend aus Giemsas- Azur- Eosin- Methylenblau gefarbt.
Dabei kommt es zur unterschiedlichen Anfarbung der einzelnen Bestandteile im
Blut, so erscheinen Zellkerne rotviolett, Zytoplasma und Lymphozyten blau,
Erythrozyten blassrot und die Kerne/Chromatin von Parasiten leuchtend rot.

Dicke Tropfen werden ohne vorherige Fixierung mit der verdinnten Giems-
Losung Uberschichtet (oder in Farbekammern verbracht). Im Laufe des
Farbevorgangs werden die Erythrozyten lysiert und im gefarbten Praparat sind
nur mehr die soliden zellularen Elemente und die von ihrer Erythrozytenhlle

befreiten Parasiten zu sehen (75).

Sauberes Leitungswasser wird mit verdinnter Essigsaure auf einen pH von

6,85 eingestellt.
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Dabei werden die Praparate in einen Behélter geschlichtet und komplett mit
Giemsa- Losung begossen. Der Behdlter wird vorsichtig bewegt und kurz auf
den Tisch geklopft um das Anhaften von Luftblasen zu vermeiden.
Anschlie3end wird die verdiinnte (3%ige) Giemsa- Losung mit Spulflissigkeit
ausgespult und die Praparate werden schlie3lich mit dem vorher auf pH 6.85
eingestellten Wasser nachgespluilt. Danach missen die Préaparate trocknen und
kénnen anschlie3end ausgezahlt werden.

Durch die Farbung wird auch eine Hamolyse erreicht welche die Zuordnung und

das Zahlen der Parasiten erleichtert.

3.4.2.6 Herstellung eines Prainkubations- Slides

Fir jedes Parasitenisolat muss auch ein Prainkubationspraparat hergestellt
werden. Dieses dient zur Ermittlung der Parasitendichte und zur
Differentialzahlung der asexuellen Parasitenstadien.

Dafir wird die restliche BMM 1,5 h in den Kihlschrank gegeben. AnschlieRend
wird 0,2 ml des Bodensatzes als Dicker Tropfen auf einen Objekttrager
aufgebracht. Auch dieser muss trocknen und wird darauf folgend wie die
Kulturpraparate gefarbt, jedoch mit 6%iger Giemsa- Losung.

Die Parasitendichte wird durch das Auszahlen der Leukozyten gegen die
Malariaparasiten ermittelt. Das Ergebnis wird mit 8.000 multipliziert. Dieser Wert
ist eine standardisierte Grol3e und spielt im weiteren Verlauf eine wichtige Rolle.

3.5 Warum in vitro und nicht in vivo?

Die in vivo Untersuchung der Arzneimittelempfindlichkeit hat bei Malaria zu
keinen genauen quantitativen Ergebnissen gefuhrt, da man weder den Einfluss
individuell verschiedener pharmakokinetischer Faktoren noch die Auswirkung
individueller Immunitét ausschlie3en kann.

In vitro Verfahren liefern weitaus bessere Daten wenn es um die objektive

Erfassung der Hemmung der Parasitenreifung geht.
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3.6  Differentialdiagnostik/ Unterscheidung der parasitaren Stadien

roph0Zzojtg

~48 Hours

Abbildung 5: Zyklus von Plasmodium vivax im Menschen (76)

Die Differentialzahlung bei P. vivax erfolgt gemalf3 vier verschiedener asexueller
Stadien (junge Trophozoiten, mittlere und fortgeschrittene Trophozoiten,
Praschizonten und Schizonten). Es werden insgesamt 200 asexuelle
Parasitenstadien gezéahlt und den Kategorien zugeordnet.

Die 200 asexuellen Parasitenstadien werden anhand ihrer strukturellen

Elemente wie Cytoplasma, Pigment und nukleares Chromatin unterschieden.

Die ringférmigen Strukturen, welche in Erythrozyten vorkommen, werden
Trophozoiten genannt, sie werden anhand ihrer Gro3e in junge, mittlere und
fortgeschrittene Ringstadien unterteilt.

Die Trophozoiten reifen zu Schizonten heran welche wiederum in
Praschizonten (<8 Chromatinkdrper) und Schizonten (8+ Chromatinkorper)
unterteilt werden kdnnen.

Bei gefarbten Préparaten ist die bei P. falciparum fehlende Schiffner’sche
Tapfelung fur P. vivax (und auch P. ovale) charakteristisch. Diese Tupfelung

erscheint lila.
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. Junge Trophozoiten haben einen Durchmesser von bis zu 4 um und eine

ringartige Struktur. Im dicken Tropfen kdénnen sie aber auch als ein
Klgelchen erscheinen, welches aus Chromatin besteht, welches von
Zytoplasma umgeben ist. Junge Trophozoiten sind bei P. vivax meist
vorherrschend. Bei ihnen ist noch kein Pigment (H&mozoin) im

Zytoplasma sichtbar.

. Mittlere Trophozoiten haben einen Durchmesser von 4-8 um und treten

nicht mehr gleichmafig ringférmig auf, das Zytoplasma liegt separat oder
hat pseudopodienahnliche Ausbuchtungen.

Reife Trophozoiten haben einen Durchmesser von mehr als 8 pm, in

diesem Stadium kommt das Chromatin als einzelne Kugel vor welche
von irregularen Zytoplasma Ringen und oft auch einer gro3en Vakuole
umgeben ist. Das Chromatin kann aber auch in Form von 2 Kernen

auftreten. Das Pigment ist in diesem Stadium schon gut erkennbar.

. Frihe Préschizonten zeichnen sich durch weniger als 8 Chromatinkdorper

und ein noch nicht getrenntes Zytoplasma aus. Die nukledren Segmente
treten als dunkel gefarbte kugelige Korperchen hervor. Das Pigment
zeigt eine Tendenz zur Aggregation.

Spate Praschizonten besitzen bereits emr als 7 Chromatine, auch diese

sind scharf begrenzt, wie bei den frihen Préaschizonten. Bei ihnen
erscheint das Zytoplasma lose und beginnt sich um die Chromatinkorper
zu verdichten. Beim Pigment kann man schon gut die Aggregation

erkennen.

. Reife _Schizonten erkennt man anhand ihrer getrennt angelegten

Chromatinkdrper, sie haben mindestens acht davon. Das Zytoplasma
zeigt bereits klare Zuordnung zu den individuellen Chromatinkérpern.
Die Pigmentkodrperchen sind zu einer zentralen oder randstandigen

Masse verschmolzen.



Durch die Farbung werden auch die Gametozyten sichtbar, diese werden aber
in die Differentialzahlung nicht miteinbezogen und daher hier nicht genauer

beschrieben.

3.7 Die Auswertung der Testpraparate

Ab diesem Schritt habe ich das Material erhalten und damit gearbeitet.

Die Auszahlung erfolgte mikroskopisch bei tausendfacher VergréRerung (10 x
100) unter Olimmersion.

Bei dieser Form der Differentialzdhlung werden innerhalb eines Dicken Tropfen
insgesamt 200 asexuelle Parasiten gezahlt und in die jeweilige Kategorie
eingeteilt.

Es wird auch die sogenannte ,cut-off Konzentration®, d.h. jene
Medikamentkonzentration ermittelt, bei welcher die Parasitenpopulation

jegliches Wachstum eingestellt hat (77).

Anschlie3end folgte die Auswertung bzw. Analyse mittels:

o Aufarbeitung und

o0 Probit- Analyse der erhaltenen Daten.

3.7.1 Aufarbeitung der Differentialzahlungen

Als erster Schritt werden die erhaltenen Daten auf Validitat (Gultigkeit) geprdft.
Dabei werden die Pr&- und Postinkubationspraparate bezuglich ihrer
stadienspezifischen Zusammensetzung verglichen. Um die stadienspezifische
Parasitenpopulation zu unterteilen wird der 48 Stunden Zyklus in sechs gleich

grof3e Abschnitte mit je acht Stunden gegliedert.
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Diesen werden die Werte von eins bis sechs zugeordnet:

8h=1 16h =2 24h =3
32h=4 40h =5 48h =6

Der stadienspezifische Multiplikator ist das Produkt des stadienspezifischen
Mittelwertes (in Stunden) multipliziert mit 1/ 8, wodurch man fur die einzelnen

Stadien folgende Ergebnisse erzielt:

junge Trophozoiten: 0,75 (6 x 1/8)
mittlere und altere Trophozoiten: 2,75 (22 x 1/8)
Préaschizonten: 4,5 (36 x 1/8)
Schizonten: 5,5 (44 x 1/8)

Die Werte 6, 22, 36 und 44 stehen fir die Stunden nach erfolgter
Merozoiteninvasion.

Der Populationsindikator, welcher sich aus der Summe der vier Kategorien
zusammensetzt, entscheidet ob es sich um einen giltigen (valid) oder

ungultigen (invalid) Test handelt.

Ausschlaggebende Kriterien fir die Validitat eines Tests :

o0 Der Populationsindikator im Prainkubations-Well darf nicht mehr als 400
Punkte ausmachen

o Der Populationsindikator im Postinkubations-Well A soll um mindestens
100 Punkte Uber dem Indikator des Prainkubations-Wells liegen.

o Der Populationsindikator in Well B soll unter dem Wert des in Well A
liegen.

o0 In den Wells C - H soll ein eventueller Anstieg des Populationsindikators
nicht mehr als 20% des Feldes davor, mit der geringeren Medikamenten-

Konzentration Uberschreiten.
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o In dem letzten Well vor der vollstindigen Hemmung darf der
Populationsindikator nicht hoher als 80% des Populationsindikators in
Well A sein (51).

3.7.2 Ablauf der Probit Datenanalyse

Die Auswertung der unterschiedlich starken Hemmung des
Parasitenwachstums bei den einzelnen Medikamenten beruht auf dem
Vergleich von Populationsindikatoren zwischen der Kontrollfeld (Well A) und
den folgenden Medikamenten-Wells.

Zur  Auswertung und Verarbeitung der Rohdaten wurden zwei

Computerprogramme entwickelt:

o Testevaluierungsprogramm

o0 log- Probit Calculus

Gestartet wird im Testevaluierungsprogramm fir P. vivax mit der Eingabe der
Rohdaten. Diese waren die im jeweiligen Well erhaltenen Daten fur junge
Trophozoiten, mittlere und reife Trophozoiten, Praschizonten und Schizonten,
deren Summe 200 nicht Uberschreiten darf (und nétigenfalls Anteil-
entsprechend auf 200 reduziert wird). Durch das Programm wird gepruft ob die

vorher erwahnten Kriterien fur Validitat eingehalten wurden.

Das, auf der Methode von Litchfield und Wilcoxon basierende Probit- Modell, ist
ein Programm welches die statistische Auswertung und das Erstellen einer
Regressionslinie ermoglicht.

Die hierfur verwendeten Daten sind die Ergebnisse aus der Differentialzéhlung.
Dieses Verfahren wird fir dosisabhangige Experimente mit log-normaler
Verteilung der Resultate verwendet (70).

Die dadurch erhaltenen Ergebnisse kénnen dann im zweiten Programm dem

log-Probit Calculus weiter verarbeitet werden. Dieses Programm beruht, wie
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bereits erwéhnt auf dem Modell von Litchfield und Wilcoxon und wurde von
1995 von Wernsdorfer und Wernsdorfer fir den Gebrauch am PC adaptiert. Die
Logprobit-Methode dient dem Erfassen der IC-50, IC-90 und IC-99 Werte der
Einzelisolate. Nach Eingabe der Daten fuhrt das Programm eine Gewichtung
durch. Es werden die Konzentrationsangaben in Logarithmen transformiert und
die Inhibitionsangaben in Probits, anschlielend berechnet das Programm die

lineare Regression und deren Schlusselparameter (51).

Wie bereits erwéhnt, beruht die Analyse auf dem Vergleich zwischen den
Populationsindikatoren zwischen dem Kontrollbereich (Well A) und den
folgenden Feldern, welche unterschiedliche Konzentrationen der zu
untersuchenden Medikamente aufweisen. Die konzentrationsabhéngige
Verteilung von P. vivax zeigt eine log-normale Verteilung und erméglicht so das
Anwenden der Litchfield & Wilcoxon Methode fir die einzelnen Isolate und
Isolatgruppen. Zur Anwendung am PC wurde die von Grab und Wernsdorfer im
Jahre 1983, Wernsdorfer und Wernsdorfer 1995 adaptierte mathematische
Methode angewandt (78, 79).

Die Ergebnisse der Zahlungen der Wells B bis H werden relativ zur Kontrolle
Well A (welches 100% ist) in Prozent ausgedrickt.

Die erhaltenen effektiven Konzentrationen (EC) ergeben sich durch das
ausdricken in einer linearen Regression der log- transformierten

Konzentrations- und Probit- transformierten Inhibitionsdaten.

Die Werte (50, 90 und 99) hinter IC stehen fir die Menge des Medikaments
welche zur 50, 90 und 99 %iger Hemmung des Parasitenwachstums im
Vergleich zu Well A fuhrt (51).

In der Mikrobiologie sind die ICso Werte fihrende Parameter, bei der Testung
der Arzneimittelempfindlichkeit sind aber die ICyy und ICg9 Werte von groRRerer
Bedeutung, denn sie erlauben Aussagen uber die zu erwartende Klinisch-
parasitologische Wirkung. Die ICgy9 entspricht bei Nicht- Immunen der fir den
Behandlungserfolg mafligebenden Mindestkonzentration (77).
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3.8 Die statistische Auswertung

3.8.1 Vergleichsparameter

Das urspringliche Programm ermdglichte nicht den Vergleich von
Regressionen, da es nur die wichtigsten Parameter fiir die Regression (a, b und
v’) sowie die Schliissel- IC-Werte (ICso, ICgo und ICqg) lieferte. Durch die
Adaption 1995 wurden neue, fir den Vergleich wichtige, Parameter eingefigt.

Die neuen Parameter sind (79):

fec = Multiplikations- bzw. Teilungsfaktor fur die Errechnung der 95%
Vertrauensgrenzen der einschlagigen IC-Werte

fec- 50

fEC-QO

fec- o5

fec- 09

Die fur die lineare Regression benétigten Schlisselparameter waren folgende:

n = Anzahl der getesteten Isolate

a = Interzept der Regression

b = Steigungswert der Regression/Grad der Hemmung
r = Korrelationskoeffizient der Hemmung

x> = Chi- Quadrat, Wert fiir Heterogenitat

S = Slope Funktion, Steigungsindex

A = intermediarer Term fir die Kalkulation von fs

K = Anzahl der getesteten
Medikamentenkonzentrationen

N’= Anzahl der Datenpunkte zwischen EC15 und ECgy

R= hdchste bzw. niedrigste getestete Konzentration

67



Mit diesen Parametern ist es moglich die jeweilige Regression mit dem 95%-
igen Zuverlassigkeitsbereich in Form einer Grafik darzustellen.

Der Faktor n steht fur die Anzahl der getesteten Isolate, der verwendbaren
Proben, a steht fur das Interzept der Regression, b beschreibt die
Steigungswert der Regressionsgeraden. Der Faktor r steht fir den
Korrelationskoeffizienten. Er ist identisch mit dem Korrelationskoeffizienten
nach Pearson. Wenn r gleich eins ist, dann sind Regressand und Regressor
direkt proportional, wenn r gleich minus eins ist, so sind sie umgekehrt
proportional und ist r gleich Null, dann sind sie linear unabhangig (unkorreliert).
Der Parameter o, stellt den Wert der Heterogenitat dar, er entspricht der
Summe der Quadrate der Abweichung der Datenpunkte von der errechneten
Regressionslinie und gibt somit Auskunft (ber die Heterogenitat der
verwendeten Daten fiir das betreffende Medikament. Wenn y* den Wert 11,070
bei einer siebengliedrigen Regression Ubersteigt ist dies ein Zeichen fir eine
signifikante Heterogenitat. Ist dies der Fall, kann die Regression nicht fir
Vergleiche auf Parallelitdt oder Wirkungsgrad verwendet werden.

Der Parameter S gibt die Steigung der Regressionslinie an. Je niedriger der
Wert ist, desto steiler ist der Anstieg der Linie und umso enger sind die
einzelnen Werte um den Mittelwert verteilt.

A steht fur den intermediaren Term der Kalkulation von fs.

Der Wert K steht fur die Anzahl der getesteten Medikamentenkonzentrationen,
N” steht fir die Anzahl der Datenpunkte zwischen EC16 und ECgy.

Der Wert von R steht fur die hochste bzw. die niedrigste getestete
Konzentration.

Der Faktor von S beziehungsweise (fs) gibt die 95%ige Vertrauensgrenze fur
die Steigung der Regression an.

Der Korrelationskoeffizient r driickt die Qualitat der Ubereinstimmung zwischen

den ermittelten Datenpunkten und der Regressionsgeraden aus.
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3.8.2 Vergleich der Regressionen

Das Vergleichen von zwei oder mehreren Regressionsgeraden und die
longitudinale Uberwachung der in vitro- Sensibilitit ermdglichen es
Entwicklungen in Richtung Resistenz rechtzeitig zu erfassen (77).

Es kann so die Wirkung eines Medikaments chronologisch verglichen und
etwaige Resistenzentwicklung dokumentiert werden. Es gelingt damit auch,
Sensibilitatsvergleiche zwischen verschiedenen Regionen bis hin  zu
Kontinenten zu erstellen. Es darf aber nur die Wirksamkeit des gleichen
Medikaments, bzw. die Aktivitdit chemisch verwandter Praparate verglichen
werden (79).

Zum Vergleichen von Regressionen benétigt man als ersten Schritt einen Test
auf Parallelitat.

Dabei wird die Slope Ratio (SR= Si/ S,;) berechnet, sie stellt das
Steigungsverhaltnis der beiden Regressionen dar. S; ist der héhere Wert.

Der zweite wichtige Wert ist die Slope function ratio (fsg = antilog [(log fs1)? +
(log fs2)?°° . Sie stellt den gemeinsamen Slope factor fiir zwei zu vergleichende
Regressionen dar.

Ist der Slope function ratio Wert hoher als die Slope Ratio, so kénnen die
beiden Regressionen innerhalb der 95 % Vertrauensgrenzen als parallel
angesehen werden.

Daraufhin wird der Unterschied des Wirkungsgrads getestet. Hierbei sind
wiederum zwei Werte von Bedeutung.

Als erstes sei die Potency Ratio (PR= ECsp.1/ ECs0.2) zu erwahnen, bei welcher
der Dividend wieder der hdhere Wert ist.

Der zweite Wert ist der Faktor von PR, dieser ergibt sich aus folgender Formel:
(for= antilog [(log fecso-1)? + (10g fecso-2)°1%° ). Wenn der PR-Wert hoher ist als
der fsg Wert, so weisen die ECso- Werte und die dazugehoérigen 95%igen
Zuverlassigkeitsbereiche einen signifikanten Wirkungsunterschied auf

(p< 0,05).
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Die kann auch an anderen IC-Werten angewandt werden, jedoch missen auch

die dementsprechenden fgc-Werte verwendet werden.

3.8.3 Vergleich der Korrelation der einzelnen Medikamente

Folgende Medikamente wurden korreliert:
ART- ATO
ART- DBB

ATO- DBB

Die Aktivitatskorrelation erfolgte nach der Pearson- Korrelations- Analyse.
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4 Ergebnisse

4.1  Vergleich und Korrelation

Es wurden durch die Punktion der Fingerbeere 49 Patientenproben gewonnen.
Davon stellten sich drei Proben als INVALID heraus. Diese bezogen sich auf
die Isolate V-11, V- 21 und V- 40. Mit den ubrigen wurde wie oben beschrieben
verfahren und es wurden die, in den folgenden Punkten beschriebenen,

Ergebnisse erzielt.

4.1.1 Artemisinin/ART

Es wurden insgesamt 46 (n) Praparate erfolgreich auf ihre Sensibilitat

gegenuber Artemisinin getestet.

Tabelle 1: Schlisselparameter fir Artemisinin aus dem Computerausdruck

n =46 S =13,0010 fs=2,1478
a=4,2380 A=2,8511 fEC-50=1,8309
b =0,3877 K=7 fEC-90 = 3,2007
r=0,9961 N =138 fEC-95 = 4,0506
v = 0,4457 R =1000 fEC-99 = 6,6563
ICso 7,1368 nmol/l

1Coo 194,5687 nmoll/l

ICoo 2879,2581 nmol/l

Die Steigung der Regressionsgeraden (S) betragt fur Artemisinin 13,0010 und
der Steigungswert (b) 0,3877. Die ICsp und ICqo Werte liegen mit 7,1368 und
194,5687 nmol pro Liter BMM relativ weit auseinander und deuten damit auch

auf eine flache Steigung der Regressionsgeraden hin. Der x> Wert, welcher bei
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einer siebengliedrigen Regression maximal 11,07 betragen darf liegt mit 0,4457
weit unter dieser Hochstgrenze und zeigt dass die Datenpunkte eine gute
Ubereinstimmung mit der Regressionsgeraden aufweisen.

Der Wert a, das Interzept der Regression liegt bei 4,2380 und der
Korrelationskoeffizient, welcher maximal eins betragen kann, liegt bei 0,9961
und weist auf eine log-normale Verteilung mit nahezu idealer Ubereinstimmung

zwischen den Datenpiunkten und der Regressionsgeraden hin.
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Abbildung 6: Sensibilitit von Plasmodium vivax gegeniiber Artemisinin 2007

Die Abbildung zeigt die Regressionsgerade der Sensibilitdtt von P. vivax
gegenuber  Artemisinin  ermittelt  mittels  Logprobit mit  95%iger

Vertrauensgrenze. Der Wert der Y-Achse (Gl) steht fir die Hemmung des

Parasitenwachstums.
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4.1.2 ART (2007)- ART (2004)

Bei einer Untersuchung aus dem Jahre 2004 (die Daten wurden von Hr. Prof.
Wernsdorfer zur Verfigung gestellt) ergaben sich fur Artemisinin folgende
Werte:

ICsg 17,1555 nmol/l
ICq0 282,3512 nmol/l
ICo9 2769,0524 nmol/l

Werte von 2007:

ECsg 7,1368 nmol/l
ECqo 194,5687 nmol/l
ECq9 2879,2581 nmol/l

Die Werte fur 1Cso und ICgqp lagen bei den Proben von 2004 héher als die Werte
welche fir die Praparate von 2007 erzielt wurden. Der ICq9 Wert lag 2007 hoher
als 2004.
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Abbildung 7: Sensibilitit von Plasmodium vivax gegeniiber Artemisinin 2004 und 2007
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4.1.3 Desbutyl- Benflumentol/ DBB

Es wurden insgesamt 46 (n) Praparate erfolgreich auf ihre Sensibilitat

gegeniber Desbutyl- Benflumentol getestet.

Tabelle 2: Schlisselparameter fir Desbutyl- Benflumentol aus dem Computerausdruck

n = 46 S =15,6717 fs = 2,4106
a=4,3673 A = 3,3397 fEC-50= 1,9134
b =0,3614 K=7 fEC-90 = 3,7250
r=0,9958 N =138 fEC-g5 = 4,9047
y*=0,4333 R = 1000 fEC-g9 = 8,7332
ICso 5,7592 nmol/l

Coo 199,7534 nmol/|

ICoo 3596,9616 nmol/l

Die Steigung der Regressionsgeraden (S) betragt fur Desbutyl-Benflumentol
15,6717 und der Steigungswert (b) 0,3614. Die ECso und ECyo Werte liegen mit
5,7592 und 199,7534 nmol pro Liter BMM relativ weit auseinander und deuten
damit auch auf eine flache Steigung der Regressionsgeraden hin. Der y* Wert,
welcher bei einer siebengliedrigen Regression maximal 11,07 betragen darf
liegt mit 0,4333 weit unter dieser Hochstgrenze und zeigt dass die Datenpunkte
eine gute Ubereinstimmung mit der Regressionsgeraden aufweisen.

Der Wert a, das Interzept der Regression liegt bei 4,3673 und der
Korrelationskoeffizient r, welcher maximal eins betragen kann, liegt bei 0,9958,

auch in diesem Fall liegt eine log-normale Verteilung vor.
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Abbildung 8: Sensibilitit von Plasmodium vivax gegeniiber DBB 2007
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4.1.4 Atovaquon/ATO

Es wurden insgesamt 46 (n) Praparate erfolgreich auf ihre Sensibilitat
gegeniber Atovaquon getestet. Die Medikamentenkonzentrationen betrugen 3,
10, 30, 100, 300, 1000 und 3000 nmol/l.

Tabelle 3: Schlisselparameter fir Atovaguon aus dem Computerausdruck

n =46 S =13,3346 fs = 1,9644
a=4,1209 A =29110 fECs0=1,6972
b =0,3839 K=7 fECqo = 2,7866
r =0,9945 N =184 fECqs = 3,4324
y" = 0,6548 R =1000 fECg9 = 5,3256
ICso 9,8725 nmol/l

1Coo 278,0838 nmol/l

ICo9 4226,1303 nmol/l

Die Steigung der Regressionsgeraden (S) betragt fur Atovaquon 13,3346 und
der Steigungswert (b) 0,3839. Die ECso und ECyo Werte liegen mit 9,8725 und
278,0838 nmol pro Liter BMM relativ weit auseinander und deuten damit auch
auf eine flache Steigung der Regressionsgeraden hin. Der x> Wert, welcher bei
einer siebengliedrigen Regression maximal 11,07 betragen darf liegt mit 0,6548
weit unter dieser Hochstgrenze, aber ist geringflgig hoher, als bei den beiden
anderen Medikamenten. Er zeigt dass die Datenpunkte eine gute
Ubereinstimmung mit der Regressionsgeraden aufweisen.

Der Wert a, das Interzept der Regression liegt bei 4,1209 und der
Korrelationskoeffizient, welcher maximal eins betragen kann, liegt bei 0,9945

und man kann wieder von einer log-normalen Verteilung sprechen.
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Abbildung 9: Sensibilitit von Plasmodium vivax gegeniiber Atovaquon 2007
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4.1.5 Korrelation zwischen Artemisinin und Desbutyl- Benflumentol

Die Korrelationsanalyse nach Pearson wurde mit einer Anzahl von
46 Praparaten bei beiden Medikamenten durchgefuhrt.
Folgende Werte ergaben sich fur die Korrelation zwischen Artemisinin und

Desbutyl- Benflumentol:

ART- DBB ICsg r=0,158754533 p =0,2585
ART- DBB ICq r=0,261664681 p =0,0873
ART- DBB ICqgg r=0,036254859 p =0,4307

An Hand der direkten Messwerte konnte keine Wirkungskorrelation zwischen
den beiden Medikamenten festgestellt werden.

In Anbetracht der log-normalen Verteilung der Messwerte wurden letztere log-
transformiert. Deren Prufung auf Korrelation ergab folgende Resultate::

ART- DBB ICsg r=0,089053706 p =0,3870
ART- DBB ICqy r=0,33895706 p = 0,0226
ART- DBB ICqgg r=0,364381564 p =0,0137

Hier ergab sich signifikante Korrelation bei ICgo und ICgg.
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4.1.6 Korrelation zwischen Artemisinin und Atovaquon

ART- ATO ECsp

r=-0,012120508 p =0,4272

ART- ATO ECqy

r=0,263966494 p=0,0791

ART- ATO ECyg

r=0,21619742 p = 0,1466

Die Korrelationen zwischen den Messwerten fur Artemisinin und Atovaquon

lagen unterhalb der Signifikanzgrenze.

Auch hier wurden die Korrelation mit den log-transformierten Messwerten

erneut berechnet, da letztere eine log-normale Verteilung zeigten. Resultate:

ART- ATO ECsp

r=0,279968091 p=0,0724

ART- ATO ECqy

r=0,504435262 p = 0,0004

ART- ATO ECyg

r=0,502474928 p = 0,0004

Bei den logarithmierten Werten sieht man eine hoch signifikante Korrelation

zwischen Artemisinin und Atovaquon bei den ICgp und ICg9 Werten.
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4.1.7 Korrelation zwischen Atovaquon und Desbutyl- Benflumentol

ATO- DBB ECsg

r=0,455842403

p = 0,0016

ATO- DBB ECy

r=0,01205837

p =0,4271

ATO- DBB ECgyg

r=0,010714659

p = 0,4265

Die Korrelation zwischen den direkten Messwerten fir Atovaquon und Desbutyl-

Benflumentol ergab Signifikanz.

Die erneute Korrelationsberechnung mit den log-transformierten Werten fir

Atovaquon und DBB ergab Signifikanz bei samtlichen IC-Stufen:

ATO- DBB ECsg

r=0,315993741

p = 0,0344

ATO- DBB ECgy

r=0,408124781

p = 0,0052

ATO- DBB ECygy

r=0,314055948

p = 0,0356

4.1.8 Vergleich der geometrischen
Medikamente (Werte in nM)

Mittelwerte der EC Werte aller drei

ART DBB ATO
EC50 8,6912 5,7152 9,8963
EC90 121,0413 160,1376 233,3652
EC99 1036,0095 2423,3114 2965,6213

Bei der Betrachtung der Mittelwerte der ECs zeigt sich, dass die ICs, fir DBB

am niedrigsten ist, ansonsten liegen aber die Werte fur Artemisinin unter den

Konzentrationen der beiden anderen Medikamente. Atovaquon zeigt bei allen

drei ICs die hochsten bendtigten Konzentrationen.
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4.1.9 Die Mittelkonzentration fir volle Wachstumshemmung (MCOC)

MCOC
nM
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500 -

DBB ATO

Abbildung 10: MCOC aller drei Medikamente

Die Mittelkonzentrationen fur volle Wachstumshemmung durch Artemisinin
(1448,91 nM), Desbutyl-Benflumetol (1522,39 nM) und Atovaquon (1844,48
nM) liegen relativ eng beisammen und noch immer im therapeutisch mdglichen

Bereich.
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5 Diskussion

In dieser Studie wurden insgesamt 46 Patientenproben von 48 urspriinglich
angesetzten Isolaten erfolgreich auf ihre in vitro Sensibilitit gegentber
Artemisinin, Desbutyl-Benflumentol und Atovaquon gepruft. Die Erfolgsrate von
96 % ist hoch.

Fur Artemisinin wurden auch Vergleichsdaten aus dem Jahr 2004 zu Verfigung
gestellt. Es zeigte sich, dass die ICsp und ICoo Werte fUr die getesteten
Préaparate von 2004 héher lagen, jedoch lag der ICq9 Wert 2007 hoher.

Der IC5o Wert lag 2004 bei 17,1555 nmol/l und im Jahr 2007 bei 7,1368 nmol/l.
Diese Entwicklung zeigt sich auch in einer Abflachung der Regressionsgeraden,
Sie weist auf eine weitere, bevorstehende Verschlechterung der Sensibilitat hin.
In der Korrelation mit den anderen Medikamenten sieht man fur Artemisinin vor
allem bei den log-transformierten Werten eine Korrelation mit den
Medikamenten Atovaquon und Desbutyl- Benflumentol.

Der Korrelationskoeffizient der log-transformierten 1Cso Werte lag fur Artemisinin
und Atovaquon bei 0,2800 und damit knapp unter der Signifikantsgrenze, noch
betonter fur Artemisinin und Desbutyl-Benflumentol. Bei der Korrelation von
Desbutyl-Benflumetol und Atovaquon liegt er bei 0,3160 und somit im
signifikanten Bereich (p = 0,0344)

Bei den ICg und ICgoWerten lagen alle Korrelationen mit Artemisinin Uber der
Signifikanzgrenze (p < 0,05).

Es liegt zwischen den drei getesteten Medikamenten keine enge strukturelle
Verwandtschaft vor, trotzdem sind diese Ergebnisse moglicherweise auf einen
ahnlichen Wirkungsmechanismus zurickzufuhren. Hier ist zu erwéhnen, dass
Atovaquon und Desbutyl-Benflumetol als Klasse-2 Blutschizontozide eingestuft
sind. Es ist auch bekannt, dass Artemisinin und andere Klasse-2
Blutschizontozide, z.B. Mefloquin, signifikante Wirkungskorrelation zeigen. Dies
konnte auch darauf hinweisen, dass man mit Kreuzresistenzen bei Artemisinin

rechnen muss.
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Bei Atovaquon zeigte sich auch bei den nicht log-transformierten 1Cso Werten,
aber nur bei diesen, ein deutlich Gber der Signifikanzgrenze liegender Wert fur
die Korrelation mit Desbutyl-Benflumentol (p = 0,0016). Werden die log-
transformierten Werte fir Atovaquon und Desbutyl-Benflumetol korreliert, so

liegen alle Korrelationskoeffizienten deutlich Gber der Signifikanzgrenze.

Das geometrische Mittel der 1Cso Werte lag fur Desbutyl-Benflumetol unter
jenem der beiden anderen getesteten Medikamente, jedoch waren die ICq und
ICq9 Werte flr Artemisinin die geringsten. Somit zeigt P. vivax gegenuber
Artemisinin eine auf mol/mol Basis hohere Sensibilitat, als gegenuber

Atovaquon oder Desbutyl-Benflumentol.

Der Steigungsindex der Regressionsgeraden liegt fur Artemisinin  und
Atovaquon bei 13,0010 und 13,3346, diese Werte sind recht ahnlich. Bei
Desbutyl- Benflumentol liegt er héher, bei einem Wert von 15,6717. Auch der
Grad der Steigung (b) ist bei allen drei Medikamenten in etwa gleich, was zu

sehr @hnlichen Regressionsgeraden fihrt.
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6 Zusammenfassung

Die Malaria ist wohl so alt die die Menschheit selbst und wurde in zahlreichen
alten Schriften erwahnt, jedoch entdeckte man erst 1880 auf die wahre Ursache
der immer wiederkehrenden Fieberschibe. Laveran schloss von den in den
Erythrozyten gefundenen Pigmenten auf einen parasitaren Erreger.

Auch die Therapie der Malaria hat eine lange Geschichte und einige
Medikamente welche schon in alten Kulturen verwendet wurden zeigen in
vielen Regionen immer noch Wirkung.

Heute jedoch sieht man sich mit dem Problem zunehmender Resistenz der
Malariaerreger gegen gangige Malariamittel konfrontiert. Daher sind in vitro
Methoden fur die Messung der Arzneimittelempfindlichkeit und ihr Einsatz in
deren Uberwachung ein wichtiges Werkzeug in der Malariabekampfung

geworden.

Diese in vitro Studie Uber die Arzneimittelempfindlichkeit von Plasmodium vivax
im Nordwesten Thailands wurde 2009/2010 in Wien anhand von Material aus
Mae Sot durchgefuhrt. Insgesamt wurden 46 Patientenproben erfolgreich auf
ihre in vitro Sensibilitdt gegentiber den Préaparaten Artemisinin, Atovaguon und
Desbutyl- Benflumentol getestet. Dies wurde mittels des speziell fur
Plasmodium vivax entwickelten Testverfahrens von Tasanor et al. (2002)

durchgefuhrt.

Fur Artemisinin wurden von Herrn Prof. Wernsdorfer Vergleichsdaten aus dem
Jahr 2004 zu Verfugung gestellt. Beim Vergleich der Parameter der beiden
Jahre zeigte sich, dass die ICso und 1Cyo Werte flir die getesteten Praparate von
2004 hoher lagen, jedoch lag der ICq9 Wert von 2007 hoher als jener von 2004.

Die Verringerung der Artemisininempfindlichkeit druckt sich auch in der
Abflachung der Regressionsgeraden auf. Dies weist auf eine Verschlechterung

der Sensibilitéat gegeniber Artemisinin hin.
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Die Korrelation mit den anderen Medikamenten zeigt bei den log-
transformierten Messdaten Signifikanz zwischen der Aktivitat von Artemisinin
und den Medikamenten Atovaquon und Desbutyl- Benflumentol.

Der Korrelationskoeffizient der 1Cso Werte lag fur die log-transformierten Daten
fur Artemisinin und Atovaquon knapp unter der Signifikanzgrenze.Fur
Artemisinin und Desbutyl-Benflumetol lag er weit unter der Signifikanzgrenze.
ebenso bei Artemisinin und Desbutyl-Benflumentol, wahrend die Ergebnisse fur
Atovaquon und Desbutyl-Benflumetol signifikant korrelierten,

Mit den log-transformierten 1Coo und I1Cge Werten lagen die
Korrelationskoeffizienten  samtlicher  Vergleiche zwischen  Artemisinin,
Atovaquon und Desbutyl-Benflumetol Uber der Signifikanzgrenze (p < 0,05).
Zwischen den drei getesteten Medikamenten liegt keine enge strukturelle
Verwandtschaft vor, doch gelten Atovaquon und Desbutyl-Benflumetol als
Klasse-2 Blutschizontozide und Artemisinin hat Wirkungskorrelation mit
anderen Klasse-2 Blutschizontoziden. Daher sind diese Ergebnisse
moglicherweise auf eine ahnliche Wirkungsweise zurtickzufuhren. Es kénnte
auch ein Indiz dafur sein, dass man mit Kreuzresistenzen bei Artemisinin
rechnen muss.

Auf molarer Basis lag der Mittelwert der 1Csq fir Artemisinin zwischen jenen der
beiden anderen getesteten Medikamente, die 1Cgoo und ICge9 Werte flr
Artemisinin waren jedoch die geringsten. Am hdchsten waren die IC-Werte fir
Atovaquon.

Der Steigungsindex der Regressionsgeraden liegt fir Artemisinin  und
Atovaquon bei 13,0010 und 13,3346, diese Werte sind sehr &hnlich. Bei
Desbutyl- Benflumentol liegt er nur wenig hoéher, bei einem Wert von 15,6717.
Auch der Grad der Steigung (b) ist bei allen drei Medikamenten in etwa gleich,

was zu ahnlich steilen Regressionsgerade flhrt.
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8 Anhang

INPUT Probit Calculus Sheet Page -
|Study Area: Year: Drug:
IMAE SOT 2004 VIVAV - ARTEMISININ
A B C D E F G H
Pat. [Control  |Conc. Conc. Conc. Conc. Conc. Conc. Conc.
No.: |SCHIZ SCHIZ SCHIZ SCHIZ SCHIZ SCHIZ SCHIZ SCHIZ
0 3 10 30 100 300 1000 3000
V-02 373 314,75 2125 154,25 122,25 84 43,25 [1]|
V-04 306,5 259 165,75 112,25 54,25 27,25 0 o]
V-07 719,25 600,5 443,25 332 258,25 158,75 78 [i]|
V-08 391,75 316,75 203,75 138,25 89,5 0 0 Ul
V-09 270,75 218,5 102,5 68,75 38,25 0 0 1] |
V-10 343,75 271,25 167,75 123,25 90,75 57,5 29 0]
V-11 452,75 326 182,75 137,25 91 49,5 0 ol
V-12 295,75 257,75 151,75 124,75 95,5 49 25 0 1] |
v-13] 420,75] 330,75] 184,75 140 97,5 65,75 29,5 o}
V-14 340,5 242 149 96,5 25,5 0 0 fi]|
V-15 325 280 215,75 167,75 90,75 47 0 0
V17 260,5 220,75 156,75 111,5 62,75 38,5 17,5 0
V-18 237,75 216,5 147,75 103,75 35 17,5 0 0
V-19 267 216,5 109 59,25 0 0 0 0
V-23 456,75 355 205,25 188,25 110,75 55,25 21 0
V-24 488 420 304 193 83,25 46,25 17,5 0
V-25 568 530 467,75 294 85,5 54.75 16 0
V-26 385 321 194 134,25 97 64,25 29,25 0
V-27 461 382 277,5 189,25 93,75 55 19 0
V-28 338,75 199,25 226,25 129,75 79,5 36,5 0 [1]|
V-29 322 274 160 106 49 25 33,5 15,75 0]
V-31 325 263,25 177,75 133,25 115 39 0 ol
V-32 368,5 282 192,25 131,5 62,75 31,75 9,75 0
V-33 406,25 334 222,25 164 100,25 64 27,25 0
V-34 454 75 393,5 282,25 182 94 49,25 0 0
V-35 275,5 240,75 150,25 103,75 46,75 23,5 0 0
V-38 435,5 380,5 285,5 2145 118,75 73,5 24 0
V-40 390 3215 166,25 1245 84,5 45,25 0 Cl|
V-41 610,5 470,25 251,5 192,5 130 78,5 21,75 [i]|
V-42 294 5 241,75 102,75 52,25 0 0 0 0
V-44 310,5 249 150,5 99 47 0 0 0
V-45 485,5 379,5 2255 144,75 66,5 38,5 15,5 0
V-46 404,25 361,5 319,75 227 107,75 64,75 26,75 0
V-48 364.,5 323 240,75 150 57 24,25 0 0
V-49 281,25 219,75 138,5 119,75 97,5 61,75 25,25 0
V-51 42575 391 307 241,25 173,25 115,5 49 of
V-52 3945 344,25 245,75 181,25 125,75 82,25 37,25 [1]|
V-53 3495 281,75 172 109,25 36,75 0 0 0
V-54 377,75 310,25 199,25 127 49 0 0 0
V-56 310,75 275,25 220,5 136,5 21,25 0 0 0
V-57 196 128.,5 0 0 0 0 0 0
V-59 420,75 379,75 306,25 239 152,25 105 455 0
V-60 320 2925 196,75 145 86,5 60,75 27,5 0
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100

Mae Sot 2007

Plasmodium vivax

Pre-Incubation Counts

Isol.No | Par/ul | Young | M & A | Young | Adv. | PIPop | Well A | RESULT
Troph | Troph | Schiz | Schiz | Index | Pop.Ind.
V-01 6169 | 82 114 4 0 393.00 | 594.75 VALID
V-02 1077 | 120 80 0 0 310.00 | 411.00 VALID
V-03 3243 | 116 68 16 0 346.00 | 736.75 VALID
V-04 9106 | 132 61 2 0 298.25 | 675.50 VALID
V-05 1662 | 169 31 0 0 212.00 | 635.00 VALID
V-06 1000 | 191 9 0 0 168.00 | 655.25 VALID
V-07 1374 | 120 64 16 0 338.00 | 710.50 VALID
V-08 3400 78 120 2 0 397.50 | 631.25 VALID
V-09 | 60364 | 84 110 6 0 374.50 | 660.50 VALID
V-10 |22609| 141 59 0 0 268.00 | 574.00 VALID
V-11 1002 81 119 0 0 388.00 | 43875 |INVALID
V-12 1020 133 67 0 0 284.00 | 651.50 VALID
V-13 1288 | 148 52 0 0 254.00 | 676.25 VALID
V-14 12 148 89 109 2 0 37550 | 629.75 VALID
V-15 10811 | 105 92 3 0 35825 | 72725 VALID
V-16 18133 | 81 119 0 0 388.00 | 546.50 VALID
V-17 12 651 83 117 0 0 384.00 | 508.75 VALID
V-18 7593 | 181 19 0 0 188.00 | 567.25 VALID
| V-19 6000 | 83 109 8 0 398.00 | 510,00 VALID
| V-20 8001 | 107 87 3 3 349.50 | 702.50 VALID
| V-21 6514 | 25 169 4 2 512.50 | 704.00 [INVALID
| V-22 2930 76 124 0 0 398.00 | 571.25 VALID
| V-23 9571 | 112 _ 88 0 0 326.00 | 562.00 VALID
V-24 1 829 82 118 0 0 386.00 |  755.00 VALID
V-25 14 857 | 123 77 0 0 304.00 | 657.25 VALID




Mae Sot 2007

Plasmodium vivax

Pre-Incubation Counts

Isol.No | Par/ul | Young | M & A | Young | Adv. | P1 Pop Well A | RESULT
Troph | Troph | Schiz | Schiz | Index | Pop.Ind.
V-26 1195 91 109 0 0 368.00 | 512.75 VALID
V-27 2476 | 114 86 0 0 322.00 | 748.75 VALID
V-28 25951 114 86 0 0 322.00 | 614.75 VALID
V-29 (30933 173 24 0 3 212.75 | 645.75 VALID
V-30 14118 | 110 86 4 0 337.00 | 505.75 VALID
V-31 2720 117 77 6 0 326.50 | 456.50 VALID
V-32 5714 174 26 0 0 202.00 | 625.75 VALID
V-33 2338 | 157 38 0 5 249.75 | 576.25 VALID
V-34 1863 | 149 44 7 0 264.25 | 585.00 VALID
V-35 6621 | 102 98 0 0 346.00 | 559.25 VALID
V-36 1538 | 103 97 0 0 344.00 | 505.00 VALID
V-37 15515 | 111 89 0 0 338.00 | 580.00 VALID
V-38 8000 | 165 31 4 0 227.00 | 438.75 VALID
V-39 17032 | 125 75 0 0 300.00 | 486.00 VALID
V-40 2805| 126 74 0 0 298.00 | 532.50 VALID
V41 7091 42 148 7 3 486.50 | 592.75 | INVALID
V-42 2612 77 123 0 0 396.00 | 609.75 VALID
V43 2743 | 76 124 0 0 398.00 | 555.50 VALID
V-44 1000 | 122 78 0 0 306.00 | 552.50 VALID
V-45 3200 | 176 24 0 0 198.00 | 549.75 VALID
V-46 4000| 128 64 8 0 308.00 | 539.50 VALID
V-47 8780 | 138 S 62 0 0 274.00 | 679.25 VALID
V-48 17290 | 155 40 5 0 230.75 | 559.75 VALID
V-49 4837 97 103 0 0 356.00 | 551.50 VALID
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Study Area: Year: Drug:
MAE SOT 2007 PV ARTEMISININ
Drug conc. SMI%
3,0 34,69
10,0 55,91
30,0 74,11
100,0 84,65
300,0 91,25
1000,0 97,29
3000,0 100,00
n= 46 S= 13,0010 fs = 2,1478
a= 42380 A= 28511 fea-s0 = 1,8309
b= 0,3877 K= 7 fec-s0 = 3,2007
= 0,9961 N = 138 fec-os = 4,0506
y2 = 0,4457 R= 1000 fec-s0 = 6,6563
EC Mean 95% Confidence Intgrvais
Lower Higher
EC; 0,0177 0,0027 0,1177
ECys 0,5489 0,2998 1,0051
ECso 7.1368 3,8979 13,0671
ECs4 92,7858 50,6766 169,8850
ECgo 194,5687 60,7890 622,7600
ECos 496,6139 122,6022 2011,5900
ECg 2879,2581 432 5643 19165,0740

© W. H. Wernsdorfer (April 1995)

Probit Calculus Sheet OQUTPUT Date of Printout; 24.01.201C
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Study Area: Year: Drug:
MAE SOT 2007 PV ATOVAQUONE
Dgg conc. SMI%
3.0 29,72
10,0 51,59
30,0 70,70
100,0 80,24
300,0 89,39
1000,0 96,23
3000,0 100,00
n= 46 = 13,3346 = 1,9644
a= 4,1209 A= 29110 fec-s0 = 1,6972
b= 0,3839 = 7 fec-s0 = 2,7866
r= 0,9945 N' = 184 fec-ss = 3,4324
1z = 0,6548 R= 1000 fec-so = 5,3256
95% Confidence Intervals
EC Mean Lower Higher
EC, 0,0231 0,0043 0,1228
ECys 0,7404 0,4362 1,2565
ECso 98725 58170 16,7554
ECg4 131,6459 77,5672 223,4274
ECq 278,0838 99,7945 774,8984
ECos 716,3768 208,7107 2458,8851
ECqo 4226 1303 793,5441 22506,8474

Probit Calculus Sheet

© W. H. Wernsdorfer (April 1995)

OUTPUT

Date of Printout: 24.01.2010
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Study Area: Year: Drug:

MAE SOT 2007 PV DBB
Drug_; conc. SMI%
3,0 37,91
10,0 59,61
30,0 75,02
100,0 84,69
300,0 91,34
1000,0 96,72
3000,0 100,00
n= 46 S 156717 f = 2,4106
a= 4,3673 A= 3,3397 fac-s0 = 19134
b= 0,3614 K= 7 fec-90 = 3,7250
s 0,9958 N'= 138 fec-95 = 4,9047
¥2= 0,4333 R= 1000 fec-ge = 8,7332

= .
EC M Qfofv é)ronﬁdence Ir;:tia;:aelrs
EC, 0,0092 0,0011 0,0805
ECy 0,3675 0,1921 0,7032
ECso 5,7592 3,0099 11,0197
ECe4 90,2566 47,1708 172,6970
ECqo 199,7534 53,6249 744,0832
ECos 545,8593 111,2921 2677,3001
ECgg 3596,9616 411,8739 31412,8494
© W. H. Wernsdorfer (April 1995)
Probit Calculus Sheet OUTPUT Date of Printout: 24.01.2010
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Study Area: Year: | Drug: |
MAE SOT 2004 VIVAV - ARTEMISINIM
Dirug conc. Shilse
3.0 17 52
10,0 45 81
300 &1 .88
100,0 79,41
200.0 B902
1000,0 o5 52
3000,0 100,00
n= 43 5= 87881 f: = 1,6350
a= 3,6894 A= 217 fac-sa = 1,5826
b= 0,4576 K= 7 fac-uo = 21865
r= 0,9828 W= 172 fac-us = 25387
@ = 1,1220 R= 1000 Tacoue = 3, 4685
- 95% Confidence Intervals
EC hean Lower Higher
= 0,1083 0,0307 0,3684
ECy 1,952 1,2335 3,0894
Cx 17,1555 10,8403 27,1496
ECy 1507843 oF, 2855 235, 5855
Cqp ZEZIE1Z 135, 5450 820,182
Cx E24 5022 Z4F SOER 1558,3009
ECx 2739052 798, 7900 0508, 9745

Proo R Cakoulus Sheed

W, H. Wernsdorfer { April 1995)

QUTRUT

Date of Prnftowt: 19.03.2010
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MAE SOT STUDIES 2007 PATIENT RECORD FORM
Plasmodium vivax
DATE | PAT. | PAT. | SEX | AGE | OCCUPAT. | RESIDENCE | ORIGIN | No. DAYS | COMMENTS
No. | REG. Country of Sympt.
MC Infection | before
Country | seek.treatm.
215071 62 Male | 19 labour Myanmar Myanmar | 3
21,507 |2 118/50 | Male | 26 labour Thai Thai 2
21.5.07 |3 T3A Male | 26 labour Thai Thai 4
21507 |4 40B Male | 20 labour Myanmar Thai 3
23507 |5 Male | 47 Government | Thai Thai 2
officer
235.07|6 44B Male | 33 labour Thai Myanmar | 3
24507 |7 94A Male | 28 labour Myanmar Thai 3
25507 |8 82B Male | 48 labour Myanmar Myanmar | 3
255.07 (9 §9d Fem | 16 labour Myanmar Myanmar | 2
2850710 10A Fem |33 labour Thai Thai 3
MAE SOT STUDIES 2007 PATIENT RECORD FORM
Plasmodium vivax
DATE | PAT. | PAT. | SEX | AGE | OCCUPAT. | RESIDENCE | ORIGIN | No. DAYS | COMMENTS
No. REG. - | Country of Sympt.
MC Infection | before
Country | seek.treatm.
28507 11 - Male | 49 labour Thai Myanmar | -
2850712 6 Male | 29 labour Thai Myanmar | -
2850713 7 Male | 31 labour Thai Myanmar |2
28.5.07| 14 1B Male | 18 labour Myanmar Myanmar | 3
28507 |15 6B Male | 35 labour Myanmar Myanmar | 2
29507 | 16 B Male | 9 young Myanmar Myanmar | 2
29507 (17 8B Fem | 60 labour Thai Thai 4
2950718 11B | Fem |17 labour Myanmar Myanmar |3
30.5.07 | 19 10B | Male | 17 labour Myanmar Myanmar | 2
30.5.07 |20 22 Male | 51 labour Thai Thai 3
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MAE SOT STUDIES 2007 PATIENT RECORD FORM
Plasmodium vivax
DATE | PAT. | PAT. | SEX | AGE | OCCUPAT. | RESIDENCE | ORIGIN | No. DAYS | COMMENTS
No. | REG. Country of Sympt.
MC Infection | before
Country | seek.treatm.
30.5.07 | 21 131 Male | 51 driver Thai Thai 5
30.5.07 |22 20 Fem | 15 labour Thai Myanmar | 5
30.5.07 |23 509/50 | Male | 20 labour Myanmar Myanmar | 3
01.6.07 | 24 13B Male | 32 labour Thai Myanmar | 4
01.6.07 |25 15 Fem |48 labour Myanmar Myanmar | 3
01.6.07 |26 35A Fem |33 labour Thai Thai 2
01.6.07 | 27 36A Male | 31 labour Thai Thai 1
04.6,07 | 28 49A Male | 32 labour Thai Thai 2
05.6.07 | 30 26 Male | 21 labour Myanmar Myanmar | 3
MAE SOT STUDIES 2007 PATIENT RECORD FORM
Plasmodium vivax
DATE | PAT. | PAT. | SEX | AGE | OCCUPAT. | RESIDENCE | ORIGIN | No. DAYS | COMMENTS
No. | REG. Country of Sympt.
MC Infection | before
Country | seek.treatm.
05.6.07 | 31 27 Male | 24 labour Thai Myanmar | 5
06.6.07 | 32 28B Male | 38 labour Myanmar Myanmar | 3
07.6.07 | 33 67A Male | 52 labour Thai Thai 4
07.6.07 | 34 66 Male | 25 labour Thai Myanmar | 3
07.6.07 | 35 463/50 | Male | 21 labour Thai Myanmar | 2
08.6.07 | 36 T3A Male | 53 labour Thai Thai 3
08.6.07 | 37 42B Male | 25 labour Thai Myanmar | 3
13.6.07 | 38 80B Male | 21 labour Myanmar Myanmar | 4
13.6.07 | 39 82B Male | 13 young Myanmar Myanmar | 3
18.6.07 | 40 135A | Fem | 38 labour Thai Thai 2
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MAE SOT STUDIES 2007 PATIENT RECORD FORM
T oomvvendTvenes o7
PAT. | PAT. | SEX | AGE | OCCUPAT. | RESIDENCE | ORIGIN | No. DAYS | COMMENTS
No. | REG. Country of Sympt.
MC Infection | before
Country | seek.treatm.
41 PVKS | Fem |38 labour Thai Thai 3
854
42 PVKS | Fem | 46 labour Myanmar Myanmar | 1
855
43 96B Male | 25 labour Myanmar Myanmar | 4
44 110B | Male | 33 farmer Myanmar Myanmar | 2
45 120B | Male | 24 labour Myanmar Myanmar | 3
46 125B | Male | 49 Mine Thai Thai 3
foreman
47 114B | Male | 25 labour Myanmar Myanmar | 1
48 10A | Male | 30 labour Thai Thai 3
49 8B Male | 37 woodcutting | Myanmar Myanmar | |
|

108
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