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1 Einleitung

1. Einleitung

Im modernen Zeitalter des 21. Jahrhunderts ist Malaria immer noch eine sehr ernst
zu nehmende Krankheit, da auch heute mehr als die Halfte der Weltbevoélkerung in
Malaria endemischen Gebieten lebt. Sie ist z.B. in Afrika, Zentral-, Stidamerika,
Sud- und Sudostasien zu finden, wobei die meisten Félle in Afrika sudlich der Sahara
auftreten (DONGES, 1988; WHO, 2013b). Somit handelt es sich hier um die
wichtigste tropische und parasitdre Erkrankung des Menschen (HAQUE et. al.,
2010). Malaria wird durch die Infektion der roten Blutkérperchen mit Plasmodien
hervorgerufen. Als Vektor fungieren blutsaugende weibliche Anopheles-Mucken.
Etwa 5 % der Weltbevolkerung sind mit Plasmodien infiziert und ungeféhr 1 Million
Menschen (vor allem Kinder und Schwangere) sterben jahrlich an den Folgen dieser
Krankheit (COOK & ZUMLA, 2003; WHO, 2013c). Es wird geschétzt, dass alle 2
Minuten ein Mensch an den Folgen von Malaria stirbt (WHO, 2013c). Besonders in
den armen Entwicklungslandern (diese liegen meist in den tropischen und
subtropischen Gebieten) tritt sie noch heute h&ufig unterhalo von 2.000 m
Meereshdhe auf. In gemaligten Zonen ist sie teilweise noch regional anzutreffen
(COOK & ZUMLA, 2003; DONGES, 1988). Im 20. Jahrhundert kam Malaria auch
in Europa in den gemaRigten Zonen, sowie im mediterranen Raum vor. In
Mitteleuropa gab es z.B. in den hollandischen und ostfriesisch-oldenburgischen
Marschen- und Kustenregionen immer wieder bestétigte Vorkommen. Viele Stimpfe
wurden in unseren Breitengraden trocken gelegt und damit verschwand immer mehr
die Gefahr mit der Parasitose in Berlihrung zu gelangen (WESTHEIDE & RIEGER,
1996). Seit Mitte des 20. Jahrhunderts gibt es in Osterreich und Deutschland keine
endemische Malaria (DONGES, 1988). Vereinzelt werden auch heutzutage immer
wieder Malariafalle in Osterreich diagnostiziert. Hierbei handelt es sich aber um
importierte Falle (MOUCHET, 2000).

Fur die Stadien der Gamogonie und Sporogonie (Entwicklung in den Miicken)
bendtigen Anopheles-Mucken einen Temperaturbereich von 16 bis 33 Grad. In
unseren Breitengraden liegt das Temperaturoptimum auf3erhalb des von Plasmodium
falciparum benétigten Bereichs und daher war dieser Erreger (durch die limitierte
Anzahl an Miickengenerationen) in Osterreich nicht heimisch (WESTHEIDE &
RIEGER, 1996; COOK & ZUMLA, 2003).
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Stechmucken besitzen stechend-saugende Mundwerkzeuge (Abb. 1). Jedoch
erndhren sich nur die weiblichen Insekten nachts durch Saugen des Blutes an ihren
Wirten. Dabei verwenden sie ihren Stechrissel. Alle 3 — 4 Tage benétigen sie eine
sogenannte ,,Blutmahlzeit” um ihre Eier zur Entwicklung zu bringen. Die Mannchen
hingegen sind vegetarisch und erndhren sich ausschliellich von Pflanzenséften
(MEHLHORN & PIEKARSKI, 1998).

Anopheles //

Abb. 1: Darstellung einer geschlechtsreifen erwachsenen Anopheles sp. in Ruheposition (aus
DONGES, 1988)

Mit Hilfe von Insektiziden konnte weltweit in den 1960er Jahren die weitere
Malariaausbreitung teilweise eingeddmmt werden. Es wurde unter anderem das
bekannte und umstrittene DDT (Dichlordiphenyltrichlorethan) sowie andere
Chemikalien verwendet. Damit versuchte man die Anopheles-Micken an ihrer
Vermehrung zu hindern (CAMPBELL, 2000). 1985 wurde DDT z.B. in Bangladesch
verboten. Deshalb kam es wieder zu einem hoheren Malariavorkommen (HAQUE et.
al., 2009).

1.1. Geschichte der Malaria

Der Name Malaria stammt aus dem Italienischen und wird von den zwei Wartern
»Mala“ und ,,aria“ abgeleitet. Welches Ubersetzt werden kann als ,,schlechte Luft*
(McPHERSON & PINCUS, 2007). Schon in friiheren Zeiten wurde die ,,schlechte
Luft* mit Simpfen in Verbindung gebracht (MEHLHORN & PIEKARSKI, 1998).


http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_1?_encoding=UTF8&sort=relevancerank&search-alias=books&ie=UTF8&field-author=Richard%20A.%20McPherson
http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_2?_encoding=UTF8&sort=relevancerank&search-alias=books&ie=UTF8&field-author=Matthew%20R.%20Pincus
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Bereits in der Antike wurde Malaria schriftlich erwahnt (COOK & ZUMLA, 2003).
So beeinflusst das sogenannte ,,Sumpffieber* schon tber 2.000 Jahre die Geschichte
der Menschheit. Auch bekannte Stédte im mediterranen Raum, wie z.B. Ephesus und
Milet mussten sich mit Malaria auseinander setzen. Das Gebiet der Toskana war
ebenfalls betroffen. Daher war nicht nur die Kriegsgefahr (z.B. Kreuzziige), sondern
auch die Malaria ein Grund weshalb in Mittelitalien viele Stadte auf htheren Lagen
errichtet wurden. Dort waren die Einwohner aufgrund der Hohenlage besser vor der
Malariamiicke und deren Erregern geschiitzt (DONGES, 1988).

Laut Uberlieferungen beschrieb schon HIPPOKRATES (460 — 377 v. Chr.) Malaria,
sowie die dazu gehérenden Symptome (COOK & ZUMLA, 2003). Spater befassten
sich GALEN (129 — 199 n. Chr.) und seine Schiler mit dem Krankheitsverlauf.
LAVERAN gelang 1880 der wissenschaftliche Durchbruch durch die
mikroskopische Beschreibung der Plasmodien im menschlichen Blut. Herr GOLGI -
unter Biologen ein gangiger Name - beschaftigte sich 1885 mit der Entdeckung der
erythrocytaren Schizogonie. Bereits 1894 konnte SIR RONALD ROSS durch einen
Versuch den Beweis erbringen, dass Malaria durch einen Vektor - in dem Fall eine
blutsaugende Stechmiicke - Ubertragen wird. 1902 erhielt er fur dieses Werk den
Nobelpreis. GIEMSA entwickelte vor gut 100 Jahren eine Farbemethode. Es konnten
von nun an fir die Forscher die kleinen und transparenten Plasmodienstadien im
Mikroskop sichtbar gemacht werden. Auch heute ist diese Methode der Gold-
Standard bei der Diagnose von Malaria (DONGES, 1988).

1.2. Systematik der Malariaerreger

Den verschiedenen Plasmodienarten (Tab. 1) gehéren alle einzelligen Parasiten an
und konnen wie folgt systematisch eingeteilt werden (DONGES, 1988). Die fiir den
Menschen relevanten Arten sind Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax,

Plasmodium malariae, Plasmodium ovale und Plasmodium knowlesi.

Tab. 1: Systematische Ordnung der Malariaerreger (nach DONGES, 1988)
Stamm: Apicomplexa (= Sporozoa)
Ordnung: Coccidida
Unterordnung: Haemosporina
Familie: Plasmodiidae
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1.3. Malaria - Einblick in die Plasmodienarten

Die Infektion wird durch einen Stich eines Anopheles-Weibchen eingeleitet. Dabei
werden die Parasiten (sog. Sporozoiten) durch den Speichel in die angestochenen
Kapillaren in die Blutbahn des Wirtes injiziert (Abb. 2). Die Stechmicken
(Culicidae) sind sowohl der Endwirt, als auch der Vektor der Plasmodien (DONGES,
1988). Fir eine Ubertragung der Plasmodien reichen pro Stich der weiblichen
Anopheles 20 Sporozoiten aus. Die Ubertragung erfolgt stets wirtsspezifisch von
Arthropoden (z.B. Anopheles) auf das Wirtstier (z.B. Menschen). Sie gliedert sich in
3 bekannte Phasen der Sporozoen (MEHLHORN & PIEKARSKI, 1998;
CAMPBELL, 2000).

e Schizogonie: im Menschen findet eine Phase der asexuellen Vermehrung statt
e Gamogonie: hier findet die Entwicklung von Gamonten zur Zygote (diploid)
statt, mit sexueller Fortpflanzung

e Sporogonie: Phase innerhalb der Mucke, stets asexuelle Vermehrung

Nach dem Eindringen in die Blutbahn erfolgt das Heranwachsen. Dieses geht von
einem Trophozoitenstadium zu einem Schizonten (intrazellulér) tber. Die Schizonten
die sich in den Erythrozyten befinden beinhalten Merozoiten. Die Anzahl der
Merozoiten ist artspezifisch und die Erythrozyten lysieren. Je nach Plasmodienart
konnen unterschiedliche Verldufe stattfinden. So konnte bei der meist verbreitetesten
Art Plasmodium falciparum festgestellt werden, dass bis zu 40.000 Merozoiten durch
Leberschizonten gebildet werden. Diese suchen nach 6 — 9 Tagen Erythrozyten auf
und schéadigen diese. Plasmodium ovale und Plasmodium vivax verfolgen eine andere
Strategie. Vereinzelt tberleben Sporozoiten in den Leberzellen um Merozoiten der
ersten Generation (Hypnozoiten) zu bilden. Diese konnen mehrere Jahre
unbeobachtet im Wirt verweilen ohne eine Krankheit auszuldsen. Bei aktiv werden
durch Vermehrung konnen sie Malaria verursachen. Bei Plasmodium malariae
wurde &hnliches berichtet, jedoch wird hier von einer noch vorhandenen
Erythrozytenparasitdmie ausgegangen. Nicht nur Menschen, sondern z.B.
Amphibien, Reptilien, V0Ogel und Sduger konnen auch durch die Gattung
Plasmodium befallen werden (MEHLHORN & PIEKARSKI, 1998).
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den Lebenszyklus in einer weiteren Miicke vollenden.

Abb. 2: Entwicklungszyklus der Gattung Plasmodium (Gamogonie, Sporogonie und Schizogonie)
(aus CAMPBELL, 2000)

Alle Plasmodienarten I6sen bei befallenen Menschen im Allgemeinen Fieberschub,
auch , Wechselfieber genannt aus (DONGES, 1988). Der Korper setzt die
Fieberschiibe gegen die Parasiten ein. Verursacht werden die Fieberschibe durch
Parasiten und deren Ausschiittung von Toxinen (MEHLHORN & PIEKARSKI,
1998).

Mittlerweile konnten mit Hilfe moderner Untersuchungsmethoden vermehrt
Mischinfektionen mit verschiedenen Plasmodienspezies nachgewiesen werden. Die
Erkennung dieser Parasitosen ist duflerst schwierig. Unregelméli3ige Fieberschiibe
konnen auftreten, oder ganzlich ausbleiben. Ein tddlicher Krankheitsverlauf ist
méglich (MEHLHORN & PIEKARSKI, 1998).

Oftmals zeigen mit Parasitenarten (Mono- als auch Mischinfektionen) infizierte
Personen keine Krankheitserscheinungen oder Symptome. In solchen Fallen spricht

man von asymptomatischen Fallen (DIESFELD et. al., 2001).
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Dank intensiver Forschung sind bis jetzt ca. 160 Plasmodienarten beschrieben
worden. Davon sind nur 11 von veterindrmedizinischer oder humaner Bedeutung
(WESTHEIDE & RIEGER, 1996). Von diesen haben sich einige Arten auf Vogel
spezialisiert. Urspringlich waren 4 Arten beim Menschen bekannt: Plasmodium
falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale und Plasmodium vivax
(DONGES, 1988). Lange Zeit bestand die Annahme, dass nur die 4 genannten
humanen Arten von relevanter Bedeutung sind. SUTHERLAND et. al. unterteilten
Plasmodium ovale in 2 sympatrisch vorkommende Arten: Plasmodium ovale curtisi
(klassischer Typ) und Plasmodium ovale wallikeri (Variation-Typ) (SUTHERLAND
et. al., 2010).

Doch neueste Erkenntnisse zeigen, dass noch eine weitere sechste Art im Menschen
vorkommen kann: Plasmodium knowlesi (KANTELE & JOKIRANTA, 2011). Schon
1931 wurde Plasmodium knowlesi in Macaca fascicularis, den sogenannten
Langschwanzmakaken entdeckt (COATNEY et. al., 2003). Insgesamt sind den
Wissenschaftlern bis heute 26 Plasmodienarten bekannt, die Affen infizieren kdnnen
(KANTELE & JOKIRANTA, 2011). Urspringlich wurde nur von einer
Plasmodieninfizierung innerhalb der Makakenaffen ausgegangen. Jedoch konnte
anhand von verschiedenen zeitaufwandigen experimentellen Untersuchungen u.a.
1967 von CHIN et. al. nachgewiesen werden, dass sich Plasmodium knowlesi sehr
wohl von Mensch zu Tier und umgekehrt Gbertragen kann (CHIN et. al., 1968a).
Eine strenge Artspezifitat liegt daher nicht vor (CHIN et. al., 1968b). Die Nutzung
des gleichen Lebensraumes kann fiir eine mogliche Ubertragung auf den Menschen
ausreichen (WHITE, 2008). 1965 und 1971 wurden von ersten natirlichen
Ubertragungen auf Menschen auf der Halbinsel Malaysia berichtet (CHIN et. al.,
1965b; FONG et. al., 1971). Bis heute liegen einige hundert bekannte Félle in
Malaysia und anderen sudostasiatischen Landern vor (KANTELE & JOKIRANTA,
2011).

1.4. Plasmodienarten

1.4.1. Plasmodium falciparum
Kinder unter 5 Jahren sind am ehesten durch den schweren Krankheitsverlauf bei
Infektionen mit der Malariaart Plasmodium falciparum betroffen. Der Verlauf dieser

Form kann sehr unterschiedlich sein. Die Bandbreite reicht von unauffalligem
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Verhalten, leichtem bis schwerem Krankheitsverlauf und moéglichem Tod (WHO,
2013c; COOK & ZUMLA, 2003).

Plasmodium falciparum ist hauptséchlich in warmen Gebieten wie den Tropen
vertreten. Eine ganzjahrige Verbreitung ist daher mdoglich. Bei Plasmodium
falciparum handelt es sich um den Erreger der gefdhrlichen Malaria tropica
(DONGES, 1988).

Legend
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Abb. 3: HAQUE et. al. untersuchten mittels RDT die Verteilung von Plasmodium falciparum in
Malaria endemischen Gebieten in Bangladesch. Plasmodium falciparum wurde in 11 der 13
untersuchten Bezirken nachgewiesen, das Vorkommen reichte von 0,13 % bis 15,7 % (aus HAQUE
et. al., 2009)

Die Verbreitung von Plasmodium falciparum korreliert mit der Niederschlagsmenge.
Zum Beispiel steigen die Anzahl der Infektionen in Sri Lanka bis 3 Monate nach den
Regenféllen an (BRIET et. al., 2008).
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Bangladesch, insbesondere die Chittagong Hill Tracts sind nach wie vor ein Gebiet
mit endemisch vorkommender falciparum Malaria. HAQUE et. al. flhrten in
Bangladesch eine Untersuchung mittels RDTs in 13 endemischen Bezirken durch,
wobei in 11 Bezirken Plasmodium falciparum nachgewiesen werden konnte (Abb. 3)
(HAQUE et. al., 2009). Die heute gangigen RDTs haben mittlerweile eine Uber 95 %
Wahrscheinlichkeit, Malaria aufgrund ihrer hohen Sensitivitdt zu erkennen.
Insbesondere sind sie fur Plasmodium falciparum und Plasmodium vivax ausgelegt.
Jedoch sind die RDTs bei der Art Plasmodium falciparum sensitiver als bei
Plasmodium vivax (WONGSRICHANALAI et. al., 2007).

1.4.1.1. Krankheitsverlauf

Malaria tropica wird durch Plasmodium falciparum ausgeldst und ist in den Tropen
und Subtropen weit verbreitet. Friher war Plasmodium falciparum auch unter
Plasmodium immaculatum geldufig (COATNEY et. al., 2003). Es handelt sich hier
um den schwersten Krankheitsverlauf aller bekannten humanen Malariaerreger,
oftmals gefolgt von einem bedrohlichen Lebenszustand mit mdglicher Todesfolge.
Diese Form der Malaria kann oft nur schwer erkannt werden, da sie normalerweise
einen untypischen Verlauf zeigt (EICHENLAUB et. al., 1984). Anzeichen dafir
kdnnen z.B. unerwartet hohes Fieber, gemischt mit (un-)regelmaRigen Fieberschiben
(im 48h-Zyklus) sein. Schuttelfrost, Erbrechen, Benommenheit, Leber- und
Milzschwellung konnen ebenso auftreten (MEHLHORN & PIEKARSKI, 1998;
EICHENLAUB et. al., 1984). Die Schizonten werden im 48h-Zyklus gebildet und
die Inkubationszeit liegt bei durchschnittlich 7 bis 15 Tagen (ADAM et. al., 2004;
ROBERT KOCH INSTITUT, 2013). Unter dem Mikroskop konnen die befallenen
Erythrozyten betrachtet werden. Diese sind optisch durch kleine Ringformen (ca. ein
Funftel der Gesamtgrolie) innerhalb der Erythrozyten (Abb. 4) deutlich von den
gesunden zu unterscheiden (GROSS, 2009).

-

Abb. 4: Blutausstriche einer Plasmodium falciparum Infektion, Giemsafarbung, Originalgréfe unter
Mikroskop, 1.000fache VergroRerung (aus KANTELE & JOKIRANTA, 2011)
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1.4.2. Plasmodium vivax

Plasmodium vivax ist besonders in gemaRigten Zonen, aber auch in tropischen
Gebieten vorzufinden, z.B. in Stidamerika, Mexiko, im Mittlerer Osten, ndrdlichen
Afrika, Indien, Pakistan, Sri Lanka oder Papa Neuguinea. Es handelt sich hier um die
weltweit verbreiteteste Art (HOMBHANJE, 1998; McPHERSON & PINCUS, 2007,
CHEESBROUGH, 2005).

MENDIS et. al. schatzen, dass weltweit jahrlich ca. 70 — 80 Millionen Malariafélle
allein durch Plasmodium vivax verursacht werden. Mehr als 50 % aller Pv-
Infizierungen treten auflerhalb Afrikas auf. Davon sind ungeféhr 80 — 90 % im
Mittleren Osten, in Asien, im West Pazifik sowie in tropischen Regionen zu finden.
Nur 10 — 15 % lassen sich Zentral- und Stidamerika zuordnen. Weltweit gesehen
treten in etwa 10 — 20 % der Pv-Ansteckungen in Afrika stdlich der Sahara auf. Eine
unterschiedliche Verteilung zeigt sich innerhalb Afrikas. Es féllt die Ansteckung in
Zentral- und Westafrika mit weniger als 1 % sehr gering aus, wéhrend sie in Ost- und
Sutdafrika mit ca. 10 % 10-mal so hoch ist (Abb. 5) (MENDIS et. al., 2001).

”~
s

Abb. 5: Hell geféarbt ist die geschatzte Malariaverteilung von Plasmodium vivax zu Mitte des 17.
Jahrhunderts bis Anfang des 20. Jahrhunderts zu sehen, dunkel gefarbt ist die Situation Ende des 20.
Jahrhunderts dargestellt (aus MENDIS et. al., 2001)

In einer aktuellen auf RDTs basierenden Studie von HAQUE et. al. aus dem Jahre
2009 wird gezeigt, dass Plasmodium vivax in 10 von 13 untersuchten endemischen
Bezirken Bangladeschs heimisch ist (Abb. 6). Die Pravalenz von Plasmodium vivax
reicht von 0,13 bis 1,2 % (HAQUE et. al., 2009). Besonders in den nérdlichen und
oOstlichen Grenzen zu Indien und Myanmar werden die meisten Krankheitsfalle von
Malaria dokumentiert (TANGIN et. al., 2008).


http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_1?_encoding=UTF8&sort=relevancerank&search-alias=books&ie=UTF8&field-author=Richard%20A.%20McPherson
http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_2?_encoding=UTF8&sort=relevancerank&search-alias=books&ie=UTF8&field-author=Matthew%20R.%20Pincus
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Abb. 6: Plasmodium vivax wurde von HAQUE et. al. in 10 der 13 endemischen Bezirken
Bangladeschs nachgewiesen, Plasmodium vivax wurde in 0,13 % bis 1,2 % der Untersuchungen
gefunden (aus HAQUE et. al., 2009)

1.4.2.1. Krankheitsverlauf

Plasmodium vivax und Plasmodium ovale gelten als Erreger der Malaria tertiana
(MEHLHORN & PIEKARSKI, 1998; DARAI et. al., 2009). Charakteristisch fiir
Plasmodium vivax zeigt sich der Ablauf eines fieberfreien Tages, gefolgt von einem
Fiebertag aus (MEHLHORN & PIEKARSKI, 1998). Bereits 12 bis 18 Tage nach
einer Infizierung koénnen bei Malaria tertiana Krankheitssymptome auftreten
(ROBERT KOCH INSTITUT, 2013). Der Krankheitsverlauf beginnt zuerst
uncharakteristisch. In der ersten Woche tritt leichtes Fieber auf, danach treten alle 3
Tage Fieberschibe mit hohem Fieber (40 — 41 °C), sowie Schittelfrost auf.
Ringformen kdnnen wie auch bei Plasmodium falciparum gefunden werden. Nur 48
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Stunden dauert die Entwicklung bis zur Freisetzung der Merozoiten. Gametozyten
besitzen eine groRe runde Gestalt (HEIZMANN et. al., 1999; ROLLINSON et. al.,
2013) Bei Plasmodium vivax kann bis zu 5 Jahre nach einer Erstinfektion ein Relaps
erfolgen, da Hypnozoiten (sog. Ruheformen) in der Leber Uberdauern und wieder
aktiv werden kénnen (HEIZMANN et. al., 1999).

1.4.3. Plasmodium malariae

Plasmodium malariae ist eine weniger haufig diagnostizierte Malariaart (GROSS,
2009), mit weltweiter Verbreitung. Auch in Bangladesch spielt sie im Vergleich mit
Plasmodium falciparum und Plasmodium vivax eher eine untergeordnete Rolle
(RAHMAN et. al., 2010; McPHERSON & PINCUS, 2007). Bei einer Pm-
Monoinfektion sind schwere Erkrankungen eher selten. Plasmodium malariae wird
teilweise unterschatzt, da diese im frihen Stadium anderen Arten &hnelt. Ungelibte
Personen konnten daher eine Pm-Infizierung mittels Mikroskopie falsch zuordnen
(RAHMAN et. al., 2010).
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Abb. 7: Durch Plasmodium malariae infizierte Erythrozyten eines Patienten, 1.000fache
VergrolRerung. A) Trophozoiten, B + E) Trophozoiten mit umgebenden Rosetten, C + D) Schizonten,
F) Zwei Trophozoiten die ein Band bilden (aus RAHMAN et. al., 2010)

ZHOU et. al. berichten in ihrer Studie, dass das Auftreten von Plasmodium ovale und
Plasmodium malariae entlang der Grenze von Thailand und Myanmar stark
vernachlassigt und verharmlost wird (ZHOU et. al., 1998). Aullerhalb Afrikas gehort

Myanmar mittlerweile zu jenen Landern, welche die meisten Infektionen mit
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Plasmodium malariae vorweisen konnen. Diese liegen bei 10 bis 20 %
(GARNHAM, 1966; HAWORTH, 1988b). RAHMAN et. al. untersuchten das Blut
eines Patienten zusétzlich mittels molekularen Methoden. Das Ergebnis der PCR
zeigte, dass der Patient Plasmodium malariae positiv war (Abb. 7) (RAHMAN et.
al., 2010).

1.4.3.1. Krankheitsverlauf

Malaria quartana wird durch Plasmodium malariae hervorgerufen. Diese Art ist
weltweit punktuell auftretend. Friher war sie auch in gemaRigten Zonen beheimatet
(WIEDERMANN-SCHMIDT & SCHEINER 2004). Die Schizonten bendtigen 3
Tage fur deren Wachstum (Abb. 7) (GANTEN & RUCKPAUL, 1999; HEIZMANN
et. al., 1999; GOEBBEL, 1991). Nach 14 Tagen haben sich 2000 Merozoiten pro
Leberschizont gebildet. Anschlielend entstehen 8 bis 16 Merozoiten pro
Erythrozyten (Abb. 8) (BANKLER, 2001). Wie der Name Malaria quartana
vermuten lasst, treten die Fieberanfdlle (40 — 41 °C) alle 72 Stunden auf.
Schittelfrost ist moglich (GROSS, 2009; MEHLHORN, 2012). Zwei Tage ohne
Fieber werden von einem Tag mit Fieber abgewechselt (MEHLHORN &
PIEKARSKI, 1998). Die Inkubationszeit kann bis zu 6 Wochen betragen
(MEHLHORN, 2012). Mehrere Jahrzehnte (bis 40 Jahre) nach der Erstinfektion ist
ein Wiederauftreten des damaligen Befalls moglich (ROBERT KOCH INSTITUT,
2013; TH et. al., 2002).

" | ,
R
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Abb. 8: Mikroskopische Aufnahme dunner Ausstriche eines mit Plasmodium malariae infizierten
Patienten, Giemsa Technik, OriginalvergréRerung 1.000fach (aus KANTELE & JOKIRANTA, 2011)

1.4.4. Plasmodium ovale

Von den uns bekannten Malariaarten wurde Plasmodium ovale als eine der letzten
beschrieben. Das erste Mal wurde der Begriff Plasmodium ovale 1922 von Stephens
vorgeschlagen und gepragt. Der Name Plasmodium ovale wurde entsprechend der
infizierten oval geformten Erythrozyten gewahlt (Abb. 9) (STEPHENS, 1922).
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Informationen tber Plasmodium ovale Infektionen gibt es hauptséchlich aus dem
tropischen Afrika. Plasmodium ovale ist im Westen Afrikas, an der Westkdste
beheimatet, siidlich der Sahara, in Athiopien, Ghana, Nigeria, Indonesien, China, auf
den Philippinen und auf einigen Inseln des Westpazifiks. Dort ist diese Art
regelmaRig vertreten (WIEDERMANN-SCHMID & SCHEINER, 2004; MARATHE
et. al., 2006; WIN et. al., 2002; HOMBHANJE, 1998, CHEESBROUGH, 2005).
AuRerdem tritt diese Art noch in Indien und Sudamerika auf (McPHERSON &
PINCUS, 2007; CHEESBROUGH, 2005). In allen anderen Malaria endemischen
Gebieten sind die Aufzeichnungen von Plasmodium ovale eher nur unregelméfig
uberliefert (MARATHE et. al., 2006). Mittlerweile wird ebenfalls von gefundenen
Po-Infektionen im Mittleren Osten, Papa Neuguinea und Irian Jaya in Indonesien
gesprochen (HAWORTH, 1988a; MOLINEAUX, 1988; BAIRD et. al., 1990;
BANGS et. al, 1992). Auch in Indien sind einige wenige Félle bekannt
(MUKHERJEA et. al., 1966; JAMBULINGAM et. al., 1989; MISHRA et. al., 1999;
MARATHE et. al., 2006).

Abb. 9: Darstellung von befallenen Erythrozyten mit Plasmodium ovale in einem Schimpansen, die
infizierten Erythrozyten sind durch ihre l&ngliche Form deutlich zu erkennen (aus COLLINS &
JEFFERY, 2005)

Seit Ende des letzten Jahrhunderts, in den 1990er Jahren sind vereinzelt durch PCR
bestatigte Félle zu beobachten gewesen, aus denen folgt, dass Plasmodium ovale
genauso in Teilen Asiens vorkommen kann (KAWAMOTO et. al., 1999). WIN et. al.
berichten zum Beispiel von dem ersten gefundenen Plasmodium ovale Fall in
Myanmar. Es wurden Mono- und Co-Infektionen mit anderen Arten gefunden (WIN
et. al.,, 2002). 2010 wurde von dem ersten heimischen, durch PCR und
Sequenzanalyse bestatigten Plasmodium ovale Fall in Bangladesch berichtet
(FUEHRER et. al., 2010a). Zuvor wurde unter der falschen Annahme, dass es kein
Plasmodium ovale in Bangladesch gibt, per Mikroskop die Infektion als Plasmodium
malariae diagnostiziert (STARZENGRUBER et. al., 2010). In Bangladesch herrscht
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bis zum heutigen Zeitpunkt ein starker Wissensmangel bei 3 der 5 vorkommenden
humanen Malariaarten. Es handelt sich hier um Plasmodium ovale, Plasmodium
malariae und Plasmodium knowlesi, da diese Arten bis vor kurzem noch nicht
vorhanden waren bzw. bis heute noch nicht entdeckt sein kénnten (FUEHRER et. al.,
2010a).

1.4.4.1. Krankheitsverlauf

Plasmodium ovale verhdlt sich klinisch wie Plasmodium vivax, beide sind die
Verursacher von Malaria tertiana (MEHLHORN & PIEKARSKI, 1998;
WIEDERMANN-SCHMID & SCHEINER, 2004). Plasmodium vivax, kann bis zu
24 Merozoiten ausbilden. Bei Plasmodium ovale hingegen werden nur 8 bis 12
Merozoiten im Schizonten gebildet (STORCH, 1999). Im Falle einer Infizierung mit
Plasmodium ovale oder Plasmodium vivax beginnen die befallenen Erythrozyten eine
VergroRerung (langliche Verformung) vorzunehmen. Diese ist charakteristisch flr
diese Arten. Man spricht von einer Schuffner-Tupfelung in den Erythrozyten (Abb.
9) (LOFFLER et. al., 2004).

Im Gegensatz zu Plasmodium falciparum kann bei Plasmodium vivax und
Plasmodium ovale ein neuerliches Auftreten der Krankheit mit hoher
Wahrscheinlichkeit vorkommen (sog. Relaps). Malaria tertiana ist aber trotz Rezidiv
nicht lebensbedrohlich (TH et. al., 2002).

1.4.5. Plasmodium knowlesi

Vermutlich wurde Plasmodium knowlesi zufallig von FRANCHINI bereits 1927
entdeckt. Er erkannte, dass im Blut der Macaca fascicularis (Javaneraffen oder
Langschwanzmakaken) die Parasiten eine andere Morphologie aufwiesen als bisher
bekannte Arten, wie z.B. bei Plasmodium inui und Plasmodium cynomolgi (Abb.
11). Jedoch wurden erst 1931 die Parasiten von Plasmodium knowlesi und die damit
verbundene Verdnderung des Blutes und der Erythrozyten in Macaca fascicularis
von den Wissenschaftlern KNOWLES und DAS GUPTA beschrieben. 1932 gelang
den Forschern der Beweis, dass Plasmodium knowlesi nicht nur von Affen zu Affen,
sondern auch von Affen zu Menschen tbertragen werden kann (COATNEY et. al.,
2003). 1965 wurde von der ersten naturlichen Ansteckung eines Reisenden berichtet
(CHIN et. al.,, 1965a). 1967 wurde die Mickenart Anopheles balabacensis

(Anopheles leucosphyrus-Gruppe) fir die Ubertragung auf den Menschen
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nachgewiesen. Dieser Vektor kommt in Gegenden mit Baumbestand in Stidostasien
vor und erndhrte sich urspriinglich blutsaugend von dort beheimateten Macaca
fasicularis und Macaca nemestrina (stdlicher Schweinsaffe). Wenn Menschen und
Affen sich das Habitat teilen, so ist eine naturliche Infektion des Menschen nicht
ausgeschlossen (Abb. 10). Plasmodium knowlesi ist in Slidostasien, insbesondere in
Malaysia auf den Inseln Borneos vertreten (WHITE, 2008).

~

Abb. 10: Die Karte zeigt das Verbreitungsgebiet in Sidostasien von Plasmodium knowlesi
Infektionen des Menschen (lokal und Touristen), die hellgraue Eingrenzung deutet auf die
geographische Lage des Vektors Anopheles leucosphyrus hin, die dunklen Bereiche zeigen die
gefundenen Krankheitsfalle (in Zahlen) (aus COX-SINGH & SINGH, 2008; TANG et. al., 2010)

Oftmals wird Plasmodium knowlesi félschlicherweise als Plasmodium malariae
diagnostiziert, da sich beide Arten im Mikroskop dhneln (Abb. 8 und Abb. 11). In
einer Studie von SINGH et. al. wurde z.B. per Mikroskop die Hélfte der zu
untersuchenden Blutproben unkorrekter Weise Plasmodium malariae zugeordnet.
Eine Nachuntersuchung mit molekularen Verfahren zeigte das fehlerhafte Ergebnis
auf. Daher ist eine weitere, exaktere Untersuchung durch moderne

Untersuchungsmethoden als notwendig anzusehen (SINGH et. al., 2004).
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Abb. 11: Die mikroskopischen Aufnahmen von Plasmodium knowlesi wurden von Blutausstrichen
eines finnischen Touristen nach der Heimkehr von der westlichen Halbinsel Malaysias angefertigt,
Giemsafarbung, OriginalvergréBRerung 1.000fach (aus KANTELE & JOKIRANTA, 2011)

1.4.5.1. Krankheitsverlauf

Auch wenn Plasmodium knowlesi und Plasmodium malariae sich in ihrer
Morphologie ahnlich gestalten, in ihrem Krankheitsverlauf unterscheiden sich die
beiden Arten. Bei Plasmodium malariae treten alle 72 Stunden Fieberschiibe auf.
Plasmodium knowlesi zeichnet sich durch tagliche Fieberanfélle (auch Quotidian
genannt) aus (WHITE, 2008; GROSS, 2009).

1.5. Bangladesch - staatliche Gliederung und Lage des Landes

Bangladesch ist ein Staat in Stdasien. Seine natlirliche Grenze ist im Siiden der Golf
von Bengalen, im Sildosten liegt Myanmar, den restlichen Teil umschlie3t Indien.
Das arme Land wird noch immer als Entwicklungsland angesehen. Die Hauptstadt
von Bangladesch ist Dhaka. Insgesamt gibt es 158,5 Millionen Einwohner (Stand Juli
2011), die auf einer Flache von 147.569 km? leben. Insgesamt wird das Land von 7
Verwaltungseinheiten (Divisions) (Tab. 2) verwaltet und besteht aus 64 Bezirken
(Districts), diese sind wiederum in Subbezirke (Subdistricts) unterteilt

(http://de.wikipedia.org/wiki/Bangladesch).

Tab. 2: Die 7 Verwaltungseinheiten Bangladeschs (aus http://de.wikipedia.org/wiki/Bangladesch)
Die 7 Verwaltungseinheiten sind: Barishal

Chittagong
Dhaka
Khulna
Rajshahi
Rangpur
Sylhet
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Die Filterpapiere fur die Diplomarbeit stammten aus dem Bezirk Bandarban
(Division Chittagong) im Sidosten von Bangladesch, die Bezirkshauptstadt ist
Bandarban und der Bezirk hat eine gesamte GroRe von 4.479 kmz2. Der

Verwaltungsbezirk wird wiederum in 7 Subbezirke unterteilt (Tab. 3).

Tab. 3: Die 7 Subbezirke (Upazila) des Bezirkes Bandarban (aus http://de.wikipedia.org/wiki/Bandar
ban_(Distrikt)

Die 7 Subbezirke sind:  Alikadam
Bandarban Sadar
Lama
Naikhongchhari
Rowangchhari

Ruma
Thanchi
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Abb. 12: Grafische Veranschaulichung des Standortes der AuBenstelle MARIB in Bandarban,
Bangladesch, auf der linken Karte der Staat Bangladesch zu sehen, auf der rechten der Subbezirk

Bandarban Sadar (aus http://www.marib.org/)

Bandarban (Bezirk) besteht zu zwei Dritteln aus Waldern und gehort zu den
Chittagong Hill Tracts (http://de.wikipedia.org/wiki/Bandarban_(Distrikt)). In
diesem Bezirk befindet sich die MARIB (Malaria Research Initiative Bandarban)
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AuBenstelle mit Labor und Klinik (Abb. 12). Arzte und Studenten der Medizinischen
Universitat, sowie Biologen sind um die Gesundheit der Patienten in dieser Gegend
bemiht (http://www.marib.org/). Nordlich und 6stlich von Bezirk Bandarban
befindet sich Rangamati. Im Osten erstrecken sich die Provinzen Rakhaing und Chin,
beide gehdren dem Staat Myanmar an. Im Suden setzt der Fluss Naf eine naturliche
Grenze und im Westen erstrecken sich die nationalen Bezirke Chittagong und Cox’s
Bazar (http://de.wikipedia.org/wiki/Bandarban_(Distrikt)).

Malaria stellt in Bangladesch ein groRes gesundheitliches Problem dar. Seit den
1990er Jahren wird Malaria wieder h&ufiger diagnostiziert, da 1985 DDT zur
Bekampfung der Malariamlcke verboten wurde und keine Malariakontrollen
stattfinden, sowie Resistenzen gegen Chloroquin auftreten (HAQUE et. al., 2010;
HAQUE et. al., 2009).

Die 13 endemischen Bezirke Bangladeschs befinden sich jeweils im Norden und
Osten des Landes und sind mit den Grenzen zu Indien und Myanmar verbunden
(Abb. 13). 90 % der Erkrankungen und Sterbefélle durch Plasmodium sp. sind aus
diesen 3 Higelbezirken Rangamati, Bandarban und Khagrachari bekannt (HAQUE
et. al., 2010). Die bewaldeten und grinen Hugel der Chittagong Hill Tracts (CHT)
eignen sich hervorragend fir die Anopheles-Miicken der Art Anopheles dirus. 2001
wurde vom Ministerium flir Gesundheit eine Statistik veroffentlicht, die besagt, dass
in diesem wenig besiedelten Gebiet 67 % der im Labor bestatigten Krankheitsfalle
allein aus dieser Region stammen. Dabei handelt es sich um insgesamt 37.180
Malariafélle (VAN DEN BROEK et. al., 2004).

Von der WHO vertffentlichte Zahlen berichten allein in Bangladesch von fast
80.000 mdoglichen Infizierungen mit Plasmodium sp.. Durch die Mikroskopie
konnten ca. 25.200 Félle erkannt werden. RDTs lieferten fast 39.000 positive
Ergebnisse bei Patienten (WHO, 2011). Insgesamt sind ca. 55 Millionen Einwohner
Bangladeschs einem Malariarisiko ausgesetzt, alleine ca. 11 Millionen einem hohen
Risiko. Die Malariaansteckungen lagen bei ungefahr 570.000 Personen. Die
aufgenommenen Fakten zeigen im World Malaria Report 2010, dass alleine in
Bangladesch das Blut von 553.787 Patienten per Mikroskopie und RDT untersucht
wurde. Davon waren bei beiden Untersuchungsmethoden 63.873 Patienten Malaria
positiv. Es konnten 18.242 positive Pf-Félle und 6.853 positive Pv-Félle festgestellt
werden. Bei 47 Patienten konnte die Todesursache auf Malaria zuriick gefihrt
werden (WHO, 2011).
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Abb. 13: Karte zeigt die 13 Malaria endemischen Bezirke in Bangladesch, Einteilung erfolgt in 5
hoch endemische Bezirke im Sudosten und in 8 weniger endemische im Nordosten (aus Ahmed et. al.,
2009)

1.6. Zielsetzung der Diplomarbeit

Mittels Polymerase-Kettenreaktion (Nested PCR) wurden 1867 Proben von
asymptomatischen, fieberfreien Patienten auf Malaria (Gattungs- und Artniveau)
untersucht.

Dazu wurden die hoch konservierten Regionen der kleinen Untereinheit der
ribosomalen RNA (SSU rRNA) fur die Diagnose der Malaria benutzt. Bereits kleine
Mengen DNA (6 Parasiten/ul) waren fur den Nachweis ausreichend (SINGH et. al.,
1999).

Ziel dieser Diplomarbeit war es, das Vorkommen und Artspektrum von
Malariaerregern in der asymptomatischen Bevolkerung zu ermitteln. Weiter wurden
die gewonnenen Erkenntnisse mit anderen Untersuchungsmethoden (RDT,
Mikroskopie) verglichen. Eine Hypothese war die Annahme, dass die Pravalenz von
Plasmodium falciparum und Plasmodium vivax bei den 3 Untersuchungstechniken
(RDT, Mikroskopie, PCR) gleiche bis sehr dhnliche Ergebnisse erbringen wiirden.
Andererseits wurde vermutet, dass die Anzahl von Einfach- und

Mehrfachinfektionen unterschéatzt wird.

19



2 Material und Methodik

2. Material und Methodik

2.1. Material

Die untersuchten Filterpapiere wurden in der Forschungseinrichtung MARIB
(Malaria Research Initiative Bandarban) in Bandarban, Bangladesch im Jahre 2007
sowohl wahrend der Regensaison als auch in der Trockensaison gesammelt. Das zur
Verfligung gestellte Blut (50 — 100 ul) wurde auf einem Filterpapier vor Ort
gesammelt, getrocknet und anschlieBend an die Medizinische Universitat Wien
geschickt. Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden 1867 Filterpapiere auf
Malariaerreger untersucht, wobei 1429 Proben von der Regensaison und 438 von der

Trockensaison stammten.

2.2. Methodik

Von jeder Person, bzw. deren Erziehungsberechtigten wurde zu Beginn eine
schriftliche Einwilligungserklarung zur Teilnahme an der Studie unterschrieben. Die
Ethikkommission des internationalen Zentrums fir Durchfallerkrankungen und
Forschung (Ethical Review Committee of the International Center for Diarrhoeal
Disease Research) mit Sitz in Bangladesch genehmigte diese Studie und Uberprifte

sie.

2.2.1. Auswahl der Studienteilnehmer
Der Bezirk Bandarban umfasst 7 Subbezirke, in welchen zwischen August und

Oktober 2007 Blutproben gesammelt wurden.

Die 7 Subbezirke sind:  Alikadam
Bandarban Sadar
Lama
Naikhongchhari
Rowangchhari
Ruma
Thanchi

In jedem Subbezirk wurden 3 Dorfer und davon je 30 Haushalte zur Untersuchung

herangezogen (Household Study). Insgesamt wurden in der Regensaison 21 Dorfer
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mit 1435 Personen und in der Trockensaison 8 Dorfer mit 439 Studienteilnehmern
untersucht. Zusammen ergab die Studie einen Pool aus 1874 Personen. Diese wurden
wahrend der Prévalenzstudie (2007) mittels Mikroskopie und Rapid Diagnostic Tests
(RDT) auf asymptomatische Malaria im Sidosten von Bangladesch in unserer
MARIB Aufenstelle untersucht.

2.2.2. Mikroskop

Die Blutausstriche wurden vor Ort in Bangladesch unter dem Mikroskop untersucht.
Es wurde 100fach VergroRerung und Ol-Emulsion verwendet. Die Untersuchung
erfolgte in Aufteilung von 200 Feldern um auch geringste Plasmodienparasitdmien

zu erfassen.

2.2.3. Rapid Diagnostic Test

Es handelt sich hier um einen Malaria Schnelltest, der in wenigen Minuten
durchgefuhrt werden konnte. Malaria Parasiten, bzw. deren spezifische Antigene
(Proteine) konnten durch dieses Verfahren im Blut der Studienteilnehmer
nachgewiesen werden (WHO, 2013a). Der verwendete RDT (Falci Vax, Zephyr
Biomedicals, Goa, Indien) reagierte sensibel fiir Plasmodium falciparum (HRP2) und

Plasmodium vivax (pLDH).

2.2.4. Molekulare Methode

Die molekular biologisch untersuchten 1867 Filterpapiere wurden von MARIB
Mitarbeitern in Bangladesch luftgetrocknet, sowie einzeln in nummerierte
Plastikbeutel (mit Pb 07 code + Nummer versehen) verpackt und nach Wien
gebracht. AnschlieBend erfolgten genau beschriebene Arbeitsschritte die in den
Standard Operating Procedures mit den Titeln ,,DNA Purification of Plasmodium sp.
from Blood Spots on Filter Paper”, sowie ,,Nested PCR-Analysis of Plasmodium
Parasites* zusammengefasst wurden (FUEHRER, 2010b; FUEHRER, 2010c).

2.2.4.1. DNA-Isolierung

Die Lagerung der Filterpapiere erfolgte stets bei Raumtemperatur. Aus dem
Filterpapier wurden jeweils kleine Quadrate mit ca. 4 mm Durchmesser mit einem
Skalpell ausgestochen. Als Unterlage diente ein dicker Karton. Fir jede Blutprobe

wurden neue Skalpellklingen und ein neuer Platz auf dem Karton verwendet
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(Kontaminationsverhinderung). Die ausgestanzten Blutstropfen wurden jeweils in
beschriftete 1,5 ml Rohrchen unter Zugabe von 100 pl 1x PBS (phosphatgepufferte
Salzlésung) gegeben und Uber Nacht im Kdihlschrank bei 4 °C gewaschen. Am
nachsten Tag konnten die Wasserbader, die fur die DNA-Isolation bendtigt wurden
auf 70 °C bzw. 98 °C vorgewarmt werden. Die Rohrchen wurden 2 Minuten bei
13.000 rpm in die Zentrifuge gegeben. Wichtig war es die Rohrchen in der gleichen
Richtung aufzustellen, um eine spatere Identifizierung der entstehenden Pellets zu
erleichtern. AnschlieRend erfolgte die Entfernung des Uberstandes mit einer
Eppendorf Pipette. Je nach Auspragung der Pellets - welche oft schon als rote Punkte
auf einer Unterseite des Rohrchens erkennbar waren - konnte der Uberstand fast zur
Ganze abgesaugt werden. Fir jedes Réhrchen wurde eine neue Spitze verwendet.
Neuerliches Zuflihren von 100 pl 1x PBS erfolgte. Die Pellets wurden 2 Minuten bei
13.000 rpm in der Zentrifuge pelletiert und anschlieRend der Uberstand entfernt. Die
gekiihlte InstaGene Matrix Flasche (InstaGene™ Whole Blood Kit, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA) wurde auf einem Magnetriihrer 30 Sekunden gemischt.
Es wurden jeweils 60 pl InstaGene Matrix in die Réhrchen tbertragen. Des weiterem
erfolgte ein achtminutiges Wasserbad der Rohrchen bei 70 °C. AnschlieRend wurden
die Samples 15 Sekunden im Vortexer geschittelt und dann 4 Minuten bei 98 °C im
Thermocycler (Eppendorf Mastercycler Personal und Eppendorf Mastercycler 5333,
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) inkubiert. Es folgte eine Minute bei 13.000
rpm in der Zentrifuge, um Inhibitoren auf den Boden abzuzentrifugieren. Der
Uberstand konnte nun in die neuen beschrifteten Rohrchen tiberfihrt werden. Es
musste darauf geachtet werden, dass moglichst kein Salz mit gebundenen Inhibitoren
uberfuhrt wurde, sonst konnte sich dies negativ auf die folgenden PCR-Ergebnisse
(Polymerase-Kettenreaktion) auswirken. Die Aufreinigung wurde wiederholt um die
DNA (Desoxyribonukleinsdure) von Inhibitoren zu befreien. Die erhaltene DNA
konnte bei — 20 °C aufbewahrt werden. Bei neuerlichem Bedarf wurde die
gewunschte Probe bei Zimmertemperatur aufgetaut, 15 Sekunden im Vortexer
gemischt und 3 Minuten in der Zentrifuge zentrifugiert, damit das restliche
vorhandene Salz (wirkt inhibitorisch) zu Boden sinken konnte. Ein neuerliches
einfrieren am Ende des Arbeitsschrittes war mdglich, um die Proben bei Bedarf

weiter verwenden zu kénnen.
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2.2.4.2. Schritte der Nested PCR fur Plasmodium spp. Arten
Fur die Nested PCR (Polymerase-Kettenreaktion) sind mehrere Arbeitsschritte

erforderlich. Diese werden in den einzelnen Punkten erlautert.

2.2.4.2.1. Primer — Nested PCR

Die kleine Untereinheit der rRNA (SSU rRNA) wird fir die Bestimmung der
einzelnen humanen Plasmodienarten verwendet. Im Anschluss sind die verwendeten
Primer (synthetisiert von der Firma Microsynth AG, Balgach, Schweiz) fur die

einzelnen Arten aufgelistet (Tab. 4).

Tab. 4: Auflistung der verwendeten Primer bei Nested PCR, die jeweils angefihrten Primer wurden
bei NEST 1 Gattungsspezifisch sowie bei NEST 2 Gattungsspezifisch und Artspezifisch verwendet
(basierend auf SNOUNOU & SINGH, 2002; SINGH et. al., 2004; SINGH et. al., 1999;
CALDERARO et. al., 2007)

NEST 1 Gattungsspezifische Primer: rPLU1 + rPLU5

rPLUL: 5°-TCA AAG ATT AAG CCA TGC AAG TGA-3
rPLUS: 5"-CCT GTT GTT GCC TTAAAC TTC-3

NEST 2 Gattungsspezifische Primer: rPLU3 + rPLU4

rPLU3: 5°-TTT TTA TAA GGA TAA CTA CGG AAA AGC TGT-3
rPLU4: 5"-TAC CCG TCA TAG CCA TGT TAG GCC AAT ACC-3

NEST 2 Plasmodium falciparum (Pf) — Artspezifische Primer: rFALL + rFAL2

rFALL: 5-TTA AAC TGG TTT GGG AAA ACC AAATAT ATT-3
rFAL2: 5-ACA CAA TGA ACT CAATCATGA CTACCC GTC-3

NEST 2 Plasmodium knowlesi (Pk) — Artspezifische Primer: Pmk8 + Pmkr9

Pmk8: 5°-GTT AGC GAG AGC CAC AAA AAA GCG AAT-Z
Pmkr9: 5"-ACT CAA AGT AAC AAAATCTTC CGT A-3
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NEST 2 Plasmodium malariae klassisch (Pm) — Artspezifische Primer: rMAL1
+ rMAL2

rMAL1: 5-ATA ACA TAG TTG TAC GTT AAG AAT AAC CGC-3
rMAL2: 5'-AAA ATT CCC ATG CAT AAAAAATTATAC AAA-3

NEST 2 Plasmodium ovale klassisch (PoC) — Artspezifische Primer: rOVAL +
roOvA2

rOVALl: 5-ATC TCT TTT GCT ATT TTT TAG TAT TGG AGA-3’
rOvA2: 5"-GGA AAA GGA CAC ATT AAT TGT ATC CTA GTG-3°

NEST 2 Plasmodium ovale NP-2002 (PoR) — Artspezifische Primer: rOVAL +
rPLU2

rOVAL: 5-ATC TCT TTT GCT ATT TTT TAG TAT TGG AGA-3’
rPLU2: 5°-ATC TAA GAA TTT CAC CTC TGA CAT CTG-3

NEST 2 Plasmodium ovale Variation (PoV) — Artspezifische Primer: rOVAlv
+ rOVA2v

rOVAlv: 5-ATC TCC TTT ACT TTT TGT ACT GGA GA-3’
rOvVA2v: 5°-GGA AAA GGA CAC TAT AAT GTATCC TAATA-3

NEST 2 Plasmodium vivax (Pv) — Artspezifische Primer: rVIV1 + rVIV2

rvVIV1: 5-CGC TTC TAG CTT AAT CCA CAT AAC TGA TAC-3’
rvViv2: 5"-ACT TCC AAG CCG AAG CAA AGA AAG TCCTTA-3

2.2.4.2.2. Verdinnung Primer
Um die Primer Stammlésung herzustellen, wurden die vom Hersteller gelieferten
Iyophilisierten  Primer  entsprechend dem  mitgelieferten  vorgegebenen

Qualitatszertifikat mit nukleasefreiem Wasser zu einer 100 mM Ldsung verdinnt.
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AnschlieBend wurden daraus Aliquote vorbereitet, die bei der PCR verwendet
wurden. Sowohl die Stammldsung (100 pl) als auch die Primerldsung (10 ul) wurden

bei — 20 °C eingefroren.

2.2.4.2.3. Vorbereitung der DNA-Leiter

Die DNA-Leiter (50 Basenpaare (bp)), der Firma Sigma-Aldrich wurde 1:5 verdlnnt.
Es wurden z.B. 10 pl 5x Green GoTag® Flexi Puffer und 40 pl DNA-Leiter
aliquotiert. Die DNA-Leitern wurden bei — 20 °C gelagert.

2.2.4.2.4. PCR-Analyse

Das GoTag®PCR Core System (Promega, Madison, WI, USA) beinhaltet:
250u GoTag® DNA-Polymerase

5x Colorless GoTag® Flexi Puffer

5x Green GoTaq® Flexi Puffer

MgCl; (20 mM)

PCR Nucleotide Mix dNTPs (10 mM)

Bei NEST 1-Reaktionen wurde uberwiegend Colorless GoTag® Flexi Puffer und bei
NEST 2-Reaktionen Green GoTaq® Flexi Puffer verwendet. Die unterschiedliche

Verwendung der Puffer hatte allerdings keine Auswirkungen auf die Ergebnisse.

a) NEST 1 PCR

Unter der Sterilbank wurden 0,2 ml PCR Réhrchen (Firma Biozym) fur das NEST 1
und 1,5 pl Réhrchen fir den Master Mix mit einem wasserfesten Stift beschriftet.
Wahrenddessen wurden 5x Colorless GoTag® Flexi Puffer oder 5x Green GoTaq®
Flexi Puffer, MgCl, PCR Nucleotide Mix, Primer (rPLU1/rPLUS5), sowie die DNA
aufgetaut. Die GoTag® DNA-Polymerase wurde erst kurz vor Zugabe in den Master
Mix aus dem Gefrierschrank genommen und nach Zugabe zum Master Mix wieder
ehestmoglich eingefroren. Der Master Mix wurde nach einer Grundformel angesetzt

und konnte je nach Probenanzahl variieren (Tab. 5).
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Tab. 5: Grundformel Master Mix fur 50 pl (45 pl Master Mix + 5 pul DNA)

Reagenzien
10l 5x Colorless GoTag® Flexi Puffer/
5x Green GoTaq® Flexi Puffer
4 ul MgCl; (20 mM)
0,625 pl PCR Nucleotide Mix (10 mM)
5ul Primer A (10 pM/ul)
5ul Primer B (10 pM/ul)
0,2 ul GoTag® DNA-Polymerase (250 U)
20,175 pl nukleasefreies Wasser

Je 45 pl des Master Mixes wurden in die Rohrchen pipettiert. Die Rohrchen wurden
jeweils fur jeden Arbeitsschritt einzeln gedffnet und geschlossen - um
Kontaminationen zu vermeiden. Anschliefend wurden 5 pl der gewiinschten DNA
hinzugefiigt. Das NEST 1-Produkt wurde anschlieBend in den Thermocycler (siehe
2.2.4.2.5. Amplifikationsreaktion) eingesetzt wo die Amplifikationen stattfanden.

b.) NEST 2-Reaktionen (Gattungsspezifisch)

Die Arbeitsschritte waren bei der Herstellung der Genusspezifischen NEST 2-
Reaktion dhnlich wie bei dem vorher beschriebenen Verfahren. Jedoch wurden statt
der DNA das NEST 1-Produkt und die Primer rPLU3/rPLU4 bei 25 pl Reaktionen
verwendet. Eine Gattungsspezifische Amplifikation war ndtig um eine Aussage zu
treffen, ob das Sample Malariaparasiten enthielt. Die positiven Malariafalle wurden

weiter auf Artniveau untersucht.

c.) NEST 2 (Artspezifisch)

Der Master Mix wurde mit 25 pl (22,5 pl Master Mix und 2,5 pl NEST 1-Produkt)
angesetzt. Die Primer banden spezifisch fir die jeweils zu untersuchende Malariaart.
Durch Amplifikation des NEST 2-Produkts konnte eine Aussage Uber vorhandene
asymptomatische Malariaarten getroffen werden. AuBer bei Plasmodium knowlesi,
welches eine hohere Annealingtemperatur bendétigte, konnten alle anderen Arten wie

bei NEST 1-Reaktionen amplifiziert werden.
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2.2.4.2.5. Amplifikationsreaktion
Die folgenden Einstellungen der Thermocycler waren fur die Amplifikation der PCR
notwendig (Tab. 6).

Tab. 6: Es wird die verwendete VVorlage der Ablé&ufe fiir die beiden Thermocycler gezeigt, welche fir
die Amplifikation der PCR notwendig waren

a.) NEST 1 (rPLU1/rPLUS5) und die Artspezifischen NEST 2-Reaktionen:
Plasmodium falciparum (Pf) - (rFAL1/rFAL2)
Plasmodium malariae klassisch (Pm) - (rMAL1/rMALZ2)
Plasmodium ovale klassisch (PoC) - (rOVA1l/rOVA2)
Plasmodium ovale NP-2002 (PoR) - (rOVAL/rPLU2)
Plasmodium ovale Variation (PoV) - (rOVA1v/rOVA2v)
Plasmodium vivax (Pv) - (rVIV1/rVIV2)

Schritt 1: Anféangliche Denaturierung — 95 °C bei 4 min

Schritt 2: Annealing — 58 °C bei 2 min

Schritt 3: Extension — 72 °C bei 2 min

Schritt 4: Denaturierung — 94 °C bei 1 min

Schritt 5: Wiederholung der Schritte 2 - 4 bei der Dauer von 25 Zyklen
Schritt 6: Final annealing — 58 °C bei 2 min

Schritt 7: Final extension — 72 °C bei 5 min

Schritt 8: Die Reaktion ist zu Ende wenn die Temperatur bei 25 °C liegt

b.) NEST 2 (rPLU3/rPLU4)

Schritt 1: Anféngliche Denaturierung — 95 °C bei 4 min

Schritt 2: Annealing — 64 °C bei 2 min

Schritt 3: Extension — 72 °C bei 2 min

Schritt 4: Denaturierung — 94 °C bei 1 min

Schritt 5: Wiederholung der Schritte 2 - 4 bei der Dauer von 30 Zyklen
Schritt 6: Final annealing — 64 °C bei 2 min

Schritt 7: Final extension — 72 °C bei 5 min

Schritt 8: Die Reaktion ist zu Ende wenn die Temperatur bei 4 °C liegt
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c.) NEST 2 — Plasmodium knowlesi (PK) - (Pmk8/Pmkr9)

Schritt 1: Anfangliche Denaturierung — 95 °C bei 4 min

Schritt 2: Annealing — 55 °C bei 1 min

Schritt 3: Extension — 72 °C bei 2 min

Schritt 4: Denaturierung — 94 °C bei 30 Sekunden

Schritt 5: Wiederholung der Schritte 2 - 4 bei einer Dauer von 40 Zyklen
Schritt 6: Final annealing — 55 °C bei 2 min

Schritt 7: Final extension — 72 °C bei 10 min

Schritt 8: Reaktion ist zu Ende wenn die Temperatur bei 4 °C liegt

2.2.4.2.6. Gel-Elektrophorese

Ausgangsprodukt war 50x TAE Puffer (Firma Roth), dieser musste vor dem weiteren
Gebrauch zuerst im Verhéltnis 1:50 verdunnt werden. Eine 1x TAE Ldsung wurde
hergestellt.

Fur die Gel-Elektrophorese wurde ein 2 % Agarosegel verwendet. 2 g Agarose
(Firmen Sigma-Aldrich, Biozym, Roth) wurden in einen Erlenmeyerkolben
eingewogen.

AnschlieBend wurden 100 ml 1x TAE-Puffer hinzugefugt. In einer Mikrowelle
wurde die Agarose ca. 2 Minuten bei voller Leistung erhitzt. Wenn die Agarose
flissig war, wurde sie abgekihlt. Kurz darauf erfolgte die Zugabe von 10 pl 1 %
Ethidiumbromid. Durch vorsichtiges Rotieren konnte das Ethidiumbromid
gleichméfig verteilt werden. Die Agarose wurde in eine spezielle Gelform gegossen.
Je nach Anzahl der Proben konnten verschiedene Kdmme eingesetzt werden. Ebenso
konnten je nach Analysebedarf die K&mme doppelt oder einfach in das Gel
positioniert werden.

Das Gel wurde flr eine Stunde unter Lichtabdunkelung ausgehartet. Der Kamm
wurde vorsichtig entfernt, das Gel aus seiner Gelform entnommen, die zu
untersuchenden Proben, sowie eine Negativkontrolle und die dazu gehdrende
Positivkontrolle aufgetragen (Abb. 14). Die DNA-Leiter wurde an Position 1
aufgetragen. Die Nummer der Proben, sowie deren Reihenfolge wurden genauestens
im Protokollheft notiert, um mdgliche Arbeitsfehler ausschlielen zu kénnen. Die

Gele wurden in das mit 1x TAE Puffer beftllte Elektrophoresegerat (Mupid, Biorad)
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gegeben. Je nach Gerdt variierte die Spannung von 70 — 90 V bei einer Laufzeit von
30 — 60 Minuten.

2.2.4.2.7. Interpretation der Ergebnisse
Nach Ablauf der Elektrophorese wurde das Agarosegel aus der Pufferldsung
entnommen und DNA-Stucke unter UV-Licht sichtbar gemacht (Abb. 14).

Abb. 14: Abbildung eines Agarosegels, Analyse auf Plasmodium falciparum. Links auBen DNA-
Leiter, gefolgt von 17 DNA-Proben, Negativkontrolle und positiver Plasmodium falciparum
Kontrolle, Banden stellen jeweils eine positive Testung auf Plasmodium falciparum dar,

leergebliebene Felder sind negativ.

Tab. 7: Auflistung der Artspezifischen Malaria mit ihren Basenpaaren (bp), nach aufsteigenden

Basenpaaren gereiht

Artspezifische Malaria Basenpaare

Pv 121 bp
Pm 146 bp
Pk 153 bp
Pf 206 bp
PoR 226 bp
rPLU3/4 235 bp

PoC ~ 800 bp
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Vor der handischen Auswertung wurden DNA-Leiter, die Nummerierung der
Proben, die negative Kontrollprobe sowie, die positive Kontrollprobe auf ihre
Richtigkeit tberprift (Tab. 7).

2.2.4.2.8. Auswertung

Die aufgenommenen Rohdaten wurden im Programm Excel (Microsoft, Redmond,
Washington, US) in eine Tabelle Ubertragen. Es wurde eine Gesamtibersichtstabelle
mit allen positiven und negativen Ergebnissen aller Durchgénge, sowie fur jeden
Subbezirk einzelne Tabellen erstellt und zwischen Trocken- und Regensaison
unterschieden. Zur Vereinfachung wurden die verschiedenen Plasmodium ovale
Typen (PoC, PoR) zu Plasmodium ovale (Po) zusammengefasst.

AnschlieBend erfolgte mittels Excel eine grafische Darstellung der ausgewerteten

Prozentsétze mittels Balkendiagrammen und Kreisdiagrammen.

Des Weiteren wurden mikroskopische Ergebnisse, RDTs und molekulare
Untersuchungsmethoden (PCR) der asymptomatischen Malariafalle
gegenuibergestellt. Mittels VassarStats (http://vassarstats.net/) konnte Sensitivitat,
Spezifitat, sowie deren positive und negative Vorhersagewerte berechnet werden.

Folgende Formeln wurden fir die statistische Auswertung verwendet:

Vierfeldertafel:

Als Ausgangspunkt fur die Ermittlung von Sensitivitat, Spezifitat, positiven und
negativen Vorhersagewert wurde eine Vierfeldertafel (Tab. 8) verwendet. Diese
beruhte auf der Grundlage einer 2 x 2 Kontingenztafel. Grundvoraussetzung fir die
Verwendung einer Vierfeldertafel war, dass der Erwartungswert der vier Felder

mindesten 5 sein musste.

Tab. 8: Darstellung einer allgemeinen Vierfeldertafel

Merkmal M1 M2 Gesamt
M1 a b a+b
M 2 C d d+c
gesamt atc b+d N=a+b+c+d
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> Sensitivitat:

Anzahl richtig positiver
Sensitivitat =

(Anzahl richtig positiver + Anzahl falsch negativer)

» Spezifitat:

Anzahl richtig negativer

Spezifitat =
(Anzahl richtig negativer + Anzahl falsch positiver)

> Positiver Vorhersagewert:

richtig positiv
positiver Vorhersagewert =

(richtig positiv + falsch positiv)

> Neqgativer Vorhersagewert:

richtig negativ

negativer Vorhersagewert = - —— -
g g (falsch negativ + richtig negativ)

Chi?-Test;

Es handelt sich hier um eine Kreuztabelle, diese wird auch Kontingenztabelle
genannt. Die Aufstellung erfolgte z.B. in einer 2 x 2 Tabelle (siehe Vierfeldertafel).
Mittels Chi®-Test wurde iiberpriift, ob ein bestimmtes Merkmal bei mindestens zwei
Studienteilnehmern identisch vorhanden war. VassarStats (http://vassarstats.net/)
ermoglichte die Auswertung fur die dazugehorende Nullhypothese. Bei der
Nullhypothese wurde davon ausgegangen, dass M1 und M2 unabhangig waren. Es
stimmten erwartete wie auch beobachtete Haufigkeiten tberein. Fir eine groRere
Stiickzahl der zu untersuchenden Studienteilnehmer wurde der Chi?-Test verwendet.

Exakter Fisher-Test:

Der Exakter Fisher-Test eignete sich besonders bei einer Kleineren zu
untersuchenden Anzahl von Studienteilnehmer. Der Erwartungswert musste kleiner 5

sein. Als Ausgangspunkt wurde eine 2 x 2 Kreuztabelle (siehe Vierfeldertafel)
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verwendet. Mittels VassarStats (http://vassarstats.net/) konnten zwei p-Werte
errechnet werden. Es handelte sich um exakte Signifikanz 1-seitig und exakte
Signifikanz 2-seitig. Wurden die zu untersuchenden Merkmale gegenseitig negativ
beeinflusst, so spricht man von einer einseitigen Wahrscheinlichkeit (p =). Im
Gegensatz dazu wurde der zweiseitige Test bei einer allgemeinen Abhéangigkeit
angewendet.
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3. Ergebnisse

3.1. Geschlechterverteilung der Studienteilnehmer
Insgesamt wurden 1867 Studienteilnehmer, die keine Malariasymptomatik
aufwiesen, mittels PCR auf Malariaerreger untersucht. Das Geschlechterverhaltnis

war trotz willkurlicher Teilnehmerzahl anndhernd gleich verteilt (Abb. 15).

Gesamte Verteilung der
Geschlechter

m Weiblich ®mMannlich ®nicht erhoben

1,4%

47,0% 51,5%

Abb. 15: Gesamtibersicht und prozentuelle Geschlechterverteilung der teilgenommenen
Studienteilnehmer (n = 1867)

3.2. Altersvergleich der Studienteilnehmer
Den grofiten Anteil der Studienteilnehmer mit 27,6 % machten Kinder bis 10 Jahren
aus, lediglich 0,1 % waren Uber 90 Jahre alt (Abb. 16). Studienteilnehmer ab 51

Jahren nahmen weniger an der Untersuchung teil.

Alter der Studienteilnehmer

m Alter in %

nicht erhoben
91-100
81-90
71-80
61-70
51 - 60
41-50
31-40
21-30
11-20

1-10 27,6%

Abb. 16: Prozentuelle Altersverteilung der Studienteilnehmer, in Zehnerschritten aufgeteilt (n = 1867)
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3.3. Rapid Diagnostic Test

Ein Schnelltest mittels RDT (Testung auf Falci Vax) wurde im Rahmen einer Studie
2007 von den Mitarbeitern der MARIB AuRenstelle in Bangladesch (grofiteils bei
Untersuchungen im Felde) durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden mit den Daten der

PCR und denen der Mikroskopie verglichen.

3.3.1. Allgemeine Durchfiihrung des RDT

Von den 1867 untersuchten Studienteilnehmern wurden bei der Studie im Jahre 2007
nur bei 15,3 % der Studienteilnehmer ein RDT zur Erkennung einer mdglichen
Malariainfektion durchgefiihrt. Da RDTs vorwiegend im Feld verwendet wurden und
Geld kosten. Bei 0,6 % der Studienteilnehmer lag kein Ergebnis des RDT vor.

3.3.2. Detailergebnisse des RDT
Von den getesteten Studienteilnehmern hatten 4,5 % eine Monoinfektion, bei 0,1 %
der Teilnehmer konnte eine Mehrfachinfektion mit Plasmodium falciparum und

Plasmodium vivax festgestellt werden (Abb. 17).

Gesamte RDT-Verteilung

B positiv positiv (Pf + Pv)
H negativ m nicht erhoben

45% 0,1%

10,7%

84,7%

Abb. 17: Allgemeine Auswertung des RDT auf mdgliche Malariainfektionen (n = 1867)

In der Regensaison wurde bei 4,8 % der Patienten Plasmodium falciparum gefunden,
in der Trockensaison konnte nur bei 1,8 % der Patienten Plasmodium falciparum
nachgewiesen werden (Abb. 18 und Abb. 19).
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RDT-Untersuchung in RDT-Untersuchung in
Regensaison Trockensaison
m positiv Pf m positiv Pv ® positiv Pf ™ positiv Pv

positiv (Pf + Pv) H negativ

positiv (Pf +Pv)  mnegativ  nicht erhoben

m nicht erhoben

0,2%
1,8%

0,4% 0,0%

0,1%

4,8%

10,4%
84,3%
Abb. 18: Detaillierte Auflistung der Malaria- Abb. 19: Detaillierte Auflistung der Malaria-
ergebnisse der RDT-Untersuchung im Sommer ergebnisse der RDT-Untersuchung im Winter
(n=1429) (n=438)

Tab. 9: Berechnung des Exakter Fisher-Tests, Vergleich der positiven Plasmodium falciparum

Proben mit denen von Plasmodium vivax fiir die Regen- und Trockensaison (n = 84)

Regensaison Trockensaison  gesamt
positiv Pf 69 8 77
positiv Pv 6 1 7
gesamt 75 9 84

Tab. 10: Zu sehen sind die aus den Ergebnissen des Exakter Fisher-Tests resultierenden

Signifikanzwerte, sowie der Chi®-Test nach Pearson

Exakte Signifikanz (2-seitig) | p=1
Chi%Test nach Pearson p = 0,005461

3.3.3. RDT im Vergleich mit Mikroskopie

In der Untersuchung auf Malaria wurde die Mikroskopie im Vergleich mit dem RDT
als ,,Gold““-Standard angesehen. Sowohl in der Regen- und Trockensaison gab es die
meisten Ubereinstimmungen bei den Auswertungen beider Methoden (Tab. 11 und
Tab. 13). In der Regensaison konnte bei der Mikroskopie eine Spezifitat von 91,6 %
erreicht werden, in der Trockensaison war sie mit 96,2 % hoher (Tab. 12 und Tab.
14). In der Trockensaison wurde nur eine Probe in der Mikroskopie als Malaria

positiv eingestuft (Tab. 13).
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Tab. 11: Mittels einer Vierfeldertafel wurden die Untersuchungsergebnisse der Regensaison von
Mikroskopie und RDT gegenlber gestellt, bei der Untersuchung auf Malaria wurde die Mikroskopie
als Gold-Standard angesehen (n = 225)

Regensaison Mikroskopie positiv  Mikroskopie negativ.  gesamt
RDT positiv 63 13 76
RDT negativ 8 141 149
gesamt 71 154 225

Tab. 12: Aufgrund der ausgewerteten Vierfeldertafel von Tab. 11 konnte eine Aussage Uber

Sensitivitat, Spezifitat, positiven und negativen Vorhersagewert in der Regensaison getroffen werden

Sensitivitat 88,7 %
Spezifitat 91,6 %
Positiver Vorhersagewert 82,9 %
Negativer Vorhersagewert 94,6 %

Tab. 13: Mittels einer Vierfeldertafel wurden die Untersuchungsergebnisse beziiglich der auftretenden
Malaria in der Trockensaison von Mikroskopie und RDT gegeniber gestellt. Gold-Standard war die
Mikroskopie (n = 60)

Trockensaison Mikroskopie positiv. Mikroskopie negativ.  gesamt
RDT positiv 7 2 9
RDT negativ 1 50 51
gesamt 8 52 60

Tab. 14: Dargestellt sind Sensitivitat, Spezifitat, positiver und negativer VVorhersagewert. Diese Werte

beziehen sich auf die Ergebnisse der Vierfeldertafel von Tab. 13

Sensitivitat 87,5%
Spezifitat 96,2 %
Positiver Vorhersagewert 77,8 %
Negativer Vorhersagewert 98,0 %

3.3.4. RDT im Vergleich mit molekularen Untersuchungsmethoden (PCR)

Als Gold-Standard in der Untersuchung der Malariaproben wurde die PCR
betrachtet. 37 Proben konnten durch die PCR als Malaria positiv ausgewertet
werden, der RDT zeigte jedoch hier ein negatives Ergebnis (Tab. 15). In der
Trockensaison waren die meisten Ergebnisse bei beiden Methoden negativ (Tab. 17).
Die Sensitivitat war in der Regensaison mit 63,4 % hoher als in der Trockensaison,
jedoch war in der Trockensaison die Spezifitit mit 97,8 % hoher als in der
Regensaison (Tab. 16 und Tab. 18).
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Tab. 15: Vergleich der Untersuchungsmethoden von RDT und PCR, die in der Regensaison
verwendet wurden, die PCR wurde bei der Untersuchung auf Malaria als Gold-Standard angesehen (n
= 225)

Regensaison PCR positiv. PCR negativ  gesamt
RDT positiv 64 12 76
RDT negativ 37 112 149
gesamt 101 124 225

Tab. 16: Gegeniiberstellung von Sensitivitat, Spezifitat, positiven und negativen Vorhersagewert aus
den resultierenden Ergebnissen der Regensaison von Tab. 15

Sensitivitat 63,4 %
Spezifitat 90,3 %
Positiver Vorhersagewert 84,2 %
Negativer Vorhersagewert 75,2 %

Tab. 17: In der Trockensaison wurde mittels RDT und PCR auf Malaria untersucht, Gold-Standard
war die PCR (h = 60)

Trockensaison PCR positiv. PCR negativ_ gesamt
RDT positiv 8 1 9
RDT negativ 6 45 51
gesamt 14 46 60

Tab. 18: Es ergaben sich fur die Trockensaison fur Tab. 17 folgende Werte fiir Sensitivitét, Spezifitat,
positiver und negativer Vorhersagewert

Sensitivitat 57,1%
Spezifitat 97,8 %
Positiver VVorhersagewert 88,9 %
Negativer Vorhersagewert 88,2 %

3.4. Vergleich Mikroskopie mit PCR

Die PCR wurde sowohl in der Regen- als auch Trockensaison als Gold-Standard
angesehen. In der Regensaison hatten 119 Studienteilnehmer laut PCR und
Mikroskopie keine Malaria (Tab. 19). Bei 35 Studienteilnehmern zeigte im
Gegensatz zur Mikroskopie das molekulare Verfahren ein positives Resultat. Die
Spezifitat lag bei dieser Untersuchung bei 99,2 %, der positive Vorhersagewert
betrug 98,5 % (Tab. 20).
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Tab. 19: Gegeniiberstellung von PCR und Mikroskopie in der Regensaison. Verwendet wurde eine

Vierfeldertafel, die PCR galt als Gold-Standard (n = 222)

Regensaison PCR positiv. PCR negativ  gesamt
Mikroskopie positiv 67 1 68
Mikroskopie negativ 35 119 154
gesamt 102 120 222

Tab. 20: Sensitivitat, Spezifitat, sowie positiver und negativer Vorhersagewert konnten mittels

Formel errechnet werden. Grundlage waren die Ergebnisse aus Tab. 19

Sensitivitat

Spezifitat

65,7 %
99,2 %

Positiver Vorhersagewert

Negativer Vorhersagewert

98,5 %
771,3%

In der Trockensaison waren die meisten Studienteilnehmer Malaria negativ (Tab.
21). Spezifitat und positiver VVorhersagewert betrugen 100,0 % (Tab. 22).

Tab. 21: Fir die Trockensaison ergaben sich bei Gegeniberstellung der PCR und Mikroskopie

folgende Resultate. Als Gold-Standard wurde die PCR angesehen (n = 60)

Trockensaison PCR positiv.  PCR negativ.  gesamt
Mikroskopie positiv 8 0 8
Mikroskopie negativ 6 46 52
gesamt 14 46 60

Tab. 22: Sensitivitat, Spezifitat, sowie positiver und negativer Vorhersagewert konnten anhand der

vorliegenden Vierfeldertafel von Tab. 21 ermittelt werden

Sensitivitat 57,1 %
Spezifitat 100,0 %
Positiver Vorhersagewert 100,0 %
Negativer Vorhersagewert 88,5 %

3.4.1. Allgemeine Artenverteilung bei Mikroskopie und PCR

In der Regensaison wurde durch die Mikroskopie weder Plasmodium malariae, noch
Plasmodium ovale entdeckt (Tab. 23). Die PCR konnte bei 67 Studienteilnehmern
eine gemischte Infektion von Plasmodium falciparum mit Plasmodium vivax
nachweisen. Mittels Mikroskopie konnte diese gemischte Infektion nur bei 3
Studienteilnehmern erkannt werden. Eine auftretende gemischte Infektion in der
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Form Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale und

Plasmodium vivax wurde durch die PCR bei 3 Studienteilnehmern gefunden.

Tab. 23: Gegeniberstellung und Vergleich der in der Regensaison gefundenen Malariaarten bei

Mikroskopie und PCR (n = 1429)

Malariaarten Mikroskopie (%0) PCR (%)
Pf 163 (11,4) 257 (18,0)
Pm 0 (0,0) 8 (0,6)
Po 0 (0,0) 6 (0,4)
Pv 36 (2,5) 59 (4,1)
Pf, Pm 0 (0,0 17 (1,2)
Pf, Po 0 (0,0) 4 (0,3)
Pf, Pv 3(0,2) 67 (4,7)
Pm, Pv 0 (0,0) 4 (0,3)
Pf, Pm, Po 0 (0,0) 3(0,2)
Pf, Pm, Pv 0 (0,0) 8 (0,6)
Pf, Pm, Po, Pv 0 (0,0) 3(0,2)
allg. pos./ Plasmodium sp.” 2(0,2) 4(0,3)
negativ 1214 (85,0) 989 (69,2)
nicht durchgefiihrt 11 (0,8) 0(0,0)
gesamt 1429 (100,0) 1429 (100,0)

) Bei der Sequenzanalyse wurden die Proben als Gametozytentrager analysiert

Tab. 24: Gegenlberstellung und Vergleich der in der Trockensaison gefundenen Malariaarten bei

Mikroskopie und PCR (n = 438)

Malariaarten Mikroskopie (%) PCR (%)
Pf 27 (6,2) 68 (15,5)
Pm 0(0,0) 5(1,1)
Po 0(0,0) 1(0,2)
Pv 7(1,6) 26 (5,9)
Pf, Pm 0(0,0) 3(0,7)
Pf, Pv 2(0,5) 10 (2,3)
Po, Pv 0(0,0) 1(0,2)
Pm, Pv 0(0,0) 1(0,2)
Pf, Pm, Pv 0 (0,0) 1(0,2)
Pf, Po, Pv 0(0,0) 1(0,2)
negativ 400 (91,3) 321 (73,3)
nicht durchgefihrt 2 (0,5) 0(0,0)
gesamt 438 (100,0) 438 (100,0)

In der Trockensaison wurde durch die Mikroskopie bei 7 Studienteilnehmern

Plasmodium vivax gefunden, durch die PCR konnte bei 26 Studienteilnehmern diese
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Art nachgewiesen werden (Tab. 24). Plasmodium malariae als Monoinfektion
konnte nur durch die PCR bei 5 Studienteilnehmern erkannt werden.

3.4.2. Vergleich der verschiedenen Malariaarten in den einzelnen Subbezirken

Durch die Anwendung der PCR konnten in allen 7 Bezirken Malaria nachgewiesen
werden (Tab. 25). In Thanchi hatten die meisten Studienteilnehmer Erreger im Blut
(100 Personen; 22,7 %), wahrend in Alikadam die wenigsten Studienteilnehmer
Malaria positiv waren. Hier konnten mittels PCR nur 22 Studienteilnehmer (5,0 %)

als Malaria positiv erkannt werden.

Tab. 25: Mittels PCR wurde ein geografischer Vergleich der einzelnen Subbezirke in der

Regensaison durchgefiihrt (n = 1429)

Regensaison PCR positiv (%) PCR negativ (%) gesamt
Alikadam 22 (5,0) 167 (16,9) 189
Bandarban 79 (18,0) 141 (14,3) 220
Lama 35 (8,0) 185 (18,7) 220
Naikhongchhari 40 (9,1) 142 (14,4) 182
Rowangchhari 92 (20,9) 94 (9,5) 186
Ruma 72 (16,4) 140 (14,2) 212
Thanchi 100 (22,7) 120 (12,1) 220
gesamt 440 (100,0) 989 (100,0) 1429

In der Trockensaison konnten mittels PCR in 3 Bezirken (Bandarban, Rowangchhari
und Ruma) Malaria nachgewiesen werden (Tab. 26). Zwischen Regensaison und
Trockensaison gab es starke Unterschiede (z.B. Ruma: Sommer 34,0 % vs. Winter
13,4 %).

Tab. 26: Darstellung der Ergebnisse mittels Chi%-Test nach Pearson. Die Durchfiihrung erfolgte

mittels PCR, es werden die gefundenen Malariafélle in der Regensaison und Trockensaison gezeigt

PCR positiv PCR positiv
Regensaison (%) Trockensaison (%) p
Bandarban 79 (35,9) 81 (29,7) 0,141645
Rowangchhari 92 (49,5) 27 (27,6) 0,000374
Ruma 72 (34,0) 9(13,4) 0,001253

In Ruma wurde bei 3 Studienteilnehmern eine Vierfachinfektion gefunden. Es
handelte sich hier um Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium
ovale und Plasmodium vivax (Tab. 27). In Bandarban gab es 192 negative Testungen

auf Malaria. Es konnten hier die meisten Plasmodium vivax Infektionen (18)
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festgestellt werden.

In Thanchi

Plasmodium falciparum.

hatten die meisten Studienteilnehmer

(61)

Tab. 27: Darstellung der Mehrfachinfektionen durch Malaria in den einzelnen Subbezirken in der

Regensaison und Trockensaison, die Auswertung erfolgte mittels PCR (n = 1867)

Bezirk Malariaarten PCR (%)

Alikadam Pf 12 (6,3)

Pv 4(2,1)

Pf, Po 1(0,5)

Pf, Pv 4(2,1)

Pf, Pm, Po 1(0,5)

negativ 167 (88,4)

Bandarban Pf 52 (23,6)

Pm 2(0,9)

Pv 5(2,3)

Pf, Pm 2(0,9)

Pf, Pv 14 (6,4)

Pf, Pm, Pv 2(0,9)

Plasmodium sp. 2 (0,9)

negativ 141 (64,1)

Lama Pf 22 (10,0)

Pm 1(0,5)

Pv 4(1,8)

Pf, Pm 2(0,9)

Pf, Pm, Po 5(2,3)

c Pf, Pm, Pv 1(0,5)
8 negativ 185 (84,1)
T Naikhongchhari Pf 18 (9,9)
8 Pm 1(0,5)
(<5} Po 3(1,6)
D Pv 9(4,9)
nd Pf, Pm 1(0,5)
Pf, Pv 7(3,8)

Pf, Pm, Pv 1(0,5)

negativ 142 (78,0)

Rowangchhari Pf 51 (27,4)

Po 1(0,5)

Pv 11 (5,9)

Pf, Pm 3(1,6)

Pf, Po 3(1,6)

Pf, Pv 18 (9,7)

Pm, Pv 3(1,6)

Pf, Pm, Po 1(0,5)

Pf, Pm, Pv 1(0,5)

negativ 94 (50,5)
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Ruma Pf 41 (19,3)

Pm 4 (1,9)

Po 1(0,5)

Pv 11 (5,2)

Pf, Pm 4(1,9)

Pf, Pv 5 (2,4)

Pm, Pv 1(0,5)

Pf, Pm, Pv 2(0,9

Pf, Pm, Po, Pv 3(1,4)

negativ 140 (66,0)

Thanchi Pf 61 (27,7)

Po 1(0,5)

Pv 15 (6,8)

Pf, Pm 5(2,3)

Pf, Pv 15 (6,8)

Pf, Pv, Pm 1(0,5

Plasmodium sp.” 2(0,9)

negativ 120 (54,5)

Bandarban Pf 49 (17,9)

Pm 4 (1,5)

Po 1(0,4)

Pv 18 (6,6)

Pf, Pm 3(1,1)

Pf, Pv 6 (2,2)

c negativ 192 (70,3)
Q Rowangchhari Pf 15 (15,3)
'S Pm 1(1,0)
2 Pv 5 (5,1)
&J Pf, Pv 3(3,1)
O Pm, Pv 1(1,0)
O Po, Pv 1(1,0)
- Pf, Pm, Pv 1(1,0)
negativ 71 (72,4)

Ruma Pf 4 (6,0)

Pv 3(4,5

Pf, Pv 1(1,5)

Pf, Po, Pv 1(1,5)

negativ 58 (86,6)

) Bei der Sequenzanalyse wurden die Proben als Gametozytentrager analysiert

Monoinfektionen mit Plasmodium falciparum konnten ann&hernd mit gleicher
Verteilung bei Ménnern und Frauen gefunden werden (Tab. 28). Bei Mannern
zwischen 21 bis 30 Jahren kam diese Art haufiger vor. Seltener wurde Plasmodium
ovale beobachtet. Hier gab es einen Unterschied in der Altersklasse von 11 bis 20

Jahren. Mehr Madchen hatten Plasmodium ovale. Bei Mehrfachinfektionen mit
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Plasmodium falciparum und Plasmodium vivax gab es die meisten Abweichungen

zwischen Mannern und Frauen.

Tab. 28: Tabellarische Darstellung von Pf Monoinfektionen, Pv Monoinfektionen, sowie Pf und Pv
Mehrfachinfektionen, die Auswertung erfolgte mittels PCR, die Einteilung erfolgte in Zehnerschritte
bei der Alterswahl (n = 526)

Pfund Pv
Pf Monofalle Pv Monofélle Mehrfachinfektionen
PCR PCR PCR

Alter Weibl. | Mannl. | Weibl. | Mannl. Weibl. Mannl.
1-10 43 46 14 17 20 28
11-20 34 31 9 3 14 15
21-30 22 35 6 5 5 6
31-40 21 21 7 5 3 16
41-50 16 18 7 5 3 7
51-60 7 15 2 2 0 3
61-70 0 4 1 0 0 2
71-80 2 2 0 0 0 0
81-90 0 1 0 0 0 0
91 -100 0 0 0 0 0 0
nicht durchgefihrt 2 0 0 1 0 0
gesamt 147 173 46 38 45 77

In der Regensaison konnte bei 3 Studienteilnehmern eine Vierfachinfektion gefunden
werden (Tab. 29). Die prddominante Art war sowohl in der Regen- wie auch

Trockensaison Plasmodium falciparum, gefolgt von Plasmodium vivax.

Insgesamt wurde Plasmodium falciparum bei 359 Studienteilnehmern in der
Regensaison und bei 83 Studienteilnehmern in der Trockensaison nachgewiesen
(Tab. 30). Es handelte sich somit um die am hdufigsten verbreiteteste Art. Gefolgt

von Plasmodium vivax.
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Tab. 29: Gefundene Mono- und Mehrfachinfektionen bei Plasmodium falciparum und Plasmodium

vivax wahrend der Regensaison und Trockensaison, Untersuchung erfolgte mittels PCR (n = 533)

Malariaarten PCR (%)

Pf 257 (48,2)

Pf, Pm 17 (3,2)

S Pf, Po 4(0,8)
§ :, Ev 67 (12,6)
S , Pm, Po 3(0,6)
§ Pf, Pm, Pv 8 (1,5
Pf, Pm, Po, Pv 3(0,6)

Pv 59 (11,1)

Pm, Pv 4(0,8)

Pf 68 (12,8)

c Pf, Pm 3(0,6)
2 Pf, Pv 10 (1,9)
3 Pf, Pm, Pv 1(0,2)
g Pf, Po, Pv 1(0,2)
< Pv 26 (4,9)
= Po, Pv 1(0,2)
Pm, Pv 1(0,2)

Tab. 30: Artenspektrum der mit PCR festgestellten Malariaarten wéhrend der Regensaison (N gesam: =
440) und Trockensaison(n gesame = 117)

Malariaart PCR (%)

C Pf 359 (81,6)
% Pm 43 (9,8)
g Po 16 (3,6)
g Pv 141 (32,0)
allg. pos./ Plasmodium sp. 4(0,9)

5 Pf 83 (70,9)
g Pm 10 (8,5)
g Po 3(2,6)
= Pv 40 (34,2)

) Bei der Sequenzanalyse wurden die Proben als Gametozytentrager analysiert
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4. Diskussion

Im Zuge dieser Diplomarbeit wurden 1867 asymptomatische, fieberfreie
Studienteilnehmer mittels nested PCR auf Malariaerreger (Gattungs- und Artniveau)
untersucht. Die Blutproben stammten aus Bangladesch und wurden sowohl in der
Trocken- als auch in der Regensaison gesammelt. Bei den zu untersuchenden Arten
handelte es sich um: Plasmodium falciparum, Plasmodium knowlesi, Plasmodium
malariae, Plasmodium ovale und Plasmodium vivax. Die Ergebnisse wurden mit den
vor Ort ublichen Untersuchungsmethoden (RDT, Mikroskopie) verglichen. RDT und
Mikroskopie waren in der Erkennung von Plasmodium falciparum und Plasmodium
vivax zuverlassig. Bei den anderen Arten gibt es aber Nachholbedarf in der
Diagnosestellung. Zudem konnten bei den herkdmmlichen Methoden nur wenige
Mischinfektionen erkannt werden, einige Arten (Plasmodium malariae, Plasmodium

ovale) wurden bersehen.

Allgemeines

Malaria ist nach wie vor eine sehr ernst zu nehmende Erkrankung. Deshalb wurden
durch die WHO im aktuellen World Malaria Report Daten von 104 Malaria
endemischen Landern gesammelt. Es wird vermutet, dass ca. 3,3 Milliarden
Menschen der Gefahr ausgesetzt sind, an Malaria zu erkranken. Besonders Kinder
und Schwangere sind betroffen (WHO, 2013c).

Rapid Diagnostic Test

Vergleicht man die drei Untersuchungsmethoden anhand der gewonnenen Falci Vax
Erkenntnisse, so ist festzustellen, dass der verwendete RDT sensitiv auf Antigene
von Plasmodium falciparum (HRP2) und Plasmodium vivax (pLDH) reagiert. Eine
Parasitendichte von 2000 - 5000 Parasiten/ul reicht fur den Nachweis von
Plasmodium falciparum (sensitiver) und Plasmodium vivax (weniger sensitiv) aus.
Bei einer Parasitendichte von 200 Parasiten/pl kann es zu Abweichungen in den
Ergebnissen kommen. Géngige RDTs erlangen mittlerweile bei Plasmodium
falciparum eine Sensitivitat von 95 %. Oftmals werden allerdings positive Proteine
durch den RDT noch nachgewiesen, obwohl eine Malariainfektion bereits therapiert
ist, da die Antigene noch einige Zeit im Blut verbleiben (WHO, 2009). Dieser

Schnelltest ist im Gegensatz zur PCR zeit- und kostengunstig. Er kann leicht und
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direkt im Feld angewendet werden und stellt daher fir die Ersterkennung von
Malaria ein schnelles Hilfsmittel fir diese beiden Arten dar. Jedoch kénnen andere
Monoinfektionen (Plasmodium knowlesi, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale)
und Mischinfektionen mit diesem Test nicht erkannt werden.

STARZENGRUBER et. al. (2010) stellten mittels PCR fest, dass féalschlicherweise
ein Studienteilnehmer durch den RDT mit Plasmodium ovale Erregern als Malaria
negativ eingestuft wurde. In einer Studie von SELIMUZZAMAN et. al. konnten bei
262 Studienteilnehmern Plasmodium falciparum (83,7 %) und Plasmodium vivax
(16,2 %) nachgewiesen werden (SELIMUZZAMAN et. al., 2010). Die Ergebnisse
von SELIMUZZAMAN et. al. decken sich mit dieser Studie. In der Regen- und
Trockensaison konnten mehr Plasmodium falciparum Infektionen im Gegensatz zu
Plasmodium vivax Infektionen nachgewiesen werden. Mischinfektionen mit
Plasmodium falciparum und Plasmodium vivax wurden nur in einem geringen
Ausmal, oder gar nicht erkannt. Andere Mischformen wurden durch den RDT nicht

gefunden.

Mikroskopie

Die Untersuchung mittels Mikroskopie gilt noch immer in manchen Teilen der Welt
als Gold-Standard Methode. Sie leistet neben dem RDT einen wichtigen Beitrag zur
Erkennung von Plasmodium sp. und ist leicht im Feld oder armen Regionen
anzuwenden. Es bedarf allerdings einiger Ubung und Einarbeitungszeit fur die
richtige Diagnose der Krankheitserreger. Schizonten, Trophozoiten und Gametozyten
missen richtig erkannt und den einzelnen Arten entsprechend zugeordnet werden.
Oft werden vor Ort nicht bekannte Malariaerreger ibersehen, da diese bis dato nicht
in dieser Region vertreten waren.

So wurde Plasmodium ovale félschlicherweise zuerst als Plasmodium malariae
diagnostiziert und behandelt. Es erfolgte ein Relaps (STARZENGRUBER et. al.
2010). Nur durch die weitere Auswertung mittels PCR konnte zum ersten Mal 2010
Plasmodium ovale in Bangladesch nachgewiesen werden (FUEHRER et. al., 2010a).
MAUDE et. al. fihrten von 1999 bis 2006 eine Studie im Sidosten Bangladeschs
durch. Es konnte durch die Mikroskopie Plasmodium falciparum (11,6 %) als
héufigste Art erkannt werden, gefolgt von Plasmodium vivax (4,9 %).
Mischinfektionen mit beiden Arten kamen bei 0,01 % der Studienteilnehmern vor

(MAUDE et. al., 2008). Zum damaligen Zeitpunkt war Plasmodium ovale und
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Plasmodium malariae in Bangladesch noch nicht bekannt. Diese Studie untersttzt
die Ergebnisse dieser Diplomarbeit. Es wurde mittels Mikroskopie in der
Regensaison (11,4 %) und Trockensaison (6,2 %) Plasmodium falciparum am
haufigsten nachgewiesen, gefolgt von der zweithdufigsten Form Plasmodium vivax.
Hier hatten in der Regensaison 2,5 % der Studienteilnehmer und in der
Trockensaison 1,6 % der Studienteilnehmer diese Art. Mischinfektionen mit beiden
Arten konnten sowohl in der Regensaison (0,2 %), wie auch in der Trockensaison
(0,5 %) zu einem geringeren Anteil nachgewiesen werden. Andere Arten, sowie

andere Mischinfektionen wurden durch die Mikroskopie nicht entdeckt.

PCR

Mittels PCR konnen bereits durch kleinste Mengen DNA (6 Parasiten/pl)
Malariaerreger nachgewiesen werden. Diese Methode ist sehr sensitiv und empfiehlt
sich als Erganzung zu den am hé&ufigsten gebrauchlichen Methoden (RDT,
Mikroskopie). Es werden dazu hoch konservierte Regionen der kleinen Untereinheit
der ribosomalen RNA (SSU rRNA) fiir die Diagnose der Malaria benutzt (SINGH et.
al., 1999). Da es sich um eine ausgereifte Technik handelt, sollte dieses Verfahren als
neue Gold-Standard Methode angesehen werden. Diese Methode ist allerdings sehr
zeitaufwendig, kostenintensiv, kontaminationsanfallig und wird daher in
Entwicklungslandern selten angewendet. Zu den gangigsten Arten Plasmodium
falciparum und Plasmodium vivax, die durch Mikroskopie und RDT erkannt werden,
kdénnen mittels PCR noch die Arten Plasmodium knowlesi, Plasmodium malariae,
und Plasmodium ovale nachgewiesen werden. Mischinfektionen werden durch die
beiden Untersuchungsmethoden (RDT, Mikroskopie) oft vernachléssigt. Durch die
PCR konnen Mischinfektionen aller Arten viel einfacher und sicherer erkannt
werden, welches die korrekte Behandlung von Malariapatienten wesentlich
erleichtert.

FUEHRER et. al. untersuchten in ihrer Studie Fieberpatienten. Durch die PCR
konnten bei 11,1 % der Studienteilnehmer eine Mischinfektion, die durch
Plasmodium falciparum und Plasmodium vivax verursacht wurde nachgewiesen
werden. Bei 1,1 % der Studienteilnehmer konnte Plasmodium falciparum mit
Plasmodium malariae diagnostiziert werden. Eine Mischinfektion bestehend aus
Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax und Plasmodium malariae wurde bei 1,1

% der Studienteilnehmer erkannt. Plasmodium falciparum wurde am haufigsten
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gefunden, gefolgt von Plasmodium vivax, Plasmodium malariae und Plasmodium
ovale. In dieser Studie wurden die Teilnehmer auch mittels Mikroskopie und RDT
untersucht, bei beiden Methoden konnte lediglich die Kombination der Erreger von
Plasmodium falciparum und Plasmodium vivax nachgewiesen werden (FUEHRER
et. al. 2010a). Vergleicht man diese Studie mit den hier erlangten Erkenntnissen, so
ist festzustellen, dass in der Regensaison durch die PCR bei 0,2 % der
Studienteilnehmern Mischinfektionen in der Reihenfolge Plasmodium falciparum,
Plasmodium malariae, Plasmodium ovale und Plasmodium vivax nachgewiesen
werden konnten. Weitere Mischinfektionen mit Plasmodium falciparum,
Plasmodium malariae und Plasmodium ovale konnten nur durch die PCR ermittelt
werden. Ebenfalls konnten auch Mischinfektionen mit Plasmodium falciparum,
Plasmodium malariae und Plasmodium vivax nachgewiesen werden. Im Gegensatz
zu bisher Ublichen Methoden (RDT, Mikroskopie) konnte durch die PCR bei
wesentlich mehr asymptomatischen Studienteilnehmern Malaria nachgewiesen
werden. Bei Plasmodium falciparum handelte es sich bei allen 3
Untersuchungsmethoden (RDT, Mikroskopie, PCR) um die dominanteste Art,
gefolgt von Plasmodium vivax. Plasmodium malariae und Plasmodium ovale wurden
nur durch die PCR bestétigt. Jedoch sind beide Arten mittlerweile in Bangladesch
gangig vertreten und sollten daher auch durch gelbte Mikroskopierer besser erkannt
werden. Plasmodium knowlesi konnte wie bei FUEHRER et. al. (2010a) nicht
nachgewiesen werden. Vermutlich fehlen in Bangladesch die notigen Zwischenwirte
(bestimmte Makakenarten), die eine Ubertragung dieser Art auf den Menschen

verursachen kdnnen.

Trocken- und Regensaison

Malaria ist in Bangladesch in 13 Bezirken heimisch. Diese befinden sich im Norden
und Osten des Landes, angrenzend an Indien und Myanmar (HAQUE et. al., 2009).
Es wurde bei der Auswertung der Ergebnisse im Rahmen der Diplomarbeit zwischen
Trocken- und Regensaison unterschieden. Entgegen der urspriinglichen Erwartungen
konnten auch in der Trockensaison viele asymptomatische Malariainfektionen
nachgewiesen werden. Laut ABEKU et. al. konnen Regenfélle allerdings einen
positiven Einfluss auf Malariavektoren haben (ABEKU et. al., 2007). Diese Aussage
bestatigte sich. In der Regensaison wurden mehr Malariafalle gefunden. Wie bei
HAQUE et. al. (2009) konnten auch in den Bezirken die nérdlich und 6stlich zu
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Myanmar gelegen sind, hohere Malariainfektionen durch die PCR ermittelt werden.
Es handelte sich hier um Bandarban, Rowangchhari, Thanchi und Ruma. Vermutlich
tragt die schlechtere Infrastruktur entlang der Grenze eine Rolle dazu bei. Besonders
Kinder und Schwangere sind am ehesten von Malariaerregern gefahrdet (WHO,
2013c). So sterben an Malaria z.B. in Gambia ein Viertel der Kinder zwischen 1 und
4 Jahren. Bei permanentem Kontakt mit Erregern entwickelt sich Semiimmunitat. Es
kommt in weiterer Folge bei neuer Infektion zu einem mdglichen asymptomatischen
Krankheitsverlauf (MARSH & SNOW, 1999; GREENWOOD et. al., 1987). Diese
Aussagen werden durch die Studie unterstiitzt, da es sich um asymptomatische
Studienteilnehmer handelte und Malariaerreger gefunden wurden. 27,6 % der
Studienteilnehmer waren zwischen 1 und 10 Jahren alt, es handelte sich hier um den

grofiten Altersanteil.

Conclusio

Bei der PCR handelt es sich von allen drei Untersuchungsmethoden (RDT,
Mikroskopie, PCR) um das sensitivste Testverfahren. Wie schon oben erwéhnt,
konnte nachgewiesen werden, dass Plasmodium falciparum, gefolgt von Plasmodium
vivax am haufigsten gefunden wurde. Durch die PCR konnten neue Arten wie
Plasmodium malariae und Plasmodium ovale nachgewiesen werden. Plasmodium
knowlesi gilt nach wie vor als nicht endemisch. Es konnten im Gegensatz zu RDT
und Mikroskopie vier der finf humanen Arten, sowie Mischinfektionen dieser Arten
gefunden werden. Durch diese molekularbiologische Methode konnten bei
wesentlich  mehr  asymptomatischen  Studienteilnehmern  Malariaerreger
nachgewiesen werden. Deshalb sollte die PCR als Gold-Standard Methode und als
Diagnostikverfahren der Wahl angesehen werden. Jedoch ist dies in
Entwicklungslédndern, bei fehlender Infrastruktur und schlecht bzw. nicht
ausgebildeten Laborpersonal und Arzten nicht moglich. Es handelt sich auch um eine
teure und aufwéndige Untersuchungsmethode. Hier gilt die Mikroskopie noch immer
als Methode der Wahl. Trotzdem sollte auch bei der Mikroskopie mehr Augenmerk
auf weniger haufig vorkommende Arten gelegt werden, da diese stark vernachlassigt
werden. Es besteht ein hoher Nachholbedarf bei der Erkennung nicht hdufig

vorkommender Malariaerreger bzw. bei der Erkennung von Mischinfektionen.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Pravalenzstudie wurden 1867 Blutproben von asymptomatischen,
fieberfreien Studienteilnehmern  aus Bangladesch mit  molekularen
Diagnostikverfahren auf den Befall mit Malariaerregern untersucht. Fir den
Nachweis und die Klassifizierung von Plasmodien wurden hoch konservierte
Regionen der kleinen Untereinheit der ribosomalen RNA (SSU rRNA) verwendet.
Hierfir wurde eine nested PCR verwendet mit der zuerst mit einer
gattungsspezifischen Analyse das Vorhandensein von Malariaerregern untersucht
wurde. Positive Plasmodienproben wurden anschlieBend auf Artniveau bestimmt:
Plasmodium falciparum, Plasmodium knowlesi, Plasmodium malariae, Plasmodium
ovale und Plasmodium vivax. Bei dieser Technik sind bereits kleine Mengen von
DNA (6 Parasiten/ul) fir den Nachweis ausreichend.

Die  gewonnenen PCR-Ergebnisse ~ wurden mit  bisher ublichen
Untersuchungsmethoden (Mikroskopie und RDT) verglichen, um einen besseren
Einblick beziiglich Ubereinstimmungen (Sensitivitat, Spezifitat) der verschiedenen

Untersuchungsmethoden zu erlangen.

Bis zu Beginn dieser Pravalenzstudie galten Plasmodium falciparum und
Plasmodium vivax als die dominanten und einzigen bekannten Arten in Bangladesch,
wo hingegen das Wissen Uber die Verbreitung von Plasmodium malariae in diesem
Land gering war und Plasmodium ovale sowie Plasmodium knowlesi nicht bekannt
waren. Dies beruht auf der Tatsache, dass friihere Studien oft auf bestimmte RDTs
basierten mit denen ausschlieflich Plasmodium vivax und Plasmodium falciparum
nachgewiesen werden konnen. Durch das fehlende Wissen wurden auch bei der
Mikroskopie seltenere Erreger falsch klassifiziert.

Plasmodium falciparum und Plasmodium vivax wurden, wie erwartet, in allen drei
Untersuchungsmethoden am haufigsten gefunden. Hier gab es die meisten
Ubereinstimmungen bei Vergleichen der Ergebnisse von RDT, Mikroskopie und
PCR. Mit der PCR konnten sowohl Plasmodium malariae, Plasmodium ovale als
auch Mehrfachinfektionen ermittelt werden. Diese konnten allerdings durch
Mikroskopie und RDT nicht in diesem Ausmall erkannt werden. Von daher

empfiehlt sich in Zukunft aufgrund der héheren Sensitivitat, sowie Spezifitat, die

50



5 Zusammenfassung

PCR als Gold-Standard in der Malariadiagnostik in Betracht zu ziehen und
Mikroskopierer, Arzte und Laboranten auf das Vorhandensein der selteneren

Malariaarten, sowie von Mischinfektionen aufmerksam zu machen.

5.1. Abstract

Within this prevalence study 1867 blood samples of asymptomatic, afebrile
Bangladeshi study participants were examined for the presence of malaria pathogens
with molecular diagnostic tools. We used highly conserved regions of the small
subunit ribosomal RNA gene (SSU rRNA) for the detection and classification of
plasmodian parasites. Therefore a nested PCR was used. First all samples were
analyzed for the presence of malaria parasites (genus-level). Afterwards those
samples giving positive results for Plasmodium sp. were classified to species level:
Plasmodium falciparum, Plasmodium knowlesi, Plasmodium malariae, Plasmodium
ovale and Plasmodium vivax. At this technique only small amounts of DNA (6

parasites/pl) are necessary to give positive results.

The resulting PCR-results were further compared with standardized techniques

(microscopy and RDTSs) to compare the levels of sensitivity and specificity.

Until recently (start of the prevalence study) only Plasmodium falciparum and
Plasmodium vivax were the only malaria species known to be present and dominant
in Bangladesh. The knowledge about Plasmodium malariae was very limited and
neither Plasmodium ovale nor Plasmodium knowlesi had ever been reported from
this country. This is a result of the circumstance that most previously studies based
on specific RDTs which can only detect Plasmodium falciparum and Plasmodium
vivax. With the resulting lack of knowledge about the other malaria parasites these
were also missed at microscopic analysis.

As expected Plasmodium falciparum and Plasmodium vivax were the predominant
species at all three diagnostic devices (RDT, microscopy and PCR). Furthermore the
presence of Plasmodium malariae, Plasmodium ovale and mixed infections were
observed. However, at microscopy and RDTSs these results were not documented.
These results lead to the suggestion that PCR (higher sensitivity and specificity)

should be used as gold-standard for malaria diagnostics. Furthermore microscopists,
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doctors and laboratory staff should be informed and aware about the presence of rare

malaria species and mixed infections.
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Abb. 1: Darstellung einer geschlechtsreifen erwachsenen Anopheles sp. in
Ruheposition (aus DONGES, 1988)

Abb. 2: Entwicklungszyklus der Gattung Plasmodium (Gamogonie, Sporogonie und
Schizogonie) (aus CAMPBELL, 2000)

Abb. 3: HAQUE et. al. untersuchten mittels RDT die Verteilung von Plasmodium
falciparum in Malaria endemischen Gebieten in Bangladesch. Plasmodium
falciparum wurde in 11 der 13 untersuchten Bezirken nachgewiesen, das
Vorkommen reichte von 0,13 % bis 15,7 % (aus HAQUE et. al., 2009)

Abb. 4: Blutausstriche einer Plasmodium falciparum Infektion, Giemsafarbung,
OriginalgroBe unter Mikroskop 1.000fache Vergroferung (aus KANTELE &
JOKIRANTA, 2011)

Abb. 5: Hell gefarbt ist die geschatzte Malariaverteilung von Plasmodium vivax zu
Mitte des 17. Jahrhunderts bis Anfang des 20. Jahrhunderts zu sehen, dunkel gefarbt
ist die Situation Ende des 20. Jahrhunderts dargestellt (aus MENDIS et. al., 2001)

Abb. 6: Plasmodium vivax wurde von HAQUE et. al. in 10 der 13 endemischen
Bezirken Bangladeschs nachgewiesen, Plasmodium vivax wurde in 0,13 % bis 1,2 %
der Untersuchungen gefunden (aus HAQUE et. al., 2009)

Abb. 7: Durch Plasmodium malariae infizierte Erythrozyten eines Patienten,
1.000fache VergroRRerung. A) Trophozoiten, B + E) Trophozoiten mit umgebenden
Rosetten, C + D) Schizonten, F) Zwei Trophozoiten die ein Band bilden (aus
RAHMAN et. al., 2010)

Abb. 8: Mikroskopische Aufnahme dunner Ausstriche eines mit Plasmodium

malariae infizierten Patienten, Giemsa Technik, OriginalvergroRerung 1.000fach
(aus KANTELE & JOKIRANTA, 2011)
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Abb. 9: Darstellung von befallenen Erythrozyten mit Plasmodium ovale in einem
Schimpansen, die infizierten Erythrozyten sind durch ihre langliche Form deutlich zu
erkennen (aus COLLINS & JEFFERY, 2005)

Abb. 10: Die Karte zeigt das Verbreitungsgebiet in Stdostasien von Plasmodium
knowlesi Infektionen des Menschen (lokal und Touristen) mit Plasmodium knowlesi,
die hellgraue Eingrenzung deutet auf die geographische Lage des Vektors Anopheles
leucosphyrus hin, die dunklen Bereiche zeigen die gefundenen Krankheitsfalle (in
Zahlen) (aus COX-SINGH & SINGH, 2008; TANG et. al., 2010)

Abb. 11: Die mikroskopischen Aufnahmen von Plasmodium knowlesi wurden von
Blutausstrichen eines finnischen Touristen nach der Heimkehr von der westlichen
Halbinsel Malaysias angefertigt, Giemsafarbung, OriginalvergrofRerung 1.000fach
(aus KANTELE & JOKIRANTA, 2011)

Abb. 12: Grafische Veranschaulichung des Standortes der AuRenstelle MARIB in
Bandarban, Bangladesch, auf der linken Karte der Staat Bangladesch zu sehen, auf
der rechten der Subbezirk Bandarban Sadar (aus http://www.marib.org/)

Abb. 13: Karte zeigt die 13 Malaria endemischen Bezirke in Bangladesch,
Einteilung erfolgt in 5 hoch endemische Bezirke im Sudosten und in 8 weniger
endemische im Nordosten (aus Ahmed et. al., 2009)

Abb. 14: Abbildung eines Agarosegels, Analyse auf Plasmodium falciparum. Links
aulen DNA-Leiter, gefolgt von 17 DNA-Proben, Negativkontrolle und positiver
Plasmodium falciparum Kontrolle, Banden stellen jeweils eine positive Testung auf

Plasmodium falciparum dar, leergebliebene Felder sind negativ.

Abb. 15: Gesamtubersicht und prozentuelle Geschlechterverteilung der

teilgenommenen Studienteilnehmer (n = 1867)

Abb. 16: Prozentuelle Altersverteilung der Studienteilnehmer, in Zehnerschritten
aufgeteilt (n = 1867)
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Abb. 17: Allgemeine Auswertung des RDT auf mdogliche Malariainfektionen (n =
1867)

Abb. 18: Detaillierte Auflistung der Malariaergebnisse der RDT-Untersuchung im
Sommer (n = 1429)

Abb. 19: Detaillierte Auflistung der Malariaergebnisse der RDT-Untersuchung im
Winter (n = 438)
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Tab. 1: Systematische Ordnung der Malariaerreger (nach DONGES, 1988)

Tab. 2: Die 7 Verwaltungseinheiten Bangladeschs (aus http://de.wikipedia.org/wiki
/Bangladesch)

Tab. 3: Die 7 Subbezirke (Upazila) des Bezirkes Bandarban (aus http://de.wikipedia.
org/wiki/Bandarban_(Distrikt)

Tab. 4: Auflistung der verwendeten Primer bei Nested PCR, die jeweils angefiihrten
Primer wurden bei NEST 1 Gattungsspezifisch sowie bei NEST 2 Gattungsspezifisch
und Artspezifisch verwendet (basierend auf SNOUNOU & SINGH, 2002; SINGH et.
al., 2004; SINGH et. al., 1999; CALDERARO et. al., 2007)

Tab. 5: Grundformel Master Mix fur 50 pl (45 pl Master Mix + 5 pl DNA)

Tab. 6: Es wird die verwendete Vorlage der Ablaufe fiir die beiden Thermocycler

gezeigt, welche flr die Amplifikation der PCR notwendig waren

Tab. 7: Auflistung der Artspezifischen Malaria mit ihren Basenpaaren (bp), nach

aufsteigenden Basenpaaren gereiht

Tab. 8: Darstellung einer allgemeinen Vierfeldertafel

Tab. 9: Berechnung des Exakter Fisher-Tests, Vergleich der positiven Plasmodium
falciparum Proben mit denen von Plasmodium vivax fir die Regen- und

Trockensaison (n = 84)

Tab. 10: Zu sehen sind die aus den Ergebnissen des Exakter Fisher-Tests

resultierenden Signifikanzwerte, sowie der Chi’>-Test nach Pearson
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Tab. 11: Mittels einer Vierfeldertafel wurden die Untersuchungsergebnisse der
Regensaison von Mikroskopie und RDT gegenuber gestellt, bei der Untersuchung

auf Malaria wurde die Mikroskopie als Gold-Standard angesehen (n = 225)

Tab. 12: Aufgrund der ausgewerteten Vierfeldertafel von Tab. 11 konnte eine
Aussage Uber Sensitivitat, Spezifitat, positiven und negativen VVorhersagewert in der

Regensaison getroffen werden

Tab. 13: Mittels einer Vierfeldertafel wurden die Untersuchungsergebnisse
bezuglich der auftretenden Malaria in der Trockensaison von Mikroskopie und RDT

gegenuber gestellt. Gold-Standard war die Mikroskopie (n = 60)

Tab. 14: Dargestellt sind Sensitivitat, Spezifitdt, positiver und negativer
Vorhersagewert. Diese Werte beziehen sich auf die Ergebnisse der Vierfeldertafel
von Tab. 13

Tab. 15: Vergleich der Untersuchungsmethoden von RDT und PCR die in der
Regensaison verwendet wurden, die PCR wurde bei der Untersuchung auf Malaria

als Gold-Standard angesehen (n = 225)

Tab. 16: Gegenuberstellung von Sensitivitat, Spezifitat, positiven und negativen
Vorhersagewert aus den resultierenden Ergebnissen der Regensaison von Tab. 15

Tab. 17: In der Trockensaison wurde mittels RDT und PCR auf Malaria untersucht,
Gold-Standard war die PCR (n = 60)

Tab. 18: Es ergaben sich flr die Trockensaison fir Tab. 17 folgende Werte fir

Sensitivitat, Spezifitat, positiver und negativer VVorhersagewert

Tab. 19: Gegeniberstellung von PCR und Mikroskopie in der Regensaison.
Verwendet wurde eine Vierfeldertafel, die PCR galt als Gold-Standard (n = 222)
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8 Tabellenverzeichnis

Tab. 20: Sensitivitat, Spezifitat, sowie positiver und negativer Vorhersagewert
konnten mittels Formel errechnet werden. Grundlage waren die Ergebnisse aus Tab.
19

Tab. 21: Fir die Trockensaison ergaben sich bei Gegenuberstellung der PCR und
Mikroskopie folgende Resultate. Als Gold-Standard wurde die PCR angesehen (n =
60)

Tab. 22: Sensitivitat, Spezifitat, sowie positiver und negativer Vorhersagewert
konnten anhand der vorliegenden Vierfeldertafel von Tab. 21 ermittelt werden

Tab. 23: Gegeniberstellung und Vergleich der in der Regensaison gefundenen
Malariaarten bei Mikroskopie und PCR (n = 1429)

Tab. 24: Gegenuberstellung und Vergleich der in der Trockensaison gefundenen
Malariaarten bei Mikroskopie und PCR (n = 438)

Tab. 25: Mittels PCR wurde ein geografischer Vergleich der einzelnen Subbezirke
in der Regensaison durchgefiihrt (n = 1429)

Tab. 26: Darstellung der Ergebnisse mittels Chi%Test nach Pearson. Die
Durchfuhrung erfolgte mittels PCR, es werden die gefundenen Malariafélle in der

Regensaison und Trockensaison gezeigt

Tab. 27: Darstellung der Mehrfachinfektionen durch Malaria in den einzelnen
Subbezirken in der Regensaison und Trockensaison, die Auswertung erfolgte mittels
PCR (n =1867)

Tab. 28: Tabellarische Darstellung von Pf Monoinfektionen, Pv Monoinfektionen,

sowie Pf und Pv Mehrfachinfektionen, die Auswertung erfolgte mittels PCR, die
Einteilung erfolgte in Zehnerschritte bei der Alterswahl (n = 526)
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8 Tabellenverzeichnis

Tab. 29: Gefundene Mono- und Mehrfachinfektionen bei Plasmodium falciparum
und Plasmodium vivax wahrend der Regensaison und Trockensaison, Untersuchung
erfolgte mittels PCR (n=533)

Tab. 30: Artenspektrum der mit PCR festgestellten Malariaarten wéhrend der

Regensaison (N gesamt = 440) und Trockensaison(n gesame = 117)
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9 Anhang
9. Anhang
Datenblatt zur Erfassung asymptomatischer Malariafalle
Tube | BPO7
NEST1 | NEST2 | PoV | PoC | PoR | Fal Mal Viv Pk
Code Code
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Anhang

Dattenblatt zur Erfassung asymptomatischer Falle bei Wiederholungen

von Run

Nr Negative Positive
positive
Proben/ NEST 2 PoV PoC PoR Fal Mal Viv Pk
Tube Nr.
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