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1 Einleitung

1.1 Definition der Malaria

Die Malaria ist eine durch Plasmodien verursachte Protozoeninfektion und gilt als
die bedeutendste durch Parasiten verursachte Tropenkrankheit. Die humanpatho-
genen Arten sind Plasmodium falciparum, Erreger der Malaria tropica, Plasmo-
dium vivax und Plasmodium ovale, Erreger der Malaria tertiana und Plasmodium
malariae, Erreger der Malaria quartana. Neuerdings zdhlt auch Plasmodium
knowlesi, ein Parasit der bei Primaten Malaria verursacht zu den humanpathoge-
nen Spezies (White 2008). Alle Formen werden durch weibliche Stechmiicken
der Gattung Anopheles iibertragen. Die weltweit meisten Infektionen und die
schwersten klinischen Verldufen werden durch Plasmodium falciparum verur-

sacht.

1.2  Epidemiologie

Nach Angaben der WHO leben rund 40% der Weltbevolkerung — das sind mehr
als 2,4 Milliarden Menschen - in Malariagebieten. Die weltweite Inzidenz wurde
von der WHO fiir das Jahr 2008 auf 190 -311 Millionen Félle geschitzt, die der
Todesfille auf 700.000 -1,03 Millionen (WHO 2009). Anderen Daten zu Folge ist
die tatsidchliche Malaria Inzidenz jedoch noch deutlich hoher und liegt bei 300 -
500 Millionen Infektionen pro Jahr (Snow, Guerra et al. 2005). Die Malaria ist in
101 Liandern endemisch, in 92 Landern kommt Plasmodium falciparum vor. Am
stiarksten betroffen ist das tropische Afrika wo schitzungsweise 90% aller Mala-
riaerkrankungen und die gro3e Mehrheit der todlichen Verldufe auftreten. Weitere
Betroffene Regionen sind Siidostasien, der indische Subkontinent, Teile von Siid-
und Mittelamerika sowie Gebiete im Siidpazifik (Greenwood and Mutabingwa

2002).



1.3 Der Vektor

Miicken der Gattung Anopheles gehoren zur Familie der Culicidae, die weltweit
mehr als 3000 Stechmiickenarten umfasst. Es sind etwa 400 Arten der Gattung
Anopheles bekannt, wovon jedoch nur ca. 80 in der Lage sind die Malaria auf den
Menschen zu iibertragen. Anopheles gambiae stellt dabei den effektivsten Mala-
riavektor dar. Die Anopheles-Miicke braucht als Brutplatz eine feuchtwarme Um-
gebung (mindestens 16° C Durchschnittstemperatur) in der Regel unterhalb von
2000 m. Wie die meisten anderen Arten stechen die Anopheles-Weibchen bevor-

zugt in der Dammerung oder nachts (Loscher 2010).

1.4  Zyklus der Malariaparasiten

Der Lebenszyklus von Plasmodien unterteilt sich in einen sexuellen Zyklus in der
Anopheles-Miicke (Sporogonie) und einen asexuellen Zyklus im Menschen (Schi-
zogonie). Aus parasitologischer Sicht, ist die Anopheles-Miicke der Hauptwirt, da
hier die geschlechtliche Vermehrung stattfindet. Mikrogametozyten (ménnlich)
und Makrogametozyten (weiblich) werden bei der Blutmahlzeit der Ubertriger-
miicke aufgenommen und bilden Gameten (Gamogonie). Dabei werden im Magen
der Miicke die Makrogametozyten aus den Erythrozyten freigesetzt und formen
sich zu Makrogameten um. Die Mikrogametozyten teilen sich und reifen zu Mik-
rogameten heran. Die minnlichen Mikrogameten befruchten nun die weiblichen
Makrogammeten und formen eine Zygote. Diese wandelt sich in 18 -24 Stunden
in eine bewegliche Ookinete, welche die Magen- bzw. Darmwand durchdringt,
sich einkapselt und damit zur Oozyste wird. Aus ihr entstehen in 1 -2 Wochen
mehr als 10.000 Sporozoiten, die in die Speicheldriise der Anopheles-Miicke
wandern. Beim Stich der weiblichen Anopheles-Miicke, werden diese wihrend
der Blutmahlzeit mit dem Speichel in die subkutanen Kapillaren des Menschen
injiziert. Normalerweise sind es nur etwa 10, manchmal aber auch bis zu 100
Sporozoiten die {ibertragen werden. Sie dringen bereits 15 -60 Minuten nach dem
Stich, durch gefensterte Membranen der Leberendothelzelle in den Disséschen

Raum ein und binden an die Rezeptoren der Leberzellen. Ein GroBteil der



Sporozoiten-Antigene wird dabei mit in die Hepatozyten eingeschleust. In den
befallenen Hepatozyten kommt es zur so genannten pri- oder exoerythrozytiren
Schizogonie. Aus den Sporozoiten bilden sich durch Zellteilung 30.000 -50.000
Merozoiten. Bei Plasmodium falciparum dauert die Reifung zum Leberschizonten

in der Regel 5 -15 Tage.

Abbildung 1: Der Zyklus des Malariaparasiten (Knobloch J. 1996, Tropen- und Reisemedizin)
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Bei Infektionen mit Plasmodium vivax und Plasmodium ovale konnen sich
Sporozoiten auch in Hypnozoiten umwandeln, die iiber Monate und Jahre ruhen
und dann aufgrund eines unbekannten Auslosers zu Riickfdllen fithren konnen.
Am Ende der exoerythrozytidren Schizogonie werden die Merozoiten aus der be-
fallenen Leberzelle freigesetzt und befallen aktiv, innerhalb von wenigen Sekun-

den Erythrozyten, womit die erythrozytire Schizogonie beginnt. Die



intraerythrozytare Wachstumsform wird Trophozoit genannt, und ist aufgrund
ihres lichtmikroskopischen Erscheinungsbildes auch als Ringform bekannt. Aus
einem Trophozoiten entsteht bei Plasmodium falciparum nach etwa 48h ein mehr-
kerniger Schizont. Nach Zerstorung des Erythrozyten werden (bei Plasmodium
falciparum) 8 -32 Merozoiten freigesetzt, welche erneut Erythrozyten befallen
konnen. Wihrend Plasmodium vivax vor allem jlingere Erythrozyten befillt, kann
Plasmodium falciparum alle reifen Erythrozyten befallen, weshalb es bei Malaria
tropica zu deutlich hoheren Parasitimien kommt. Auch der Mehrfachbefall von
Erythrozyten wird nur bei Plasmodium falciparum beobachtet. Nach mehreren
Zyklen durchlaufen nicht alle Parasiten die asexuelle Vermehrung, sondern diffe-
renzieren zu ménnlichen Mikrogametozyten und weiblichen Makrogametozyten.
Bei Plasmodium falciparum betrdgt hierfiir die Dauer ungefiahr 10 Tage. Werden
diese dann durch eine weibliche Anopheles-Miicke aufgenommen, so schlief3t sich

der Kreislauf wieder (Knobloch 2003).

1.5 Klinik der Malaria

In der Regel treten schwere Verldufe mit Beteiligung unterschiedlicher Organsys-
teme und Todesfélle nur bei der Malaria tropica auf. Die klinischen Symptome der
Malaria werden durch die Vermehrung der asexuellen erythrozytdren Schizonten,
durch deren Zerstorung und durch die Freisetzung von pyrogenen Stoffen hervor-
gerufen (Barnwell 1998). Der klinische Verlauf hingt stark von der schon vorhan-
denen Immunitédt der erkrankten Person ab. Den hochsten Immunitétsgrad besit-
zen Erwachsene, die in einem hyper- bis holoendemischen Malariagebiet
aufgewachsen sind. Eine vollstindige (sterile) Immunitit wird nicht erreicht, son-
dern nur Teil- bzw. Semiimmunitéit. Der Krankheitsverlauf ist bei Nichtimmunen,
wie z.B. europidischen Reisenden, ohne rechtzeitige antiparasitire Therapie
schwer. Die Malaria tropica verlduft nach einer durchschnittlichen Inkubationszeit
von 7 -14 Tagen initial meist uncharakteristisch. Dabei ist die Inkubationszeit ab-
hingig von Immunstatus, Chemoprophylaxe und subtherapeutischer Chemothera-
pie. Besonders unter dem Einfluss einer Chemoprophylaxe kann die Inkubations-

zeit verlidngert sein und Wochen bis Monate betragen. Die Erkrankung beginnt



hiufig mit grippedhnlichen Allgemeinsymptomen wie Abgeschlagenheit, Kopft-
und Gliederschmerzen, allgemeinem Unwohlsein sowie anfangs subfebrilen Tem-
peraturen. Die Patienten entwickeln im weiteren Verlauf Fieber und Schiittelfrost,
wobei eine Periodizitidt bei Malaria tropica, insbesondere zu Beginn der Erkran-
kung, eher die Ausnahme darstellt. Bei der semiimmunen Bevolkerung in hochen-
demischen Gebieten verlduft die Malaria tropica héufig subfebril oder sogar
afebril. Es treten auch weniger charakteristische Symptome wie z.B. Ubelkeit,
Diarrh6 oder trockner Husten auf. Bei der korperlichen Untersuchung besteht bei
langerem Verlauf oft eine Spleno-, seltener eine Hepatomegalie, zum Teil ein Ikte-
rus. Hohes Fieber ist meist von Tachykardie und Tachypnoe begleitet. Im Blutbild
kann es zu einer normozytdaren normochromen Andmie kommen. Eine der Haupt-
ursachen der Anidmie ist die Hamolyse durch rupturierende, infizierte Erythrozy-
ten. Deswegen ist ein hoher Parasitenbefall in der Regel mit einer schweren Ané-
mie  assoziiert. Allgemeine  Himolysezeichen, wie  Erhohung der
Laktatdehydrogenase und Verminderung des Haptoglobins im Serum, sind regel-
mifBig nachweisbar. Es kann sowohl Leukopenie als auch Leukozytose auftreten,
des Weiteren ist eine Thrombozytopenie charakteristisch. In der klinischen Che-
mie sind hédufig eine Hyperbilirubindmie, eine Erhhung des C-reaktiven Proteins
und eine leichte Transaminasenerhohung aufféllig. Der Blutzuckerspiegel ist in
der Regel erniedrigt. Bei der Malaria tropica kann es, im Gegensatz zu den ande-
ren Malariaformen, unbehandelt zu sehr hohen Parasitimien kommen. Neben der
Parasitendichte fithren vor allem Zythoadhédrenzphéinomene wie Sequestration und
Rosettenbildung (Scholander, Treutiger et al. 1996) (Wahlgren, Fernandez et al.
1994) zur Ausbildung einer schweren Malaria. Es kommt zur Anheftung parasi-
tierter Erythrozyten, die sich mittels Rezeptoren tragender Vorstiilpungen der
Membran, den sog. Knobs, an die Endothelzellen der postkapillaren Venolen von
inneren Organen, wie z.B. Herz, Plazenta, Niere und Gehirn, anlagern (Aikawa,

Iseki et al. 1990).
Kriterien einer schweren und komplizierten Malaria sind (WHO 2000):

e zerebraler Krampfanfille



¢ Bewusstseinseintrilbbung

e schwere normozytire Andmie (Himoglobin < 8 g/dl)

¢ Niereninsuffizienz (Kreatinin >3 mg/dl und/oder Urin-Ausscheidung
< 400 ml/ 24h)

e respiratorische Insuffizienz

e schwere Hypoglykidmie (BZ < 40 mg/dl)

e Kreislaufschock

¢ disseminierte intravasale Gerinnung

e schwere metabolische Azidose (pH arteriell < 7,25)

e Makrohdmaturie

¢ Transaminasenwerterhohung auf iiber das Dreifache

e [kterus, Bilirubin > 3 mg

® Hyperparasitimie (> 5 % der Erythrozytn von Plasmodien befallen oder >

100.000 Plasmodien/ul Blut)

Die zerebrale Malaria stellt die schwerste Verlaufsform der Malaria tropica dar.
Auch bei rasch einsetzender intensiver Therapie verlduft ein grofer Teil der Fille
todlich. Sie verursacht ca. 80% der malariabedingten Todesfille. Storungen des

Bewusstseins bis hin zum Koma sind charakteristisch.

Eine weitere Komplikation ist das akute Nierenversagen, das in der Hilfte der
Fille bis zur Dialysepflichtigkeit fiihrt. Im Herzen, in der Lunge, in den Nieren,
im Gastrointestinaltrakt, im Gehirn, in der Plazenta und an anderen Organen kon-
nen Verdnderungen durch Storung der oben beschriebenen Mikrozirkulation auf-
treten. Man findet durch infizierte Erythrozyten partiell verstopfte Kapillaren,
Héamorrhagien als Folge von GefdBwandschiddigungen, sowie durch entziindliche
Prozesse Nekroseherde an obturierten Gefden. Die Prognose der schweren Mala-
ria tropica hiangt vorwiegend vom Ausmall der Organkomplikationen ab. (Loscher

2010; Warell 2002)
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1.6 Malaria bei Reisenden

1.6.1 Importierte Malaria

In den letzten Jahren wurden dem Robert Koch-Institut jdhrlich, mit abnehmender

Tendenz, durchschnittlich etwa 600 Fille von importierter Malaria gemeldet. Im

Jahr 2009 wurden 523 Fille gemeldet, die Zahl lag damit auf dem Niveau der bei-

den Jahre davor. Das Infektionsland wurde fiir 341 Fille angegeben. Der weitaus

groBite Teil (92%) der Malariaerkrankungen wurden- wie auch in den Vorjahren

aus afrikanischen Lindern importiert.

Tabelle 1: Ursprungsregionen der 2009 nach Deutschland importierten Malaria-Fille (RKI, Epi-

demiologisches Bulletin 38/2010)

Kontinent Anzahl Anteil
Afrika 313 92%
Asien 20 6%

Amerika 6 2%
Australien/Ozeanien 2 1%

Europa 0 0%

Summe 341 100 %

Besonders viele Malariaerkrankungen traten bei Reisen in westafrikanische Lin-

der auf (Tab. 2).
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Tabelle 2: Ursprungsldnder der 2009 nach Deutschland importierten Malaria-Fille (RKI, Epide-
miologisches Bulletin 38/2010)

Infektionsland Nennung Anteil
Ghana 72 21%
Nigeria 58 17%

Kamerun 27 8%
Westafrika ohne Linder- 27 8%
zuordnung
Togo 26 8%
Elfenbeinkiiste 13 4%
Benin 9 3%
Uganda 8 2%
Kongo 7 2%
Kenia 6 2%
Mosambik 6 2%
Indien 6 2%
Andere 76 22%
Summe 402 100%

Erwachsene im Alter zwischen 25 und 39 Jahren wiesen die hochsten Inzidenzen
auf. Insgesamt erkrankten wesentlich mehr Ménner an Malaria als Frauen. In eini-
gen Altersgruppen erkrankten sogar mehr als doppelt so viele Minner wie Frauen.
Diese Unterschiede sind vermutlich auf das unterschiedliche Reise- bzw. Priven-

tionsverhalten zuriickzufiihren.
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Der Anteil der Patienten deutscher Herkunft betrug im Jahr 2009 bei den an Ma-
laria tropica Erkrankten 33%. Wie in den Vorjahren auch waren vor allem auslén-
dische Biirger, wie Immigranten oder ausldndische Touristen in Deutschland be-
troffen. Bei 510 Erkrankten wurde die Meldung unter Angabe der
Plasmodienspezies gemacht. Bei den mit Abstand meisten Erkrankungen handelte
es sich um eine Infektion mit Plasmodium falciparum (Siehe Abbildung 2)(RKI
2010).

Abbildung 2: 2009 in Deutschland gemeldete Malaria-Erkrankungen nach Erregerspezies (RKI,
Epidemiologisches Bulletin 38/2010)

3,10% Erregerspezies

2 80% 1,80%
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mP.ovale

M P. malariae

= M. tertiana (ohne Diff.)
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1.6.2 Reisen in Endemiegebiete

Reisen in tropische Linder nehmen an Beliebtheit immer weiter zu. Nach Anga-

ben der World Tourism Organisation (WTO) verzeichnete die Region Afrika 2005

einen Zuwachs von 10% bei internationalen Ankiinften. Insbesondere Afrika siid-

lich der Sahara (+13%) verzeichnet dabei einen iiberdurchschnittlichen Besucher-

zuwachs, in einigen Lindern wie z.B. Kenia (+26%) fiel der Anstieg noch grofer

aus. Nach Prognosen der WTO ist fiir die Region Afrika auch in den néchsten

Jahren mit einem {iberdurchschnittlichen Wachstum zu rechnen (Tabelle 3)

(United Nations World Tourism Organization 2007). Reisende setzten sich dabei

vielen tropenspezifischen Krankheitsrisiken aus, insbesondere miickeniibertragene

Infektionskrankheiten nehmen dabei eine herausragende Stellung ein.

Tabelle 3: Anzahl und Prognosen internationaler Reisen (modifiziert nach World Tourism

Organization 2007)
INTERNATIONALE MARKTAN- DURCI—ISCHNITTL.
REISENDE TEIL JAHRL.
(MILLIONEN) (%) WACHSTUMSRATE
(%)
Jahr 1995 2010 | 2020* | 1995 | 2020* 1995 -2020
Afrika 20 49 77 3,6 5,0 5,5
Amerika 110 151 282 19,3 | 18,1 3,8
Ostasien / Pazifik 81 193 397 14,4 254 6,5
Europa 336 472 717 59,8 | 45,9 3,1
Mittlerer Osten 14 60 69 2,2 4.4 6,7
Siid Asien 4 11 19 0,7 1,2 6,2
Welt 565 935 1561 100 100 4,1

* Prognose WTO
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1.6.3 Malariaprophylaxe

Die komplexe Situation der Malariatibertragung in verschiedenen endemischen Ge-
bieten erfordert differenzierte Empfehlungen zum Schutz vor der Malaria. Internati-
onal variieren die Empfehlungen hinsichtlich Malariaprophylaxe. In Deutschland
werden Empfehlungen fiir Reisende beziiglich Malariavorbeugung von der Deut-
schen Gesellschaft fiir Tropenmedizin und Internationale Gesundheit (DTG) aus-
gesprochen. Diese Empfehlungen stiitzen sich auf Daten der Malaria-Privalenz im
Reiseland, dem Anteil von Malaria tropica an allen Malariaerkrankungen, der In-
zidenz bei Reisenden in den vergangenen Jahren und der Resistenzlage im Reise-

land (Abbildung 3) (DTG 2010).
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Abbildung 3: DTG:Empfehlungen zur Malariavorbeugung. (2011)
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Der Malariaschutz besteht aus mehreren Komponenten:

Einerseits kann das Malariarisiko, mit einer konsequenten Expositionsprophylaxe,
also dem Schutz vor dem Stich der Anophelesmiicke, verringert werden. Der
Schutz mittels physikalischer und chemischer Mallnahmen vor den
Ubertrigermiicken ist nahezu risikofrei. Er hat heute in Anbetracht
medikamentoser Resistenzen und Nebenwirkungen einen hohen Stellenwert.
Hierbei handelt es sich um einen echten Infektionsschutz, da der Erreger nicht in

den Organismus gelangt.

Andererseits  stehen = Medikamente fiir eine  Chemoprophylaxe in
Hochrisikogebieten zur Verfiigung. Mit diesen Substanzen kann bei regelméliger
Einnahme eine Blutkonzentration erzielt werden, die den Ausbruch der Krankheit

nach erfolgter Infektion unterdriickt.

Dariiber hinaus steht mit der Notfallmedikation eine weitere MaBBnahme gegen die
Malaria zur Verfiigung. Sie wird in Gebieten mit mittlerem oder geringem
Malariarisiko eingesetzt, wenn bei Fieber innerhalb von 24 Stunden kein Arzt
erreichbar ist. Diese Strategie wird empfohlen, wenn das Infektionsrisiko kleiner
ist als das Risiko schwerer Medikamentennebenwirkungen. Das Risiko fiir
schwerwiegende Mefloquin-Nebenwirkungen, die zu einer Hospitalisierung
fiihren wird auf zwischen 1/6.000 (Croft and World 1996) und 1/20.000
(Macpherson D 1997) geschitzt.
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1.7  Antikorper gegen Sporozoiten

Kommt es nach einem Stich der weiblichen Anophelesmiicke zu einer Infektion
mit Sporozoiten von Plasmodium falciparum, so befinden sich diese nur ca. 15-
60 Minuten im Blutkreislauf, bevor sie in die Leberparenchymzellen eindringen
(Sinden 2002). Trotz der relativ kurzen Verweildauer im Blutkreislauf l6sen
Sporozoiten eine Immunantwort aus, die spezies- und stadienspezifisch ist
(Nardin, Nussenzweig et al. 1979; Cochrane 1980; Zavala, Gwadz et al. 1982). Im
Vordergrund dieser Immunantwort steht die Bildung von Antikdrpern gegen das
immundominante Oberflachenprotein der Sporozoiten, das Circumsporozoiten-
protein (CSP). Es bedeckt die komplette Oberfliche der Sporozoiten und wird in
groBen Mengen, wihrend der gleitenden Bewegung des Sporozoiten, sezerniert.
Es wurde auch auf der Plasmamembran von Merozoiten und im Zytoplasma von

infizierten Hepatozyten nachgewiesen (Garcia, Puentes et al. 2006).

CSP besteht neben verschiedenen variablen Regionen aus einem repetetiven Tan-
dem der Aminoséduren Asparagin-Alanin-Asparagin-Prolin (NANP) (Zavala, Tam
et al. 1985) (Nussenzweig and Nussenzweig 1985). Diese Protein-Sequenz ist
spezifisch fiir jede Plasmodien-Spezies und hochgradig konserviert fiir Isolate der
gleichen Spezies (Zavala, Masuda et al. 1985). Sie ldsst sich konstant auch bei
sonst genetisch variablen Isolaten aus unterschiedlichen geographischen Regionen
nachweisen. Das CSP von Plasmodium falciparum enthilt 37 repetetive NANP-
Tandems (Dame, Williams et al. 1984).

Diese repetitive CSP-Sequenz wurde sowohl gentechnisch (Young, Hockmeyer et
al. 1985) als auch peptidchemisch synthetisiert (Ballou, Rothbard et al. 1985;
Zavala, Tam et al. 1985) und in immunologischen Testverfahren wie IFA
(immunofluorence assay) und ELISA (enzyme-linked immunosorbent essay) zum
Nachweis von CSP-Antikorpern eingesetzt (Del Giudice, Biro et al. 1986;
Esposito, Lombardi et al. 1986). NANP-Peptide von unterschiedlicher Lénge
wurden in ELISA-Tests und in kommerziellen ELISA-Kits verwendet (z.B.
NANP 3, NANP 40, NANP 50) (Zavala, Tam et al. 1986; Campbell, Brandling-
Bennett et al. 1987; Esposito, Fabrizi et al. 1990)
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In diversen Studien, sowohl bei der einheimischen Bevolkerung in endemischen
Gebieten (Hoffman, Wistar et al. 1986; Del Giudice, Engers et al. 1987; Snow,
Shenton et al. 1989; Del Giudice, Lambert et al. 1990; Mendis, Del Giudice et al.
1992) als auch bei nicht-immunen Reisenden (Webster, Boudreau et al. 1987;
Jelinek, Loscher et al. 1996; Bwire, Slootman et al. 1998; Cobelens, Verhave et al.
1998; Jelinek, Bluml et al. 1998), konnte gezeigt werden, dass gegen dieses
NANP-Peptide des CSP gerichtete Antikorper zuverlidssige serologische Marker

zum Nachweis einer Infektion mit Plasmodium falciparum sind.

Der Vorteil, im Vergleich zu anderen serologischen Nachweisverfahren einer
Plasmodien-Infektion ist, dass sich CSP-Antikérper auch dann entwickeln, wenn
es nicht zu einer klinisch manifesten Malariaerkrankung kommt. Dies ist zum
Beispiel der Fall, wenn ein Reisender unter Chemoprophylaxe durch den Stich
eines Vektors infiziert wird, die Schizogonie aber aufgrund der Medikamenten-
wirkung verhindert bzw. supprimiert wird. CSP-Antikorper ELISA’s werden daher
in epidemiologischen Studien verwendet, um die Intensitit der Malariaiibertra-
gung, unabhingig von klinischen Erkrankungen abzuschitzen (Druilhe, Pradier et

al. 1986).

Gegen CSP gerichtete Antikorper konnen das Eindringen von Sporozoiten in die
Leberzellen verhindern. Allerdings erwiesen sich auf der repetitiven NANP-
Sequenz des CSP beruhende Impfstoffe nicht als effektiv (Nussenzweig 1985).
Die einzige bisher in Feldversuchen wirksame Malaria-Vakzine basiert auf einem
Cocktail verschiedner T-Zellepitope des CSP, die in Hefezellen mit dem Hepatitis
B Oberflachenprotein ko-exprimiert und mit einem potenten T-Zell-Adjuvant

(ASO1 oder AS02) appliziert werden (Bejon, Lusingu et al. 2008).
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2  Problemstellung und Zielsetzung

Malaria ist auch heute noch weltweit die bedeutendste parasitologische Erkran-
kung. Reisen in tropische Linder werden immer beliebter und so setzen sich jedes
Jahr mehr und mehr nicht-immune Reisende einem Malariainfektionsrisiko aus,
wodurch die reisemedizinische Beratung beziiglich Expositionsprophylaxe und
Malariachemoprophylaxe auch zunehmend an Bedeutung gewinnt. Ein Grofteil
der Daten hinsichtlich des Infektionsrisikos wird aufgrund von Meldedaten zu
Malariaerkrankungen der einheimischen Bevolkerung in Endemiegebieten oder
durch Daten zur importierten Malaria gewonnen. Das Risiko fiir deutsche Ur-
laubsreisende sich sowohl mit Plasmodium falciparum zu infizieren, als auch an
Malaria tropica zu erkranken unterscheidet sich jedoch aufgrund von mehreren
Faktoren sowohl von der einheimischen Bevolkerung als auch von der Mehrzahl

der Patienten, die in Deutschland an Malaria erkranken.

Im Vergleich zur einheimischen Bevolkerung in Malariagebieten verfiigen Ur-
laubsreisende normalerweise nicht iiber eine erworbene Semiimmunitit. Daher
fiihren Infektionen bei Reisenden ohne Malariachemoprophylaxe in der Regel zu
einer manifesten klinischen Erkrankung, wéhrend sie beim Semiimmunen zum

Teil subklinisch verlauft.

Das Infektionsrisiko ist bei Touristen durch Expositionsprophylaxe wie z.B.
Repellentien, impréagnierten Moskitonetzen/Kleidungsstiicken, dem Schlafen in
klimatisierten Rdumen etc. im Vergleich zur einheimischen Bevdlkerung redu-
ziert. An vielen tropischen Reisezielen herrscht auch gerade wihrend der Tro-
ckenzeit die touristische Hochsaison, also zu einer Jahreszeit wo normalerweise

ein geringeres Transmissionsrisiko besteht.

Das in Deutschland an Malaria erkrankte Patientenkollektiv unterscheidet sich
hinsichtlich Immunstatus, Reisebedingungen und protektiven MaBnahmen auch in
den meisten Féllen vom durchschnittlichen Urlauber. So treten deutlich mehr als
die Hilfte der in Deutschland gemeldeten Malaria-Erkrankungen bei ausldndi-
schen Patienten, wie Immigranten oder ausldndischen Touristen auf, deren Infek-

tionsrisiko sich aufgrund der bereits genannten Faktoren abweicht.
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Daher sind Riickschliisse von Melderegistern der importierten Malaria auf das
tatsidchliche Infektionsrisiko bei deutschen Reisenden nur begrenzt aussagefihig.
Um das tatsidchliche Infektionsrisiko fiir Reisende in Malariagebiete zu bestim-
men, wurden ELISA-Tests zum Nachweis von CSP-Antikorper entwickelt. Es
konnte gezeigt werden, dass CSP-Antikorper-Titer eng mit entomologischen In-
fektionsraten in endemischen Gebieten korrelieren (Esposito, Lombardi et al.
1988). Der Nachweis von CSP-Antikorpern bietet sich somit als Marker an, um

das tatsdchliche Infektionsrisiko fiir Reisende in Malariaregionen abzuschitzen.

Die meisten in Studien bisher eingesetzten CS-Protein-ELISA-Tests verwendeten
Antigene mit einer hohen Zahl an repetitiven Aminosdure-Tandems (NANP40-
NANP50). Diese aus 160 bzw. 200 Aminosédurenpaaren bestehenden, relativ gro-
Ben Proteine sind in der synthetischen Herstellung sehr aufwindig und daher auch

kostenintensiv.

Die Deutsche Gesellschaft fiir Tropenmedizin und Internationale Gesundheit e.V.
dnderte im Jahr 2001 erstmals die Empfehlungen fiir die Malariaprophylaxe
grundlegend. Wihrend zuvor eine regelméfige Chemoprophylaxe fiir alle Gebiete
mit Malariatransmission empfohlen wurde, wurde die Chemoprophylaxe ab 2001
nur noch fiir Gebiete mit hohem Malariarisiko empfohlen. Fiir die iibrigen Regio-
nen mit niedrigem Risiko wurde eine notfallmiBige Selbstbehandlung

propagandiert.

Eine Zielsetzung dieser Dissertation war es daher einen Test zu entwickeln, mit
dessen Hilfe man das tatsidchliche Malariarisiko fiir nichtimmune Reisende be-

stimmen konnte.
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Der erste Teil dieser Dissertation bestand in dem Aufbau eines CSP-AK-
ELISA-Tests. Hierzu wurden drei CSP-Antigene mit unterschiedlich lan-
gen Aminosduren-Peptiden (NANPS, NANP19 und NANP50) verwendet
und hinsichtlich Extinktionsintensitit bei unterschiedlichen Beschich-

tungskonzentrationen verglichen.

Im zweiten Arbeitsschritt wurde der so erstellte NANP19-CSP-AK-ELISA
im Bezug auf Sensitivitit, Spezifitit und moglichen Kreuzreaktionen eva-

luiert.

Im dritten Teil dieser Dissertation wurde die Pridvalenz von CSP-
Antikorpern bei 1.903 Reisenden, vor und nach einem Aufenthalt in Mala-
ria-Endemiegebieten untersucht und das Infektionsrisiko fiir Plasmodium
falciparum hinsichtlich demographischer Faktoren, Reisedauer und Reise-

land ausgewertet.
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3 Material und Methodik

3.1 Entwicklung eines CSP-ELISA Tests
3.1.1 Material

3.1.1.1 Antigen

Antigene:

e NANP5: MRGSHHHHHHGS-(NANP)SRSM* (M*=Homoserin)
(synthetisiert von MWG-Biotech, Ebersberg)

e NANP19: MRGSHHHHHHGS-(NANP)19RSM* (M*=Homoserin)

(synthetisiert und zur Verfiigung gestellt von Hoffmann la Roche, Schweiz)

e NANP50: MRGSHHHHHHGS-(NANP)50RSM* (M*=Homoserin)
(synthetisiert von Hoffmann la Roche, Schweiz, zur Verfiigung gestellt vom

Tropeninstitut Basel)

3.1.1.2 Materialien und Chemikalien

Folgende Materialien und Gerite wurden verwendet:

e ELISA Platten mit je 96 kobaltbestrahlten Vertiefungen

(Firma Dynatech microtiter plates / Immulon II flat bottom plates)

¢ Spektrophotometer Spectra Rainbow ELISA-Platten Reader

(Firma Tecan)
e Software 7.17 Firma Tecan

¢ Handwaschgerit fiir ELISA-Platten
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Folgende Chemikalien wurden verwendet:

Der Phosphatpuffer (PBS; phosphate buffered saline) pH 7,2 als Bestandteil ver-

schiedener im Test verwendeter Losungen in folgender Zusammensetzung:

e Natriumchlorid (NaCl)
(Fa. Merck 1.06404.1000)

¢ Di-Natriumhydrogenphosphat (Na;HPO,)
(Fa. Merck 1.0686.500)

e Kaliumhydrogenphosphat (KH,POy)
(Fa. Merck 1.04873.1000)

e aufgefiillt mit Aqua dest.

Die Waschlosung (pH 7.2) bestehend aus:

e Polyoxyethylensorbitanmonolaurat Tween 20

(Fa. Merck—Schuchardt Art. No. 8822184)
e PBS-Puffer

Der Post-Coating-Puffer bestehend aus:

e PBS
® 5% Milchpulver

Der Inkubationspuffer bestehend aus:

e PBS
* 0,5% Milchpulver

Die Konjugatlgsung wird hergestellt aus:

720g

148 g

43¢

10 Liter

1 ml

10 Liter

e Goat Anti-human IgG (H+L) Horse-Reddish-Peroxidase Conjugated 5 pl

(Firma ICN Biomedicals, Inc.) (Antikérperkonzentration: 2,9 mg/ml)

¢ Inkubationspuffer

Dies entspricht einer 1:16.000 Verdiinnungsstufe.
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Die Gebrauchs-Substratlosung (pH 5.0) wird hergestellt aus:

1 Liter Substrat-Stamml&sung I bestehend aus:
e NaH,PO4x H,O 46,0 g
(Fa. Merck 6346)
e Aquadest.: 5 Liter
10 ml Substrat-Stamml6sung II bestehend aus:
e Na,HPO, x 2H,0 189 ¢
(Fa. Merck 1.0686.500)
e Aquadest 5 Liter
Eine Tablette (10 mg) O-Phenylendlamin (Firma Sigma P-8287) wird zur Herstel-

lung der verwendeten Substratlosung in 60 ml Gebrauchs-Substratlosung aufge-

16st.
Als Stopplosung wurde eine 8 mol (entspricht 46%) Schwefelsdure verwendet

(Firma Merck 1.9072 1000).
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3.1.2 Methodik
3.1.2.1 Auswahl des Antigens und der Beschichtungskonzentration

Die drei Antigene NANPS5, NANP19 und NANP50 wurden hinsichtlich ihrer
Antigenitit und Extinktionsintensitdt im ELISA verglichen. Mittels Verdiinnungs-
reihen wurde die optimale Beschichtungskonzentration ermittelt. Hierzu wurden
ELISA-Platten mit den drei unterschiedlichen Antigenen beschichtet. Fiir jedes
Antigen wurden drei Beschichtungskonzentrationen (2 pg/ml, 5 pg/ml und 10
pug/ml) getestet. Es wurde fiir jedes Antigen und fiir jede Beschichtungskonzentra-
tion eine Standardkurve mit den Verdiinnungsstufen der Serumproben Faktor 100,
Faktor 33, Faktor 10 und Faktor 1 erstellt (siche 3.1.2.8) und der ELISA mittels
des unten beschriebenen Verfahrens durchgefiihrt. Um den Einfluss versuchsspe-
zifischer Varianz zu minimieren, wurde jede so erzeugte Standardkurve zehnmal
auf zehn verschiedenen ELISA-Platten durchgefiihrt und der geometrische Mit-

telwert bestimmt.

3.1.2.2 Herstellung der NANP19 Antigenlosung

Die NANP19 Antigenlosung (Dobeli, Andres et al. 1998) wird mit einem Protein-
gehalt von 5 mg/ml hergestellt. (1 ml PBS-Puffer und 5 mg NANP19). Hinsicht-
lich Extensionsintensitdt und Materialverbrauch wurde mittels Verdiinnungsreihe
die optimale Beschichtungskonzentration ermittelt. Zur Beschichtung wurde eine

Proteinkonzentration von 5 pg/ml verwendet.

3.1.2.3 Beschichtung der Mikrotiter-Platten

Um eine Peptidkonzentration von 5 pg/ml zu erreichen, werden 1 pl Antigenld-
sung mit 1 ml PBS-Puffer verdiinnt. Zur Beschichtung der Mikrotiterplatten wer-
den 100 ul dieser Verdiinnung pro Napf pipettiert. Es wird dabei nur die erste
Reihe (fiir die Standardkurve; mit S gekennzeichnet) und jeweils zwei von drei
Vertiefungen die fiir die Proben bestimmt sind inkubiert (mit x gekennzeichnet).

Die dritte Vertiefung wird nicht mit dem Antigen beschichtet. Somit kann eine
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eventuell auftretende, unspezifische Bindung von Immunglobulinen im Testserum

identifiziert werden.

Abbildung 4: Beschichtung der ELISA-Platte

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 12
A S S S S S S S S S S S S
B X X X X X X X X
C X X X X X X X X
D X X X X X X X X
E X X X X X X X X
F X X X X X X X X
G X X X X X X X X
H X X X X X X X X

Anschlieend wird die Platte fiir eine Stunde bei 37° C im Brutschrank aufbe-
wahrt, bevor sie iiber Nacht bei 4° C im Kiihlschrank gelagert wird. Als nichstes
wird die ELISA-Platte mit Hilfe des Handwaschgerites und der Waschlésung
fiinfmal sorgfiltig gespiilt.

3.1.2.4 Postcoating

In jede Vertiefung werden 200 pl Postcoatingpuffer pipettiert und die ELISA-
Platte fiir eine Stunde bei 37° C im Brutschrank belassen, ehe sie mit der Wasch-
I6sung fiinfmal gewaschen wird. Hierdurch werden ungebundene Stellen in den

Vertiefungen benetzt.
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3.1.2.5 Inkubation
¢ Das zu untersuchende Serum wird mit dem Inkubationspuffer im Verhiltnis
1:250 verdiinnt; in diesem Fall 5 pl Serum mit 1.250 pl Inkubationspuffer.

¢ Die Positiv-Kontrolle besteht aus einem Pool von Antikérper-positiven Seren

von Patienten mit nachgewiesener Plasmodium falciparum Infektion.

¢ Die Negativ-Kontrolle besteht aus einem Pool von Antikdrper-negativen Seren
von Personen die sich niemals in einem Malaria-Endemiegebiet aufgehalten

haben.

¢ Die Konzentrationen der Patientenseren werden schlieflich als Antikorperein-
heiten (AKE), das heif3t als Vielfaches der normalen Aktivitét, also als Faktor

des negativen Serumpools ausgedriickt.
e Faktor 100: Positiv-Pool: IKP 1:250 (5 ul Positiv Pool :1.250 ul IKP)
e Faktor 33:  Faktor 100 : IKP 1:2 (200 pl Faktor 100: 400 pl IKP)
e Faktor 10:  Faktor 100 : IKP 1:9 (100 pl Faktor 100: 900 ul IKP)
e Faktor 1: Negativ-Pool: IKP 1:250(5 pl Negativ Pool :1.250 pl IKP)

o Leerwert: IKP (100 pl IKP)

Sowohl die Serum- als auch die Standardverdiinnung werden gut gemischt und
anschliefend 100 pl/ Napf appliziert (sieche Schema). Danach werden die ELISA-

Platten fiir eine Stunde bei 37° C im Brutschrank inkubiert.
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Abbildung 5: Standardkurve und Serumproben

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12

A 100 | 100 | 33 | 33 | 10 | 10 1 1 L L L L

E 4 4 4 11 11 11 | 18 | 18 | 18 | 25 | 25 | 25

100 = Faktor 100 10 = Faktor 10 1 = Serumverdiinnung 1
33 = Faktor 33 1 = Faktor 1 2 = Serumverdiinnung 2
L = Leerwert 28 = Serumverdiinnung 28

3.1.2.6 Konjugat

Als Konjugat wird Anti-human IgG (h+l) goat der Firma ICN Biomedicals ver-
wendet. Eine Konjugatlosung der Verdiinnungsstufe 1:16.000 bestehend aus 80 ml
Inkubationspuffer und 5 pl Konjugat werden hergestellt. Die Mikrotiterplatten
werden wie beschrieben, gewaschen. Pro Vertiefung werden 100 pl appliziert. Die

Platte wird nun wieder fiir eine Stunde bei 37° C in den Brutschrank gegeben.
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3.1.2.7 Substrat

Die Substratlosung wird aus 50 ml Gebrauchslosung und einer Tablette OPD her-
gestellt. Kurz vor Gebrauch werden 10 pl H,O, hinzu gegeben. Die
Mikrotiterplatten werden griindlich ausgewaschen und mit Aqua dest. gespiilt. In
jede Vertiefung werden 100 pl Substratlosung pipettiert. Nun werden die ELISA-
Platten im Dunklen bei Raumtemperatur fiir exakt 10 Minuten inkubiert. Der Vor-

gang wird mit 25 pl Stopplosung (Schwefelsdure)/ Vertiefung angehalten.

3.1.2.8 Ablesung und Standardkurven

Der Absorptionsindex wird mit einem Spektrophotometer bei einer Wellenldnge
von 492 nm gemessen. Fiir die Erstellung der Standardkurve wurde ein Poolserum
von Patienten mit hoher CSP-Antikorperkonzentration so verdiinnt, dass Stan-
dardseren mit der 100-, 33- und 10-fachen Aktivitdt eines negativen Poolserums
erhalten wurden (Felgner 1978). Der Grenzwert dieses Tests liegt bei 3 AKE, de-
finiert durch ein Konfidenzintervall von 95 % aus einem Panel von Serunproben

gesunder Personen, die sich noch nie in einem Malariagebiet aufgehalten haben.
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3.2

Evaluation des CSP-Antikorper-ELISA-Tests

Zur Evaluation des NANP19- ELISA-Tests wurden Seren von Patienten verwen-

det die sich zwischen 1997 und 2001 in der Abteilung fiir Infektions- und Tro-

penmedizin der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen vorstellten. Hierbei

lassen sich vier verschiedene Gruppen unterscheiden.

Die erste Gruppe bestand aus 118 nicht-immunen Patienten mit sympto-
matischer Malaria tropica Erkrankung und labortechnisch nachweislicher
Plasmodium falciparum Infektion. Die Diagnose dieser Patienten wurde
mikroskopisch mittels Ausstrich und Dicker Tropfen bestitigt. Die Seren
wurden zwischen 1 bis 90 Tagen nach dem Auftreten von Symptomen ge-

wonnen.

Die zweite Gruppe bestand aus 68 europdischen Patienten die nachweis-
lich an verschiedenen Tropenkrankheiten litten. Die Diagnosen dieser Pa-
tienten wurde abhédngig von der jeweiligen Erkrankung entweder mikro-

skopisch oder serologisch bestitigt:
o Malaria tertiana (AusschlieBlich: Plasmodium vivax) n = 22
o Invasive Amoebiasis n = 10
o Schistosomiasis n = 10
o Dengue Fieber n = 10
o Leishmaniose n =7
o Lymphatische Filariose n = 6
o Chagasn=3

Die dritte Gruppe bestand aus 117 deutschen Patienten, die sich niemals
im Malariagebiet aufgehalten haben und sich zum Zweck einer Tropen-

tauglichkeitsuntersuchung vorstellten.

Die vierte Gruppe bestand ebenfalls aus 50 deutschen Patienten die sich
niemals in Malariagebiet aufgehalten haben und die zuséitzlich einen

nachweisbar hochpositiven Rheumafaktor besaf3en.
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Samtliche Diagnosen wurden entweder mikroskopisch bzw. serologisch bestitigt.

3.3 CSP-Antikorper Privalenz bei Reisenden

Seren von insgesamt 1.925 Personen wurden sowohl vor als auch nach ihrer Reise
in Malaria-Endemiegebiete gewonnen. Die Serumproben stammen aus zwei gro-
Ben internationalen Multi-Center-Studien (Mal 30010 und Mal 30011). Ziel dieser
Studien war es die Sicherheit und Wirksamkeit von Medikamenten, die zur

Malariachemoprophylaxe eingesetzt werden, zu vergleichen.
e MAL 30010
o Vergleich von Atovaquon-Proguanil mit Mefloquin
e MAL30011:

o Vergleich von Atovaquon-Proguanil mit Chloroquin-Proguanil

Mal 30010 (April - September 1999)

Fiir Mal 30010 (Overbosch, Schilthuis et al. 2001) wurden 976 Probanden an ins-
gesamt 15 Tropen- und Reisemedizinischen Instituten in den Niederlanden,
Deutschland, GroBbritannien, Kanada und Siidafrika rekrutiert. Die Probanden
erhielten in dieser randomisierten Doppelblindstudie entweder Atovaquon-

Proguanil oder Mefloquin zur Malariachemoprophylaxe fiir ihre Reise.

Einschlusskriterien waren: Mindestalter von drei Jahren, ein Korpergewicht von
mindestens 11 kg und eine Reise in ein Gebiet das fiir Plasmodium falciparum

endemisch war von maximal 28 Tagen.

Ausschlusskriterien waren: Bekannte Allergie gegen Atovaquon, Proguanil oder
Mefloquin, eine medizinische Vorgeschichte von Krampfanfillen, psychiatrische
Erkrankungen, generalisierte Psoriasis, Alkoholismus, renale, hepatische oder
kardiale Erkrankungen, schwere hdmatologische oder neurologische Erkrankun-

gen, Schwangerschaft, Stillzeit, eine Malariaerkrankung in den letzten 12 Mona-
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ten oder eine Reise in ein Malariagebiet in den letzten 60 Tagen. Serumproben
wurden sowohl vor der Reise als auch 28 Tage nach Ende der Reise abgenommen.
In keiner der beiden Gruppen trat eine bestitigte Malariaerkrankung auf. Von ins-

gesamt 931 Probanden lagen gepaarte Serumproben vor.

Weitere demographische Daten finden sich in Tabelle 4. Weitere Daten zu Reise-

land und Reisedauer in Tabelle 5.

Mal 30011 (April - Oktober 1999)

Fiir Mal 30011 (Hogh, Clarke et al. 2000) wurden insgesamt 1.083 Probanden an
insgesamt 21 Reisemedizinischen Instituten in Ddnemark, GroBbritannien, Frank-
reich, Deutschland, den Niederlanden, Siidafrika und Kanada im Rahmen einer
Malaria Chemoprophylaxe-Studie gewonnen. Die Probanden erhielten in dieser
randomisierten  Doppelblindstudie ~ entweder  Atovaquon-Proguanil  oder

Chloroquin-Proguanil zur Malariachemoprophylaxe fiir ihre Reise.

Einschlusskriterien waren: Mindestalter von 12 Jahren, ein Korpergewicht von
mindestens 50 kg und eine Reise in ein Gebiet das fiir Plasmodium falciparum

endemisch war fiir maximal 28 Tagen.

Ausschlusskriterien waren: Bekannte Allergie gegen Atovaquon, Proguanil oder
Chloroquin, eine medizinische Vorgeschichte von Krampfanfillen, psychiatrische
Erkrankungen, generalisierte Psoriasis, Alkoholismus, renale, hepatische oder
kardiale Erkrankungen, schwere hiamatologische oder neurologische Erkrankun-
gen, Schwangerschaft, Stillzeit, eine Malariaerkrankung in den letzten 12 Mona-
ten oder eine Reise in ein Malariagebiet in den letzten 60 Tagen. Serumproben
wurden sowohl vor der Reise, als auch 28 Tage nach Ende der Reise abgenom-
men. Von insgesamt 972 Probanden lagen gepaarte Serumproben vor. Drei der
Studienteilnehmer erkrankten nach ihrer Riickkehr aus Mali, Nigeria und Uganda

an Malaria tropica.

Weitere demographische Daten finden sich in Tabelle 4. Weitere Daten bzgl. Rei-

seland und Reisedauer in Tabelle 5.
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Tabelle 4: Demographische Daten der Studien 30010 und 30011

Quelle: (Overbosch, Schilthuis et al. 2001) (Hogh, Clarke et al. 2000)

Studiennummer 30010 30010 30011 30011 Insgesamt
Medikamentengruppe Atovaquon/ | Mefloquin | Atovaquon/ | Chloroquin/

Proguanil Proguanil Proguanil
N
Insgesamt 493 483 511 511 1998
Paarweise 469 462 484 488 1903
Serumproben *
Alter
Durchschnitt 33,0 33,6 36,0 35,0 34,4
Range 4-79 5-80 13-72 13-74 4 -80
Geschlecht N (%)
Mainnlich 249 (53%) | 261 (56%) 237 (49%) 262 (54%) 1.009 (53%)
Weiblich 220 (47%) | 201 (44%) 247 (51%) 226 (46%) 894 (47%)
Ethnische Gruppe N (%) +
Kaukasisch 445 (90%) | 430 (89%) | 496 (97%) | 486 (95%) 1.857 (93%)
Schwarz 31 (6%) 34 (7%) 6 (1%) 12 2%) 83 (4%)
Asiatisch 11 2%) 14 (3%) 3(1%) 7 (1%) 35 2%)
Andere 6 (1%) 51%) 6 (1%) 6 (1%) 23 (1%)
GroBe (Durchschnitt) 174 173 173 174 174
Gewicht (Durchschnitt) 72.0 71.2 714 72.3 71.7
Malariaerkrankung in der
Vorgeschichte
N (%) 22 (5%) 20 (4%) 9 (2%) 7 (1%) 58 (3%)
Vor x Jahren 8 (1-40) 10 (1 -50) 13 (2 -60) 11 (2 -30) 10 (1 -60)
Durchschnitt(Range)

* Von Insgesamt 1.903 der insgesamt 1.998 Studienteilnehmer lagen paarweise

Serumproben vor.

+ aufgrund von Rundung, ergibt die Addition teilweise nicht 100 %
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Tabelle 5: Reiseziele und Reisedauer der Studienteilnehmer 30010 und 30011

Studien- 30010 30010 30011 30011 Insgesamt
nummer Atovaquon/ Mefloquin Atovaquon/  Chloroquin/

Medikam. Proguanil Proguanil Proguanil

Gruppe

N 469 462 484 488 1903
Reiseziel N (%)

Ostafrika 176 (38%) 162 (35%) 128 (26%) 148 (30%) 614 (32%)
Westafrika 111 (24%) 111 (24%) 84 (17%) 96 (20%) 402 (21%)
Sidliches 75 (16%) 69 (15%) 65 (13%) 63 (13%) 272 (15%)
Afrika

Zentralafrika 18 (4%) 14 (3%) 14 (3%) 10 2%) 56 (3%)
Siidamerika 29 (6%) 32 (7%) 48 (10%) 40 (8%) 149 (8%)
Andere 60 (13%) 74 (16%) 145 (30%) 131 27%) 410 21%)
Reiseziele

Reisedauer

Durchschnitt 18,8 18,6 16,9 17,6 18,0
(Tage)
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Die geographische Aufteilung des Reiseziels ,,Afrika* erfolgte in die vier unter-
schiedlichen UN-Subregionen Ostafrika, Westafrika, Zentralafrika und Siidliches
Afrika (Abb. 5). Die Destination Andere Reiseziele setzt sich vorwiegend aus den
Endemiegebieten in Asien und zu einem kleineren Teil aus Ozeanien und Mittel-

amerika zusammen.

Westafrika

n =402
Zentralafrika Ostafrika
n=>56 n=614

Siidliches Afrika
n=272

Abbildung 6: Unterteilung der Reiseziele der Studienteilnehmer 30010 und 30011 in der Region
Afrika
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4

Ergebnisse

4.1 Entwicklung eines CSP-Antikorper-ELISA-Tests (Checker board

Titration).

Die arithmetischen Mittelwerte der Extinktionswerte der Antigene NANPS,

NANP19 und NANP50 fiir die jeweiligen Beschichtungskonzentrationen 2ug/ml,

Sug/ml und 10ug/ml sind in Tabelle 6 dargestellt. Die sich daraus ergebenen

Standardkurven sind in Abbildung 7 abgebildet.

Tabelle 6: Mittelwerte der Extinktionswerte im CSP-ELISA bei verschiedenen Konzentrationen
der Antigene NANPS5, NANP19 und NANP50

NANPS5 NANP19 NANP50
Faktor | 2 5 10 2 5 10 2 5 10
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | ug/ml
1 0,02 0,04 0,03 0,03 0,04 0,04 0,03 0,03 0,04
10 0,13 0,19 0,23 0,15 0,25 0,46 0,18 0,33 0,46
33 0,24 0,31 0,38 0,41 0,57 0,79 0,43 0,63 0,82
100 0,4 0,51 0,62 0,71 0,99 1,08 0,8 1,08 1,13
Abbildung 7: Standardkurven der jeweiligen Antigene und Beschichtungskonzentrationen
1,2
/
L / ——NANPS (2ug/ml)
///\ =@=NANP5 (5.g/ml)
¢38 & NANPS (1Dug/ml]
M —<~NANP19 (2ug/ml}
0,6 .////(/ 4 ==NANP19 (5ug/ml|
=0=NANP19 (10ug/ml]
0,4 / — : /. ——=NANP50 (2ug/ml]
// == NANP50 (5ug/ml}
0,2 ——=NANPS0 (10pg/ml]
0 T T 1
1 10 33 100
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4.2 Evaluation des CSP-Antikorper-ELISA-Tests

Aufgrund der Ergenisse der Checker board Titration (s.4.1) wurde NANPI19 als
Antigen fiir den CSP-AK-ELISA in einer Konzentration von 5 pg/ml verwendet.
Als Cut-off-Wert fiir die Messung von CSP-Antikorpern wurde drei Antikorper-
einheiten (U) definiert (siche 3.1.2.8).

4.2.1 Patienten mit Malaria tropica (Plasmodium falciparum)

Von den insgesamt 118 Patienten die an einer Malaria tropica erkrankten fiel der
CSP-Antikorpertest mit NANP19-Antigen bei 80 Patienten positiv aus. Da zwi-
schen Antigenkontakt und der Bildung von spezifischen Antikérpern, insbesonde-
re bei dem hier untersuchten IgG, Tage und Wochen vergehen konnen, wurden die

118 Patienten in zwei Gruppen aufgeteilt.

¢ Bei den Patienten der ersten Gruppe wurde die Blutabnahme innerhalb der
ersten zehn Tage nach Auftreten der Malariasymptomatik durchgefiihrt.
Diese Gruppe bestand aus 55 Patienten. Bei 31 dieser Patienten konnten

positive CS-Antikorpertiter nachgewiesen werden.

e Bei den Patienten der zweiten Gruppe wurde die Blutabnahme zwischen
den Tagen 11 und 90 nach Symptombeginn durchgefiihrt. In dieser Gruppe
konnten bei 49 der 63 Patienten positive Antikorpertiter nachgewiesen

werden.

Siehe auch Tabelle 7 und Abbildung 8:

37



Tabelle 7: Hiufigkeit von NANP19-Antikorpern bei Patienten mit Malaria tropica (Gruppe 1 und 2)

N 118 55 63

68% 56% 78%
Arith. Mittel der 20,3 U0 144U

positiven Seren

Minimum der

positiven Seren
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Abbildung 8: Patienten mit Malaria tropica (frithe und spite Blutentnahme)

80%;
70%-
60%-
50%;
40%;
30%-
20%-
10%;

0%-

O Positiv
B Negativ

Insgesamt 0-10 Tage 11-90 Tage

4.2.2 Patienten mit Malaria tertiana (Plasmodium vivax)

Von den insgesamt 22 Patienten bei denen mikroskopisch eine Infektion mit

Plasmodium vivax nachgewiesen wurde reagierten zwei positiv (9,1%).

4.2.3 Patienten mit anderen tropenspezifischen Erkrankungen

Von den sechs Patienten mit lymphatischer Filariose reagierten zwei Seren positiv
(33,3%). Es gab keine positiven Reaktionen bei den Patienten mit invasiver

Amobiasis, Dengue-Fieber, Chagas, Leishmaniose und Schistosomiasis.

4.2.4 Personen, die sich noch nie in einem Malariagebiet aufgehalten

haben

Von den 117 Personen die sich niemals in Malariagebieten aufgehalten haben rea-
gierte ein Serum (0,85%) im ELISA-Test positiv. Der Mittelwert der Patienten aus
der Kontrollgruppe lag bei 0,86 U (Median: 0,8 U Range: 0 -3,5 U).
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4.2.5 Patienten mit hoch positiven Rheumafaktor, die sich noch nie in

Malariagebiet aufgehalten haben

Alle 50 Patienten mit Rheumafaktoren reagierten negativ (Mittelwert 0,95 U).

Tabelle 8: Kreuzreaktionen

P. vivax
Amobiais
Chagas

Dengue
Filariose
Leishmaniose
Schistosomiasis
Rheumafaktor

Kontrollgruppe

Insgesamt

22

10

3

10

50

117

40

Negativ

20

10

3

10

10

50

116

Pos. %

9%
0%
0%
0%
33%
0%
0%
0%

0,85%

Neg. %
91%
100%
100%
100%
67%
100%
100%
100%

99,15%



4.3  CSP-Antikorper Privalenz bei Reisenden
4.3.1 Serokonversion

Von 1.903 Reisenden die bzgl. der Privalenz von CSP-Antikdrpern untersucht
wurden hatten 66 (3,5%) positive Antikorpertiter nachdem sie von ihrer Reise
zuriickkehrten. Trotzdem konnte eine Serokonversion nur in 18 der 1.903 Proben
(0,95%) festgestellt werden. Der Mittelwert der Antikorpertiter in der Gruppe der
Serokonverter lag bei 1,6 U vor der Reise und 5,9 U nach der Reise. Die restli-
chen 48 der 1.903 Teilnehmer (2,5%) hatten bereits CS-Antikdrper vor Beginn der

Reise.

Tabelle 9: Priavalenz von Circumsporozoiten-Antikorpern

N %
Reisende insgesamt 1.903 100
negativ (U < 3) 1.837 96,5
positiv (U > 3) 66 3,5
Serokonverter 18 0,95
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4.3.2 Demographische Daten der Serokonverter

Die Gruppe der Serokonverter bestand zu 72% aus ménnlichen und zu 28% aus
weiblichen Teilnehmern. Im Vergleich dazu waren in der gesamten Studienpopu-

lation 53% maénnlich und 47% weiblich (Tab. 10, Abb. 8).

Tabelle 10: Geschlechtsverteilung

N % SC SC% OR P-Value (y°)
(95% CI)
Minnlich 1009 53% 13 72% 2,32 0,15
(0,9 -6,3)
Weiblich 894 47% 5 28% 0,43 0,15
(0,2-1,2)
Insgesamt 1903 100% 18 100%

CI 95% Konfidenz-Interval der OR

Fischer-Exact-Test, zweiseitig

80%:-
70%7]
60% ]
50%:
40%-
30%:
20%-
10%1
0%-

O Insgesamt
H Serokonverter

Mannlich Weiblich

Abbildung 9: Geschlechtsverteilung
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Das Durchschnittsalter in der Gruppe der Serokonverter lag bei 31 Jahren (Median
25 Jahre, Range 8 -72), das Durchschnittsalter in der Studienpopulation lag bei
34,5 Jahren (Median 31, Range 5 -80) (Tab.11).

Tabelle 11: Altersverteilung

Altersgruppe Reisende Serokonverter OR P-Value
insgesamt (95% CI) (xz)
0-17 82 1 1,31 0,55
(0,2 -7,8)
18 -30 832 11 2,04 0,16
(078 _5a1)
31-45 546 3 0,49 0,31
0,2 -1,6)
46 -65 406 2 0,46 0,39
(091 '158)
> 65 37 1 3,02 0,30
(0,5-18,4)

CI 95% Konfidenz-Intervall der OR

Fischer-Exact-Test, zweiseitig
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4.3.3 Reisedaten der Serokonverter

Die Reisedauer der Serokonverter lag bei durchschnittlich 17 Tagen (Median: 16
Tage; Range: 5 -38). Im Vergleich lag die durchschnittliche Reisedauer bei allen
Reisenden bei 18 Tagen (Median: 17; Range: 2 -38).

Tabelle 12: Reisedauer

Reisedauer in Reisende Serokonverter OR P-Value (42)
Tagen Insgesamt 95% CI)
0-7 142 1 0,73 1,0
(0,1 -4,3)
8-14 411 3 0,72 0,78
(0,2 '253)
15 -21 663 10 2,36 0,08
(1,0 -5,8)
22 -28 687 2 0,30 0,12
(0,08 -1,16)
29 -38 124 2 1,81 0,33
(0,46 -7,15)

CI 95% Konfidenz-Interval der OR

Fischer-Exact-Test, zweiseitig
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Die meisten Serokonverter (n = 15 bzw. 83%) bereisten Malaria-Endemiegebiete
in Afrika: Ostafrika n = 7 (39%), Westafrika n =6 (33%), siidliches Afrika n =2
(11%). Drei Serokonverter (17%) bereisten ,,Andere Reiseziele“. Keiner der Rei-

senden nach Siidamerika oder Zentralafrika serokonvertierte (Tab. 13, Abb. 9).

Tabelle 13: Reiseziele

Reiseziel Reisende % Sero- % der SC OR P-Value
konverter x2)
Ostafrika 614 32,3 7 38,8 1,34 0,61
(0,5-3,4)
Westafrika 402 21,1 6 33,3 1,88 0,24
(0,7 -4,9)
Zentral- 56 2,9 0 0 n.a. n.a.
Afrika
Siidliches 272 14,3 2 11,1 0,75 1,0
Afrika (0,2-2,9)
Siidamerika 149 7.8 0 0 n.a. n.a.
Andere 410 21,5 3 16,6 0,73 0,78
Reiseziele 0,2 -2,4)
Insgesamt 1.903 100 18 100

CI 95% Konfidenz-Interval der OR

Fischer-Exact-Test, zweiseitig
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Abbildung 10: Reiseziele

O Reisende Insgesamt
B Serokonverter

West Afrika

Sidliches
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Zentral

Afrika

Sludamerika

Andere
Lander

Die Infektionsrate wurde hochgerechnet fiir 1.000 Reisende, die sich einen Monat

in den jeweiligen Endemiegebieten authalten (Tab.14).

Tabelle 14: Infektionsrisiko/ 1000 PM

Personen- Serokon- Serokonverter/ Infektions-
Monate verter n 1000 PM rate
(PM)

Ostafrika 387,8 7 18,1 1,81%
Westafrika 244.0 6 24.6 2,46 %
Zentralafrika 36,0 0 0 0%
Siidliches Afrika 132,8 2 15,1 1,51%
Siiddamerika 77,6 0 0 0%
Andere 260,9 3 11,5 1,15%
Reiseziele
Insgesamt 1139,1 18 15,8 1,58 %
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5 Diskussion

5.1  Entwicklung eines CSP-Antikorper-ELISA-Tests

Ziel dieser Arbeit war es unter anderem einen ELISA-Test zum Nachweis von
CSP-Antikorpern zu entwickeln. Die ELISA-Technik zum Nachweis von CSP-
Antikorpern (mit NANPS0 als Antigen) wurde hierzu im Tropeninstitut Basel er-
lernt und anschlieend im Tropeninstitut Miinchen etabliert. Es wurden drei unter-
schiedlich lange CSP-Proteine (NANPS, NANP19 und NANP50) in verschiede-
nen Beschichtungskonzentrationen miteinander verglichen. (Tabelle 6, Abbildung

7).

Hierbei war auffillig, dass die Standardkurven fiir NANPS in allen Beschich-
tungskonzentrationen unter den Kurven fiir NANP19 und NANP50 lagen. Dieses
Ergebnis korreliert gut mit einer fritheren Vergleichsstudie von CSP-AK-ELISA’s
mit unterschiedlich langen NANP-Antigenen (Del Giudice, Douglas et al. 1989)
Auch bei dieser Studie waren Extinktionswerte und Signifikanz eines verwende-
ten NANP3-Antigens deutlich geringer im Vergleich zu NANP-Proteinen mit ho-
herer Anzahl an Repetitionen. Auch bei hoheren Beschichtungskonzentrationen
hatte die Standardkurve eine vergleichsweise geringe Steigung. Dies fiihrt dazu,
dass auch bei steigenden Antikorperkonzentrationen im Serum es nur zu einer
geringen Zunahme der Extinktionswerte kommt. Dies ist insbesondere im Bereich
des Cut-offs nachteilig, da bei geringer Titerhohe nicht eindeutig zwischen positi-

ven und negativen Seren unterschieden werden kann.

Die Extinktionswerte zwischen den Antigenen NANP19 und NANP50 unter-
schieden sich jedoch nur gering, auch die Standardkurven nahmen einen @hnlichen
Verlauf. Hinsichtlich der Beschichtungskonzentrationen zeigten die Versuchsrei-

hen mit 5 ug/ml eine hohere Extinktion als die Versuche mit 2 pg/ml.

Eine weitere Erhohung der Beschichtungskonzentration auf 10 pg/ml brachte je-
doch nur noch eine geringere Steigerung der Extinktionswerte, so dass von einer

gewissen Sittigung auszugehen ist.
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In der Zusammenschau der beschriebenen Versuchsreihen, wurde entschieden
NANP19 als Antigen fiir den CSP-AK-ELISA in einer Konzentration von 5 pg/ml

zu verwenden.

5.2 Evaluation des CSP-Antikorper ELISA-Tests

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde der etablierte CSP-AK-ELISA hinsichtlich
Sensitivitit und Spezifitit evaluiert. Als cut-off Wert wurde ein Wert von > 3 AKE
(Antikorpereinheiten oder Units) definiert. als 95% Konfidenzintervall eines Pa-
nels von Serunproben gesunder Personen, die sich noch nie in einem Malariage-

biet aufgehalten haben.

Um die Sensitivitidt des Tests zu ermitteln wurden Serumproben von 118 nicht-
immunen Malaria tropica Patienten untersucht. Bei 80 Serumproben konnten AKE
> 3 U nachgewiesen werden, dies entspricht einer Sensitivitit von 68%. Nach An-
tigenkontakt gebildete Antikorper konnen in immunologischen Testverfahren erst
nach einer gewissen Latenzzeit nachgewiesen werden. So eignet sich der serologi-
sche Nachweis von Merozoiten-Antikérper auch nicht zum Nachweis eines akut
erkrankten Patienten, da diese Antikorper erst nach einer Latenzzeit von friithes-
tens einer Woche nach Symptombeginn nachweisbar sind. Auch treten verschie-
dene Antikorperklassen zu unterschiedlichen Zeitpunkten auf. Bei dem hier
durchgefiihrten Test wurden gegen NANP19 gerichtete Antikorper der Klasse IgG
nachgewiesen. Die Sensitivitdt von immunologischen Testverfahren erreicht also
erst nach einer gewissen Latenzzeit ihr Maximum. Die Inkubationszeit von Plas-
modium falciparum betrigt mindestens 6 Tage, was erklirt dass gegen NANP19
gerichtete Antikorper bereits am Tag 0 nach Symptombeginn nachweisbar sind.
Um die von der Latenzzeit abhiingige Sensitivitit zu demonstrieren, wurden die
118 Serumproben, abhingig von der Zeit zwischen Symptombeginn und Blutab-
nahme in zwei Gruppen aufgeteilt. Die Sensitivitdt des Tests in Gruppe 1 (wih-
rend den ersten zehn Tagen nach Auftreten der Symptome) lag bei 56% (31 von
55 Proben waren positiv) und in Gruppe 2 (11- 90 Tage nach Symptombeginn)

bei 78% (49 von 63 Proben waren positiv). Die Sensitivitdt war damit in Gruppe 2
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signifikant besser als in Gruppe 1 (p = 0,018 Fisher Exact Test). Daher sollte zur
optimalen Verwendung des Tests bei asymptomatischen Riickkehrern aus endemi-
schen Gebieten die Blutabnahme in einem Zeitfenster von 11-90 Tagen nach

Riickkehr durchgefiihrt werden.

Um die Spezifitit des Tests zu ermitteln, wurden Seren von 117 Personen, die sich
noch nie in Endemiegebieten aufhielten, untersucht. Nur eine von 117 Proben der
Kontrollgruppe reagierte positiv fiir Circumsporozoiten-Antikorper (3,5 U), dies

ergibt eine Spezifitdt von 99,15%.

Um mogliche Kreuzreaktionen mit anderen tropenspezifischen Erkrankungen aus-
zuschlieBen, wurden Seren von Patienten mit Malaria tertiana (nur Plamodium
vivax), invasive Amobiasis (Entamoeba histolytica), Chagas (Trypanosoma cruzi),
Dengue Fieber, lymphatische Filariose (Wucheria bancrofti), viszeraler Leishma-
niose (Leishmania donovani) und Schistosomiasis (Schistosoma sp.) auf Antikor-

per untersucht.

Von den 22 Patienten mit Plasmodium vivax Infektion reagierten zwei Seren (9%)
positiv. Ahnlich Resultate fiir Kreuzreaktionen mit P. vivax konnten bereits in ei-
ner Evaluation eines kommerziellen CS-Antikorper-ELISA-Tests nachgewiesen
werden. So reagierten in dieser Studie 6 von 76 (7,9%) P. vivax Serumproben po-
sitiv  (Jelinek, Nothdurft et al. 1995). Verantwortlich hierfiir diirften
Antigengemeinschften von Circumsporozoitenproteinen unterschiedlicher Mala-

riaparasiten sein.

Von den 6 Patienten mit lymphatischer Filariose reagierten 2 Seren (33 %) positiv.
Hinsichtlich eine moglichen Kreuzreaktion mit Filarien muss man jedoch beriick-
sichtigen, dass eine lymphatische Filariose eine, bei normalen Reisenden, ausge-
sprochen seltene Erkrankung handelt. Bei beiden Patienten handelte es sich um
Langzeit-Reisende, die sich iiber Monate in hochendemischen Malariagebieten
unter Malariachemoprophylaxe aufgehalten haben. Daher kann nicht ausgeschlos-
sen werden, dass sich die Patienten wihrend ihres Aufenthaltes mit Plasmodium
falciparum infizierten, auch wenn anamnestisch keine Malaria-Episode bekannt

war.
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Die iibrigen Seren mit tropenspezifischen Erkrankungen reagierten im CS-AK

ELISA Test negativ.

Da Personen mit positivem Rheumafaktor normalerweise ein hohes Potential fiir
Kreuzreaktionen in serologischen Test haben, wurden 50 Patientenseren unter-

sucht, allerdings reagierte keines davon positiv.

Im Hinblick auf die Evaluation dieses Tests kann von einer zufrieden stellenden
Sensitivitidt und einer sehr guten Spezifitit fiir den Nachweis von Infektionen mit

Plasmodium falciparum ausgegangen werden.

Vergleicht man diesen NANP19-CSP-AK-ELISA Test mit einem kommerziellen
CSP-AK-ELISA-Test unter Verwendung von NANP40 (Esposito, Fabrizi et al.
1990) (Jelinek, Nothdurft et al. 1995), so zeigt sich eine vergleichbare Spezifitit

und eine etwas hohere Sensitivitit.

Tabelle 15: Vergleich des NANP19 Tests mit einem kommerziellen NANP40 ELISA

NANP19 NANP40

(Jelinek, Nothdurft et al. 1995)

Spezifitit

99,15% (n = 117)

100% (n = 32)

Sensitivitidt gesamt

68% (n =118)

43% (n = 120)

Sensitivitit 56% (n =155) 36% (n =77)
(friihe BE) Tag 0-10 Tag 0- 7
Sensitivitit 78% (n = 63) 55,8% (n =43)
(spcite BE) Tag 11 -90 Tag 8 -90

Im Vergleich zu NANP40 (4x40=160 Aminosduren) ist das fiir diesen Test ver-
wendete NANP19 ein weniger als halb so gro3es Peptid (4x19=76 Aminoséduren)
und daher deutlich einfacher sowie kostengiinstiger in der Herstellung. Dariiber

hinaus besitzt es bei diesem Versuchsaufbau eine hohere Sensitivitiit.
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Die im Vergleich zu anderen serologischen Malariatests (z.B. der Nachweis des
erythrozytiren Stadiums) geringere Sensitivitit, ldsst sich mit dem spérlichen und
kurzzeitigen Kontakt des Antigens mit dem Immunsystem erkldren. Bei dem Stich
der weiblichen Anopheles-Miicke werden nur ca. 10 -20 Sporozoiten in den
menschlichen Wirt injiziert, welche innerhalb von Minuten bis wenigen Stunden
in die Leberzellen eindringen. Die geringe Sensitivitidt dieser Nachweis-Methodik
ist bedauerlich, jedoch ist es durchaus moglich, dass uns auch in Zukunft keine
exaktere Nachweismoglichkeit zum Nachweis einer Plasmodium falciparum In-
fektion zur Verfiigung stehen wird. Aufgrund des geringen Antigenkontaktes ist
durchaus denkbar, dass ein betrichtlicher Anteil der Infizierten keine CSP-

Antikorper bilden wird.

Da der Nachweis von CSP-Antikorpern keine therapeutischen Konsequenzen
nach sich zieht, sondern zur Abschitzung des Malariainfektionsrisikos in
Endemiegebieten dient, ist das Ergebnis beziiglich der Sensitivitét jedoch zufrie-
denstellend. Die CSP-AK-ELISA Methodik ist dariiber hinaus ein niitzliches
Werkzeug, um die Wirksamkeit von Malaria-PriventionsmaBnahmen, wie z.B.
Expositionsprophylaxe zu bestimmen und kann hilfreich sein, die Effektivitit von

Malariachemoprophylaxe-Préaparaten abzuschitzen.
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5.3  CSP-Antikorper-Privalenz bei Reisenden

Im dritten Teil dieser Arbeit wurde die Seropriavalenz von CSP-Antikérpern bei
1.903 gepaarten Serumproben von Reisenden in Malaria-Endemiegebiete unter-
sucht. Die Serumproben wurden vor der Abreise und 28 Tage nach der Riickkehr
im Rahmen von zwei internationalen Multi-Center-Studien MAL 30010 und MAL

30011 gewonnen.

Bei 66 der 1.903 Serumproben (3,5%) konnten nach der Reise im ELISA-Test
positive Antikorpertiter (> 3AKE) nachgewiesen werden. Jedoch konnte eine tat-
sdchliche Serokonversion nur bei 18 Proben (0,95%) nachgewiesen werden. Bei
den iibrigen 48 Personen wurden Antikorperwerte > 3 AKE bereits vor der Reise

nachgewiesen.

Hier kann es sich sowohl um eine falsch positive Antikorperreaktion als auch um
bestehende Antikorper von einer fritheren Infektion mit Plasmodium falciparum
handeln. Da sich der CSP-AK-ELISA-Test in der Evaluation durch eine sehr gute
Spezifitiat von 99,15% auszeichnete, ist ein hoher Anteil von falsch positiven Se-
rumproben unwahrscheinlich. Zu den Ausschlusskriterien der beiden prospektiven
Studien zdhlten weder eine frithere Malariaerkrankung (einzige Bedingung war:
keine Malariaerkrankung in den letzten 12 Monaten) noch der frithere Aufenthalt
in einem Malariagebiet (Ausschlusskriterium war nur ein Aufenthalt in den letzten
60 Tagen). So gaben 58 Patienten in der Vorgeschichte eine Malaria-Erkrankung
an. Circumsporozoiten IgG-Antikorper wurden bis zu 880 Tagen nach dem Aus-
bruch von Malaria-Symptomen nachgewiesen (Jelinek, Nothdurft et al. 1995).
Dies kann erkldren warum bei 48 Reisenden bereits bei der ersten Blutabnahme
vor der Abreise Antikorper nachweisbar waren und betont wie wichtig es ist ge-

paarte Serumproben zu gewinnen.

Drei der 1.903 Reisenden erkrankten trotz Malariachemoprophylaxe (mit
Chloroquin-Proguanil) an einer Malaria tropica (Hogh, Clarke et al. 2000). Die
DTG empfiehlt aufgrund hochgradiger Resistenzen diese Kombination nur noch
in Ausnahmefillen (z.B. Schwangerschaft) zur Malariachemoprophylaxe bei Rei-

sen in Hochrisikogebiete einzusetzen (DTG 2010).
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Bei 18 Reisenden (0,95%) konnte eine Serokonversion und damit eine Infektion
mit Plasmodium falciparum nachgewiesen werden. Die durchschnittliche Reise-
dauer war mit 18 Tagen relativ kurz. Rechnet man die Serokonversionsrate aller
Studienteilnehmer zu Vergleichszwecken auf eine Reisedauer von einem Monat

hoch, so wiirde dies eine Infektionsrate von 1,6% ergeben.

Die mit Abstand meisten (> 80%) nach Deutschland importierten Malariaerkran-
kungen werden jedes Jahr aus Afrika importiert (RKI 2009). Dies spiegelt sich
auch in der geographischen Verteilung der Serokonverter in dieser Arbeit wider.
So infizierten sich 15 der 18 Serokonverter (83,3%) auf dem afrikanischen Konti-
nent. Bei einer Aufenthaltsdauer von einem Monat ist die Infektionsrate fiir West-
afrika mit 2,46% am hochsten, gefolgt von Ostafrika (1,81%) und dem Siidlichen
Afrika (1,51%). Diese Ergebnisse korrelieren auch mit den Meldezahlen der nach
Deutschland bzw. Europa importierten und dem Robert-Koch Institut (RKI 2009)
bzw. dem Surveillance Netzwerk TropNetEurop (Jelinek, Schulte et al. 2002) ge-
meldeten Malariaerkrankungen. Auffillig war, dass keiner der Reisenden nach
einem Aufenthalt in Zentralafrika, einer Region mit Lindern wie z.B. Kamerun,
die traditionell ein hohes Malariarisiko aufweisen, serokonvertierten. Dies ist am
ehesten mit der geringen Anzahl an Reisenden (n = 56) und der niedrigsten Zahl

an Patientenmonaten (PM = 36) (im Vergleich Ostafrika: PM 388) zu erkliren.

Keiner der 149 Siidamerika-Reisenden serokonvertierte. Bis auf die drei eher ab-
gelegenen brasilianischen Provinzen Rondonia, Roraima und Acre und die Re-
genwaldgebiete Guyanas, Surinams und Franzosisch Guayanas teilte die DTG im
Jahr 2010 die iibrigen Regionen des tropischen Siidamerikas als Niedrigrisiko-
Gebiete ein, fiir die keine kontinuierliche Malariachemoprophylaxe empfohlen
wird (Behrens, Carroll et al. 2007; DTG 2010). 2008 wurden nur 6 der 402 Mala-
riaerkrankungen, fiir die ein Infektionsort angegeben wurde, aus Siidamerika nach

Deutschland importiert (RKI 2009).

Insgesamt 3 der 18 Serokonverter (17%) bereisten ,,Andere Reiseziele”. Diese
Destinationen setzen sich groBtenteils aus den Malaria-Endemiegebieten Asiens

und zu einem kleineren Teil aus Regionen in Mittelamerika und Ozeaniens zu-
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sammen. Bei einer Reisedauer von einem Monat ergibt das fiir diese Regionen ein
berechnetes Infektionsrisiko von 1,15%. Eine genaue Aufschliisselung der Reise-
ziele liegt leider nicht vor. Da ,,Andere Reiseziele* Regionen mit einem sehr hete-
rogenen Infektionsrisiko umfasst, ist ein Vergleich mit anderen Studien bzw. Mel-
dedaten nur bedingt sinnvoll. So wird z.B. das Infektionsrisiko fiir Papua-
Neuguinea auf ca. 3% geschitzt (Hatz and Nothdurft 2006), wihrend es fiir die

meisten Regionen Thailands bei deutlich < 1% liegen diirfte.

Es liegen nur wenige Vergleichsstudien zum Nachweis von CS-Antikorpern bei

nicht-immunen Reisenden vor.

Ende der 1980er Jahre ergab eine Berechnung des Malariarisikos anhand der ge-
meldeten Erkrankungen im Vergleich zu den Reisenden insgesamt ein Erkran-
kungsrisiko fiir Ozeanien von 4,1% und fiir Westafrika von 0,4% (Phillips-
Howard, Radalowicz et al. 1990). Hierbei wurde jedoch nicht beriicksichtigt, dass
ein groBer Teil der Reisenden eine Chemoprophylaxe einnahm, das tatsidchliche

Infektionsrisiko war aus diesen Daten also nicht abzuleiten.

Anfangs der 1990er Jahre berechnete man das Infektionsrisiko fiir Reisende an-
hand der Infektionsraten der semi-immunen Bevolkerung und anhand von Reisen-
den ohne Malariachemoprophylaxe. Fiir Ostafrika lag so die Schitzung ca. bei
1,2% pro Monat (Steffen, Fuchs et al. 1993). Das in dieser Studie ermittelte Infek-
tionsrisiko fiir Ostafrika liegt im Vergleich dazu bei 18,1/ 1.000 PM oder bei
1,8%.

Die erste CSP-AK-Privalenz-Studie bei nicht-immunen Reisenden (n = 222) in
Malariagebieten Afrikas, siidlich der Sahara zeigten, bei 21% der Reiseriickkehrer
positive CSP-Antikorper (Jelinek, Loscher et al. 1996). Bei dieser retrospektiven
Studie wurden jedoch nur Serumproben nach der Reiseriickkehr gewonnen. Daher
ist unbekannt wie viele Probanden bereits vor der Abreise iiber CS-Antikorper
verfiigten, eine Berechnung der Serokonversion und damit der tatsdchlichen In-

fektionsrate war hier nicht moglich.
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Die erste prospektive Studie wurde mit 548 holldndischen Reisenden durchgefiihrt
(Cobelens, Verhave et al. 1998). Hier wurden bei 1,3% aller Reisenden CS-

Antikorper nachgewiesen.

Tabelle 16: Vergleich der CSP-Serokonversion pro 1000 Personenmonate (PM) (Cobelens et al.)

Studie West Afrika | Ost Afrika | Stidamerika | Asien

Cobelens et al. 45,8 13,4 19,4 4.4

NANP19 24.6 18,1 0,0 11,5
CS-Privalenz-Studie (andere Reiseziele)

*Serokonversion/ 1.000 PM

Eine weitere prospektive Studie mit 262 nicht-immunen deutschen Reisenden
nach Ostafrika zeigte eine Serokonversionsrate fiir CSP-Antikérper von 4,96%

(Nothdurft, Jelinek et al. 1999).

In einer grol angelegten, retrospektiven Studie zum Nachweis von CS-
Antikorpern bei deutschen Reisenden in Malariagebiete weltweit, wurden Serum-
proben von 2.131 Reisenden untersucht. Insgesamt 4,9% aller Reisenden hatten
nach der Reise positive CSP-Antikorpertiter. Serumproben vor der Abreise wur-
den hier nicht gewonnen, so dass die tatsdchliche Zahl der Serokonverter niedriger

liegen diirfte (Jelinek, Bluml et al. 1998).

Die Reisedauer und damit die Expositionsdauer ist normalerweise eng mit dem
Infektionsrisiko mit P. falciparum verkniipft (Druilhe, Pradier et al. 1986;
Webster, Boudreau et al. 1987; Jelinek, Loscher et al. 1996). Beziiglich der Reise-
dauer hielten sich die meisten Serokonverter (n = 10, OR 2,36) 15 -21 Tage in
Malaria-Endemiegebieten auf. Warum nur relativ wenige (n = 2, OR 0,3) Reisen-
de mit einem Aufenthalt von 22 -29 Tage serokonvertierten ist unklar. Ein Faktor
konnte sein, dass sich ein signifikant hoherer Prozentsatz der Reisenden in Nied-
rigrisikogebieten (35%) 22 -29 Tage aufhielt, verglichen mit 29% der
Afrikareisenden (p = 0,017). Auch die durchschnittliche Reisezeit derjenigen, die

sich in ,,anderen Reisezielen* aufhielt war mit 19 Tagen etwas lidnger als der
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Durchschnittswert von 18 Tagen. Dies konnte erklaren warum die Reisedauer der
Serokonverter mit durchschnittlich 17 Tagen leicht unter der Vergleichsgruppe
lag. Insgesamt gesehen war die Reisezeit in dieser Studie deutlich kiirzer als in
den vorhergegangen Studien bei Reisenden, wodurch sich unter Umstdnden die
geringere Infektionsrate erklédren ldsst: 28 Tage: (Jelinek, Loscher et al. 1996) — 30
Tage: (Cobelens, Verhave et al. 1998) und 32 Tage (Jelinek, Bluml et al. 1998)).

Im Bezug auf die geschlechterspezifische Verteilung der Serokonverter, ergaben
sich deutliche Unterschiede. So waren 13 der 18 Serokonverter (72%) ménnlich.
Das ergibt eine OR von 2,32 (p = 0,15) im Vergleich zu den weiblichen Reisen-
den. Der hohe Anteil von minnlichen Reisenden die sich mit Plasmodium
falciparum infizierten konnte sich durch ein unterschiedliches Verhalten wihrend
der nichtlichen Transmissionszeit einerseits und einer geringeren Compliance
minnlicher Reisender bzgl. der Expositionsprophylaxe andererseits erkldaren. Die
daraus resultierende erhohte Exposition gegeniiber dem Vektor fiihrt zu einem
hoheren Infektionsrisiko, was sich anhand der Serokonversionsraten in dieser Stu-
die nachvollziehen lédsst. Eine dhnliche Verteilung wurde sowohl in anderen Studi-
en, (Kriechbaum and Baker 1996; Muehlberger, Jelinek et al. 1998; Schlagenhauf,
Chen et al. 2010) als auch bei den nach Deutschland importierten Malariaerkran-
kungen beobachtet (RKI 2009). Jedoch vermutete man bisher auch, dass deutlich
mehr Minner als Frauen in Malariagebiete reisen, was in dieser Studie nicht so
ausgepragt der Fall war (53% minnliche Studienteilnehmer vs. 47% weibliche

Studienteilnehmer).

Wihrend das Durchschnittsalter der Studienteilnehmer bei 34,5 Jahre lag (Median
31; Range 5 -80), war das Durchschnittsalter der Serokonverter mit 31 Jahren
(Median 25; Range 8-72 Jahren) etwas niedriger. Reisende im Alter von 18 -30
Jahren wiesen das hochste Infektionsrisiko auf, 11 von 18 Serokonvertern waren
in dieser Altersgruppe (OR 2,04; p = 0,16). Auch dies korreliert gut mit den Mel-
dedaten des Robert-Koch Instituts. In Deutschland erkranken insbesondere Er-
wachsene im Alter von 25 -39 Jahren an Malaria (RKI 2009). Urséchlich fiir das
erhohte Risiko in dieser Altersgruppe diirften auch hier ein unterschiedliches Rei-

se- und Priventionsverhalten sein. Bemerkenswert ist, dass sowohl ein 8-jdhriges
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Kind, als auch ein 72-jdhriger Mann und eine 64-jihriger Frau unter den
Serokonvertern waren. Beide Altersextreme haben bei einer Malaria tropica Er-
krankung ein erhohtes Risiko fiir einen komplizierten Verlauf (Muhlberger,

Jelinek et al. 2003) (Hagmann, Neugebauer et al. 2010).
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5.4 Schlussfolgerung

Bei 66 der 1.903 Reisenden (3,5%) konnten 28 Tage nach der Riickkehr aus
Malariaendemiegebieten positive CSP-AK-Titer nachgewiesen werden. Eine
Serokonversion lag bei 18 Reisenden (0,95%) vor. Vergleicht man die Anzahl der
Serokonverter mit den Daten andere Studien, so zeigt sich eine teilweise deutlich
niedrigere Rate an positiven Seren. Dies ist einerseits damit zu erkldren, dass es
sich bei den anderen Arbeiten z.T. um retrospektive Studien handelte, und daher
unklar ist wie viele Studienteilnehmer bereits vor Abreise iiber positive Antikor-
per-Titer verfiigten. Andererseits war die Reisedauer in dieser Studie mit durch-

schnittlich 18 Tagen deutlich kiirzer als in den fritheren Arbeiten.

Diese Arbeit machte damit erneut deutlich, wie wichtig es ist bereits vor Abreise
Serumproben zu gewinnen, um das tatsdchliche Infektionsrisiko bestimmen zu

konnen.

Die teilweise sehr kurze Aufenthaltsdauer (142 Reisende < 7 Tage) und die grof3e
Varianz bzgl. der Reisedauer (2 -38 Tage) sind nicht optimal gewihlt, um das In-
fektionsrisiko zu bestimmen und zu vergleichen. Auch die Tatsache, dass fiir 410
Teilnehmer als Destination nur ,,Andere Reiseziele® bekannt ist, erlaubt hier nur
bedingt Riickschliisse. Da die Serumproben jedoch aus zwei internationalen Mul-
ti-Center-Studien stammten, deren primires Endziel es war, die Nebenwirkungen
unterschiedlicher Malariachemoprophylaxe-Priparate zu vergleichen, konnte auf

das Studiendesign kein Einfluss genommen werden.

Berechnet man das Infektionsrisiko fiir einen Aufenthalt von einem Monat in den
jeweiligen Endemiegebieten, so ergibt sich das hochste Risiko fiir Aufenthalte in
Westafrika (2,46%), gefolgt von Ostafrika (1,81%) und dem Siidlichen Afrika
(1,51%). Zu beriicksichtigen ist hierbei dass CSP-AK-ELISA’s, wie auch der hier
verwendete Test, nur iiber eine begrenzte Sensitivitit verfiigen und dass daher das

tatsdchliche Infektionsrisiko um ca. 30% hoher liegen diirfte.

Serokonversionsraten von deutlich iiber 1% pro Monat unterstreichen die Wich-
tigkeit einer regelmiBigen Malariachemoprophylaxe bei Reisen in diese Regio-

nen. Das Risiko an einer potentiell letal verlaufenden Malaria tropica zu erkran-
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ken ist in den Endemiegebieten Afrikas deutlich hoher als das Risiko von schwe-

ren, durch Chemoprophylaxe verursachten, Nebenwirkungen.

Die Tatsache, dass keiner der 149 Siidamerika-Reisenden serokonvertierte, besti-
tigte die aktuellen Prophylaxe-Empfehlungen, die fiir die meisten Gebiete neben
einer Expositionsprophylaxe die Mitnahme eines Notfallmedikamentes befiirwor-

ten, jedoch keine kontinuierliche Chemoprophylaxe.

Riickschliisse fiir die Region Zentralafrika lassen sich aufgrund der sehr geringen
Anzahl an Reisenden (n = 56) und Personenmonate (PM = 36) nicht ziehen. Ob-
wohl keiner der Reisenden in diese Region serokonvertierte, ist von einem sub-

stantiellen Risiko auszugehen.

Uber die Destination ,,Andere Reiseziele* (1,15%) kann aufgrund der sehr hetero-
genen Regionen, die hier zusammengefasst sind, nur bedingt eine Aussage getrof-
fen werden. Zwar ist das Risiko mit einer OR von 0,73 im Vergleich zu den ande-
ren Destinationen gering, jedoch diirfte das tatsdchliche Infektionsrisiko in den
meisten Regionen Asiens und Mittelamerikas deutlich unter den ermittelten 1,15%
liegen, wihrend es fiir Papua-Neuguinea oder die Salomonen deutlich hoher lie-
gen diirfte. Wo sich die drei Serokonverter, von denen als Destination ,,Andere

Reiseziele* bekannt ist, genau aufgehalten haben ist nicht bekannt.

Beziiglich der demographischen Daten waren ein deutlich hoherer Anteil der
Serokonverter mannlichen Geschlechts (72% OR:2,32) und gehorte der Alters-
gruppe von 18-30 Jahren an (OR: 2,04). Interessant ist hierbei, dass die Ge-
schlechterverteilung bei den Studienteilnehmern insgesamt fast ausgewogen war
(Ménner: Frauen - 53%:44%) und in das Hochrisikogebiet Westafrika sogar mehr
Frauen (53%) als Ménner (47%) reisten. Dass mehr méannliche als weibliche Rei-
sende an Malaria erkranken ist bekannt, jedoch ging man bisher davon aus, dass
Minner haufiger in Hochrisikoregionen reisen, was in dieser Studie nicht belegt
werden konnte. Ursichlich fiir das erhohte Risiko konnten ein unterschiedliches
Priventionsverhalten und verschiedene Aktivititen wéhrend der nichtlichen

Transmissionszeit sein.
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Zusammenfassend betrachtet korrelieren die in dieser Studie erhobenen Daten
betreffend der geographischen Verteilung der Infektionsgebiete, die fiir die jewei-
lige Region berechnete Infektionsrate, sowie Alter und Geschlecht der Infizierten
sehr gut mit den epidemiologischen Daten hinsichtlich des Malariarisikos fiir

nicht-immune Reisende tiberein.

Diese Arbeit zum Nachweis der Privalenz von CSP-Antikorpern ist im Bezug auf
die Studienpopulation die bisher grofite prospektive Studie bei nicht-immunen

Reisenden.

Aufgrund der im Vergleich zur Gesamtpopulation doch geringen Rate von
Serokonvertern, erfiillt die Studie trotz gewihlter Studienpopulation von 1.903
Teilnehmern nicht die Signifikanzkriterien. Um bei der festgestellten Infektionsra-
te und einem vorausgesetzten Signifikanzniveau o = 5% und einer Teststirke
(Power) von 80% die Signifikanzkriterien zu erfiillen, bediirfte es einer Studien-

population von mehr als 5.000 Teilnehmern.

Diese Studie hat aber gezeigt, dass der Nachweis von Circumsporozoiten-
Antikorper mittels eines NANP19-ELISA-Tests ein zuverlédssiger serologischer
Marker fiir den Nachweis des Malaria-Infektionsrisikos von nicht-immunen Rei-
senden darstellt, unabhingig ob es dabei zu einer klinisch manifesten Malaria

kommt.

Diese Methodik kann helfen das Risiko in verschiedenen geographischen Regio-
nen zu determinieren. So kann eine Einschitzung fiir die Notwendigkeit von

Malariachemoprophylaxe in bestimmten Regionen gegeben werden.

Dieser NANP19-ELISA Test wurde in den folgenden Jahren in zwei Studien ein-

gesetzt um das jeweilige Malaria-Infektionsrisiko abzuschitzen.

In einer Studie wurde die Malaria Inzidenz auf der der Insel Santiago, Republik
Kap Verde nachgewiesen (Alves, Roque et al. 2006). Hierzu wurden unter ande-

rem NANP19-Antikorper bei asymptomatischen Einheimischen, bzw. bei Perso-
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nen mit zuriickliegender Fieberanamnese nachgewiesen. Bei ca. 8% der

Seroproben konnten Antikorper nachgewiesen werden.

In einer weiteren Studie wurde der Test eingesetzt um das Malariarisiko von japa-
nischen Blauhelmsoldaten, die unter Chemoprophylaxe fiir 6 Monate in Ost-
Timor im Einsatz waren abzuschitzen (Fujii, Kaku et al. 2007). Bei 3,1% der

1.876 Soldaten konnte nach Riickkehr eine Serokonversion nachgewiesen werden.

Der NANP19-ELISA-Test wurde bisher nicht mehr zum Nachweis von Malaria-

Infektionen bei nichtimmunen Reisenden eingesetzt.

Um eine signifikante Aussage mit Hilfe des NANP19-Tests beziiglich des Mala-
riarisikos von Reisenden stellen zu konnen wire eine sehr grofle Studienpopulati-
on notwendig. Dass fiir die Durchfiihrung des Tests gepaarte Serumproben vor der
Abreise und nach der Riickkehr, benétigt werden erhoht den Aufwand noch wei-

ter.

Da sich die in dieser Studie gewonnen Daten, bzgl. des Infektionsrisikos doch
relativ gut mit den Meldedaten der nach Deutschland importierten Malariaerkran-

kungen decken, wurde auf die Durchfiihrung weiterer Studien verzichtet.
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6 Zusammenfassung

Malaria tropica ist aufgrund ihrer hohen Morbiditdt und Mortalitdt weltweit eine
der bedeutendsten Infektionskrankheiten. Reisen in tropische Lédnder gewinnen
weiterhin an Beliebtheit, hierbei setzen sich Reisende dem Risiko von tropenspe-
zifischen Erkrankungen aus. Insbesondere die Malaria nimmt hierbei aufgrund des
potentiell gefahrlichen Krankheitsverlaufes und der Inzidenz von importierten
Erkrankungen nach Deutschland eine herausragende Stellung ein. Das Risiko sich
mit Malaria zu infizieren unterscheidet sich beim Reisenden im Vergleich zur ein-

heimischen Bevolkerung aufgrund von verschiedenen Faktoren deutlich.

Kommt es nach einem Stich der weiblichen Anophelesmiicke zu einer Infektion
mit Sporozoiten von Plasmodium falciparum so 16st dies in der Mehrzahl der Fal-
le eine Immunantwort aus, die spezies- und stadienspezifisch ist. Hierbei binden
Antikorper an das immunodominantes Circumsporozoiten-Oberflachenprotein
(CSP). Dieses Protein besteht zu einem wesentlichen Teil aus repetetiven Tandems
der Aminosduren Asparagin-Alanin-Asparagin-Prolin (NANP). Mit Hilfe von An-
tikorpern gegen CSP bzw. gegen NANP-Peptide kann eine Malaria-Infektion un-

abhingig von der klinischen Erkrankung nachgewiesen werden.

Der erste Teil dieser Arbeit bestand im Autbau eines CSP-Antikorper-ELISA-
Tests mit Hilfe von synthetischen NANP-Peptiden als Antigen. Hierzu wurden
Versuchsreihen mit drei unterschiedlich langen Peptiden (NANPS, NANP19 und
NANP50) durchgefiihrt. Im Vergleich zu dem kiirzeren NANPS zeigten NANP19
und 50 in allen Beschichtungskonzentrationen deutlich hohere Extinktionswerte
und eine bessere Diskriminierung von negativ und positiv zu wertenden Tester-
gebnissen. Das in dieser Arbeit verwendete NANP19-Antigen fiihrte zu ver-
gleichbaren Exstinktionswerten wie das lingere NANP50-Antigen, zeichnet sich

aber durch einfachere und kostengiinstigere Herstellung aus.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der so erstellte NANP19-AK-ELISA beziiglich
Sensitivitdt und Spezifitit evaluiert. Hierzu wurden Serumproben von 118 nicht-
immunen Reisenden mit nachgewiesener Malaria tropica Infektion, 118 Patienten

mit anderen tropenspezifischen Erkrankungen, bzw. mit positiven Rheumafaktor
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und von 117 Personen, die sich noch nie in Malaria-Endemiegebieten aufgehalten
haben, untersucht. Hierbei zeigten sich eine sehr gute Spezifitit von 99,15%, eine
zufriedenstellende Sensitivitdt von insgesamt 68% und eine relativ geringe
Kreuzreaktivitdt mit Plasmodium vivax Infektionen von 9%. Die Sensitivitit die-
ses Testverfahrens ist dabei abhéngig vom Zeitpunkt der Blutentnahme. Wéhrend
die Sensitivitdt bei frither Blutentnahme (0 -10 Tage nach Symptombeginn) nur
bei 58% lag, erhohte sie sich bei spiter Blutentnahme (11 -90 Tage nach
Symptombeginn) auf 78%. Die im Vergleich mit anderen serologischen Testver-
fahren relativ geringe Sensitivitit ist bereits in anderen Studien vorbeschrieben
und lédsst sich am ehesten durch den geringen und sehr kurzen Kontakt des Im-
munsystems mit CSP erkldren. Da sich jedoch aus dem Testergebnis keine thera-
peutische Konsequenzen ergeben, sondern die Resultate zur Abschitzung des In-
fektionsrisikos dienen, ist die erzielte Sensitivitiat durchaus zufriedenstellend und
in Anbetracht der hohen Spezifitit fiir epidemiologische Untersuchungen geeig-

net..

AbschlieBend wurde die Pridvalenz von CSP-Antikorpern bei Serumpaaren von
1.903 Reisenden vor und nach ihrem Aufenthalt in Malariaendemiegebieten getes-
tet. Bei 66 Reisenden (3,5%) konnten positive NANP19-AK-Titer nachgewiesen
werden, jedoch lag nur bei 18 Serumpaaren (0,95%) eine tatsidchliche
Serokonversion vor. Hochgerechnet auf eine Aufenthaltsdauer von einem Monat
ergibt dies ein allgemeines Infektionsrisiko von 1,58%. Regional war das Risiko
am hochsten in Westafrika (2,46%), gefolgt von Ostafrika (1,81%), dem siidlichen
Afrika (1,51%) und ,,anderen Reisezielen* (1,15%). Keiner der Reisenden nach
Stidamerika bzw. Zentralafrika serokonvertierte. Aufgrund der eingeschrinkten
Sensitivitat, ist das tatsdchliche Infektionsrisiko wahrscheinlich um ca. 30% ho-
her. Ménner hatten im Vergleich zu Frauen ein hoheres Infektionsrisiko (OR:

2,32).

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass der Nachweis von
Circumsporozoitenprotein-Antikorpern mittels eines NANP19-ELISA-Tests ein
zuverladssiger serologischer Marker fiir das Malaria-Infektionsrisiko von nicht-

immunen Reisenden ist. Die Ergebnisse zur Privalenz von CS-Antikérpern spie-
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geln die epidemiologischen Daten von importierter Malaria gut wider und bestéti-
gen die aktuellen Malaria-Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft fiir Tropen-

medizin und Internationale Gesundheit.
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AK
AKE

BE

CI
CSP

DTG

ELISA
IFAT
IgG
IKP
NANP

OR

PBS

PM

RKI

WHO

Abkiirzungen

Antikorper
Antikorpereinheiten
Blutentnahme

Celsius

Confidence Interval
Circumsporozoitenprotein

Deutsche Gesellschaft fiir Tropenmedizin und International

Gesundheit e.V.

Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Indirekter Immunfluoreszenz-Antikorper-Test
Immunglobulin G

Inkubationspuffer
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