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1 Einleitung

Die Malaria ist eine von Vektoren Ubertragene Infektionskrankheit, die durch
Parasiten der Gattung Plasmodium, einem Protozoon, verursacht wird. Sie wird
durch den Stich einer infizierten weiblichen Mucke der Gattung Anopheles
ubertragen [1]. Ende des 19. Jahrhunderts wurde der verantwortliche Parasit
identifiziert und der Ubertragungsweg erstmalig beschrieben [2, 3]. Der
Ausdruck Malaria leitet sich vom italienischen Begriff ,mal’aria“ — auf Deutsch:
,Schlechte Luft® — ab, da die Krankheit mit schlechter Luft in sumpfigen
Gebieten assoziiert wurde [4]. Auch heute ist sie trotz Uber 100 Jahre langer
Forschung und Jahrzehnte langer globaler Investitionen bezuglich ihrer
Bekampfung nach wie vor neben Tuberkulose und HIV/AIDS eines der
bedeutendsten Gesundheitsprobleme weltweit.

In Uber 100 Landern sind 2,2 Milliarden Menschen gegenuber der Malaria
exponiert, es gibt jahrlich weltweit etwa 300 — 500 Millionen registrierte
Infektionsfalle und etwa 1 Millionen Tote durch die Infektion mit Plasmodien.
Hierbei werden 90% der Krankheitslast von afrikanischen Landern sudlich der
Sahara getragen [5-7]. Hierbei handelt sich zumeist um Kinder unter funf
Jahren. Schatzungen zufolge kann die Malaria fur bis zu 25% der Mortalitat bei
Kindern vor dem 5. Lebensjahr in Afrika verantwortlich gemacht werden [8].

Es fehlt haufig ein akkurates verlassliches schnelles diagnostisches Instrument,
das insbesondere fur die Risikogruppe der Kleinkinder mit schwerer Malaria
notwendig ware [7]. Somit werden Patienten immer wieder aufgrund unpraziser
klinischer Diagnosen behandelt. Dies fiihrt zu Uberbehandlung [9, 10], héheren
Kosten und gegenuber Ublichen Malaria-Medikamenten steigenden
Resistenzen [11-13]. Seit 1904 ist die Mikroskopie von mit Giemsa-Ldsung
gefarbten Praparaten [14, 15] das verbreiteteste diagnostische Verfahren und
der Goldstandard. Allerdings ist diese Methode sehr zeitaufwendig, erfordert gut
ausgebildete und sehr erfahrene Untersucher und eine sorgfaltige Herstellung
der Losung, die mehrmals taglich erneuert werden muss. Aus diesen Grinden

suchen Wissenschaftler nach neuen diagnostischen Instrumenten. In der dieser
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Arbeit zugrunde liegenden Studie wurde die Leuchtdioden (LED) basierten
Fluoreszenz-Mikroskopie als mdgliches Instrument flr die Malaria-Diagnostik

untersucht.

1.1 Historie

Bereits der griechische Arzt Hippokrates von Kos (460 v. Chr. — 370 v. Chr.) soll
das periodisches Fieber beschrieben haben. Es vergingen jedoch uber zwei
Jahrtausende bis der franzdsische Arzt Charles Louis Alphonse Laveran [2, 3]
1880 wahrend eines Kriegseinsatzes in Algerien die Parasiten erstmals im
menschlichen Blut nachweisen konnte. Sechs Jahre spater gelang es dem
Italiener Camillo diese Parasiten in Zusammenhang mit dem periodischen
Malariafieber zu setzen. Weitere zehn Jahre vergingen, bis Ronald Ross 1897
im Dienst fur den Indian Medical Service Plasmodien in den Magen der Mucke
der Gattung Anopheles nachwies [16] und damit Amico Bignami den Weg
bereitete, der 1899 an der koniglichen Universitat zu Rom den kompletten
Infektionsweg nachvollzog [17]. Fur ihre Forschung auf dem Gebiet der Malaria
erhielten Ronald Ross und Charles Laveran 1902 bzw. 1907 den Nobelpreis
[18].

Zu diesem Zeitpunkt bestand das Wechselfieber, wie die Erkrankung im
Deutschen genannt wurde, als globales Problem, das bis zum Ende des
zweiten Weltkrieges auch in Europa vorherrschte. Erst in der Zeit danach
konnte die Malaria durch das Trockenlegen der Sumpfe, den flachendeckenden
Einsatz von Insektiziden sowie durch die Entdeckung des Anti-Malaria-
Medikaments Chloroquin [19] aus Europa verbannt werden.

Im Zuge dessen rief die WHO in den 1950er Jahren den Plan aus, die
Infektionskrankheit auch global ausléschen zu wollen [20]. Jedoch lie3en erste
Resistenzen von Mlcken gegen das Insektizid Dichlorphenyltrichlorethan sowie
das Auftreten einer Chloroquin-Resistenz der Parasiten [21] 1956 diesen Plan
scheitern. Seither war bis 2010 eine Zunahme der Morbiditat und Mortalitat der
Malaria zu verzeichnen, die zusatzlich durch die Faktoren der
Resistenzentwicklung gegenlber neuen Medikamenten, des globalen

Klimawandels, der Migration und der mangelhaften Gesundheitsversorgung im
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landlichen Raum von Entwicklungslandern negativ beeinflusst werden [22]. Mit
einer immensen soziodkonomischen Last von jahrlich geschatzten 2 Mrd. US$
[23], muss die Malaria jedoch nicht als regionales sondern als globales Problem

verstanden werden.

1.2 Epidemiologie

Vierzig Prozent der Weltbevolkerung in 90 Landern leben in Risikogebieten fur
Malaria-Transmission. Laut ,World Malaria Report 2011“ [24] der
Weltgesundheitsorganisation (WHQO) gab es im Jahr 2010 etwa 216 Mio. Falle
und geschatzte 655 000 Todesfalle durch Malaria. Durch bessere medizinische
Versorgung fielen die Mortalitatsraten seit dem Jahr 2000 um mehr als 25%, in
Afrika sogar um 33%. Die meisten Todesfalle lieffen sich allerdings nach wie
vor bei Kindern unter finf Jahren feststellen [25]. Verantwortlich fir den grofiten
Teil der Infektionen und fir die gefahrlichsten Verlaufe ist der Parasit
Plasmodium falciparum. Neben diesem kommen die humanpathogenen Arten
Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, Plasmodium vivax und Plasmodium
knowlesi vor. Insbesondere betroffen sind subtropisch und tropisch Gebiete
(Abb. 1-1) in Afrika, Asien und Lateinamerika; dabei erstreckt sich die
endemische Zone von sldlich der Sahara bis zum 28. Breitengrad. An den
nordlichen wie sudlichen Randgebieten dieses Gurtels kommt die Malaria
hingegen saisonal vor [26, 27]. Dort spielen die Arten Plasmodium ovale,
Plasmodium vivax und Plasmodium malariae eine gréfRere Rolle, die im
Gegensatz zur Malaria tropica, die durch Plasmodium falciparum ausgelost
wird, in der Regel ohne weitreichende Komplikationen verlaufen. In Europa
wurde die Malaria wie bereits erwahnt im Laufe des 20. Jahrhunderts
weitgehend eradiziert [28]. Andererseits lassen sich durch zunehmende
Fernreisen erneut steigende Zahlen von Malaria-Infektionen in Europa
feststellen. So schatzte man in Europa im Jahr 2006 die Zahl der Falle auf etwa
3775, wovon 97.6% durch Plasmodium falciparum hervorgerufen wurden [29].
In Deutschland wurden im Zeitraum von 1993 — 2007 dem Robert-Koch-Institut

11 605 Falle von Malaria gemeldet, auch in diesen Fallen mehrheitlich
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hervorgerufen durch den Erreger Plasmodium falciparum [30]. Die Probleme
gestalten sich in den nordlichen Landern anders als in den endemischen
Gebieten: hier sind Zugang zu Diagnostik und Therapie keine Schwierigkeit,
sondern die mangelnde Kenntnis und Aufklarung im Gesundheitswesen fuhren
zum Ubersehen der mdglichen Differentialdiagnose [31] und somit zur
Verzogerung des Therapiebeginns. Hierdurch kommt es immer wieder zu
gefahrlichen Komplikationen durch die Erkrankung [32]. Zudem ist es 2011
erstmals seit 60 Jahren wieder zu autochthon ubertragener Malaria in
Griechenland gekommen, so dass die Umweltbedingungen flr die Plasmodien
in Europa wieder glinstig erscheinen und mit weiteren Ubertragungen in

Sudeuropa zu rechnen ist [33, 34].

Map 2 Global malaria distribution and endemicity, 2003
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Abbildung 1-1 Globale Malaria-Verteilung
UNICEF 2007 Report: Malaria & Children: Progress in Intervention Coverage

Verwendung genehmigt am 10.01.2013 durch UNICEF

1.3 Klassifizierung und Ubertragung der Malaria

Der fur Malaria-Infektionen verantwortliche Parasit Plasmodium gehdrt zu den
Protozoen, zum Stamm der Apicomplexa, zur Klasse der Sporozoa, zur
Ordnung der Eucoccidiida. Es sind weltweit etwa 100 Arten bekannt, von denen
aber nur die funf im oberen Abschnitt genannten Plasmodien humanpathogen

sind. Auf den Menschen Ubertragen wird die Infektion durch den Stich einer
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Anopheles-Micke. Hiervon gibt es etwa 400 Spezies weltweit, wovon 60 Arten
als Vektoren die Malaria Ubertragen kénnen, jedoch davon nur etwa die Halfte
fur die Malaria-Ubertragung auf den Menschen eine Rolle spielen. In Afrika sind
dies insbesondere die Anopheles gambiae und die Anopheles funestus [35].
Neben der Anopheles-Micke als Hauptwirt dient der Mensch als Nebenwirt.
Nach einer Blutmahlzeit beim infizierten Menschen und einem
Entwicklungsprozess von 8-16 Tagen innerhalb der Mucke ist ein Stich
infektiés. Die Mucken sind vor allem in der Dammerung und in den frihen
Abendstunden aktiv. Die Sporogonie findet hierbei nur unterhalb von etwa 2000
m U. NN Hohe statt und bendtigt Temperaturen zwischen 16 — 33°C bei hoher
Luftfeuchtigkeit [36].

1.4 Entwicklungszyklus der Parasiten
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Mensch: Leber
(Plasmodium spp.)

Leberzelleh —

Qocyste g
® platzt auf o A
4\ Moskito saugt Blut Ausserhalb des Erythrozyten
Sporozoite (sporozoiten injiziert)
'Afreigesetzt
Schlzcnt frelgesetzt

.. -

Leberzelle
. infiziert

@ Oocyste /

..: des '. . Schizont
X
“.' . R 1.—/
Sporogonic Cycle "
- . 7 Mensch: Blutkreislauf
Moskito o

Reifende
(&) . Trophozoiten
Moskito saugt Blut
(gametozyten

aufgenommen)

6 g Erythrozytenkreislauf \ReifeA

Trophozoite
,eq.-. P

Mikrogamete / /

verschmilzt mit‘e .g i

Makrogamete

J e, fafcrparum :;9 : '.‘
LA
Exflagellation Q f ; Schlzonte ‘:‘ ) /
der Mikrogameten frengesetzt wale

LIy SchlzuntA 4'}

A Qi % GametozyienA / (7}
=Infektioses Stadium . . R

. P P vivax n S 3“"@’ Gametozyten
A:Dlagnose maglich P ovale . S d

P. malariae
Abbildung 1-2 Entwicklungszyklus von Plasmodium spp.
http://de.wikipedia.org/wiki/Malaria (released to the public domain), besucht am 23.09.2012
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Abbildung 1-2 zeigt den im Folgenden beschriebenen Entwicklungszyklus des
Plasmodium: Durch den Stich von einer mit Plasmodien infizierten Mucke
werden mit ihrem Speichel Sporozoiten aus der Speicheldrise in den
menschlichen Blutkreislauf Ubertragen (1). Diese Sporozoiten befallen
Hepatozyten in der Leber (2), wo sie sich innerhalb von etwa 6 Tagen asexuell
reproduzieren und zu hepatischen Schizonten heranreifen (3). Die Schizonten
zerstoren die Leberzelle und setzen bis zu 30 000 Merozoiten in die Blutbahn
frei (4), in der sie durch Eigenbewegung und Oberflacheninteraktion mit der
Erythrozytenoberflache in diese eindringen. Nach dem Befall der Erythrozyten
entwickeln sie sich zu Ringformen und wachsen zu Trophozoiten heran, die
wiederum durch asexuelle Replikation zu Blutschizonten werden, bevor die
Erythrozyten platzen und die Schizonten freisetzen (6). Innerhalb von 48
Stunden - im Falle der Malaria tropica - wiederholt sich dieser Kreislauf, was zu
den typischen periodischen Fieberschuben fliihren kann. Im Gegensatz hierzu
konnen Plasmodium vivax und ovale monatelang im Leberstadium verweilen
und somit erneut Monate nach Infektion zum Ausbruch klinischer Symptome
fuhren.

Parallel zum Blutkreislauf entwickeln sich aus den Trophozoiten die sexuellen
Formen der Gametozyten (7). Kommen diese Uber einen erneuten Stich einer
Anopheles-Mucke in den Verdauungstrakt der Mucke, setzt der
Temperaturabfall von 2 - 5°C sowie die pH-Anderung und das Vorhandensein
von Xanthurensaure im Magen der Micke die Gametogenese in Gang (9). Es
entwickeln sich mannliche Mikrogameten und weibliche Makrogameten, die
zusammen zur Zygote (10) fusionieren. Die daraus entstehenden Ookineten
binden an die Darmwand und penetrieren diese, wonach sie innerhalb von 1 -
15 Tagen zwischen dem Darmwandepithel und der Basallamina zu Oozysten
reifen, aus denen Sporoblasten durch Zellteilung hervorgehen (11). Diese reifen
und lysieren, wodurch sie wiederum Sporozoiten freisetzen (12), die in Richtung
Speicheldrise wandern, diese penetrieren, um sich schliel3lich apikal in dieser
als Bundel zu sammeln. Von dort aus treten sie mit dem
gerinnungshemmenden Speichel wieder beim Stichvorgang in das menschliche
Blut dber (1) [37].
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1.5 Klinik der Malaria

Das klinische Bild der Malaria ist unspezifisch. Es ist Folge der oben
beschriebenen asexuellen Fortpflanzung der humanpathogenen Plasmodien in
der asexuellen Erythrozyten-Phase. Zu Beginn der Erkrankung stellen sich
haufig Unwohlsein, Appetitverlust, Kopfschmerzen und Fieber ein [38]. Der
weitere Verlauf hangt malRgeblich von der Art der Plasmodien sowie der
Abwehrlage des Infizierten ab. In schwerwiegenderen Fallen kann es neben
dem Leitsymptom des Fiebers zu Schittelfrost, Schweildausbrichen,
Erschépfung, Arthralgien, Ubelkeit und gastrointestinalen Symptomen kommen.
Weitere mogliche Symptome bei schwerer Infektion sind Lungenddeme,
Hamoglobinurie (Schwarzwasserfieber) und Anamie. Vor allem bei der Malaria
tropica -ausgeldst durch Plasmodium falciparum - kann die Infektion bei
immunologisch naiven und nicht prophylaktisch behandelten Personen einen
fulminanten Verlauf mit letalem Ausgang nehmen. Typische laborchemische
Befunde sind Anamie, Hyperlaktatamie [39] und Hypoglykamie. Bisweilen
kommt es in besonders schweren Fallen zu Koma durch zerebrale
Kapillarensequestration, akuten Nierenschaden durch Tubulusnekrose [40]
sowie Netzhaut-, Knochenmark- oder Herzmuskelschaden.

Im Fall der im vorangehenden Kapitel beschriebenen exponentiellen
zyklushaften Vermehrung in der Erythrozyten-Phase, kommt es zur
schubweisen Zerstérung der roten Blutkdrperchen unter Freisetzung der
zellularen Bestandteile sowie der erythrozytaren Schizonten, die eine schwere
Immunreaktion bis hin zum Schock auslésen kénnen. Es kann eine erhohte
Freisetzung von Zytokinen, vor allem TNF-a [41] und pro-inflammatorische
Interleukine, wie IL-18 und IL-6 [42], sowie von Stickstoffmonoxid und freien
Sauerstoffradikalen gemessen werden, die Parallelen zu einem septischen
Syndrom mit UberschieRender Immunreaktion aufweisen [43].

Die besondere Pathogenitat der Malaria tropica kann teilweise auf die
Oberflacheneigenschaften von mit Parasiten befallenen Erythrozyten
zuruckgefuhrt werden. Diese ermoglichen eine Anheftung von infizierten
Erythrozyten an das Endothel postkapillarer Venolen — die Sequestration; dies

fuhrt zu einer Storung der Mikrozirkulation [44] und zu einer beschleunigten
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Vermehrung, da weniger Parasiten die Milz passieren, dort erkannt und
phagozytiert werden. In diesem Zusammenhang kommt der zerebralen Malaria
als eine der gefahrlichsten Komplikation der Plasmodium falciparum-Infektion
eine besondere Bedeutung zu [45]: Die Sequestration in zerebralen Gefalzen
stort die Blut-Zirkulation in zentralem Nervensystem. Es treten Defekte der Blut-
Hirn-Schranke, Odeme, Infarkte und Hamorrhagien auf, die zu Konvulsionen,
Bewusstseinseintribung und komatdsen Zustanden fuhren konnen.

Insbesondere ab einer Parasitamie von Uber 500 000 Parasiten / yl droht eine
Hamolyse mit gefahrlichen Konsequenzen. Gerade in diesen Fallen ist eine

schnelle Diagnose und die sofortige Behandlung unabdingbar [46].

1.6 Diagnostik

Epidemiologie, Krankheitslast sowie Resistenzentwicklungen zeigen, wie
wichtig eine akkurate und schnelle Diagnostik der Malaria ist. Eine eindeutige
Diagnose auf dem Kklinischen Wege ist aufgrund der verhaltnismalig
unspezifischen Krankheitssymptome unmaglich [47].

Unter den Infektionskrankheiten nimmt die Malaria zudem eine besondere
Stellung ein, da bei lhrer Diagnostik die Quantifizierung der Erreger eine
entscheidende Rolle spielt. Hierbei sind insbesondere die asexuellen
Blutstadien von Bedeutung.

Erstmals konnte Laveran den Erreger der Malaria im Jahr 1880 mikroskopisch
nachweisen und beschreiben. Er konnte die Exflagellation eines mannlichen
Gametozyten unter Verwendung von Methylenblau sehen. Romanowski flgte
dem Methylenblau noch Eosin Y hinzu, was aber nicht die gewunschten
Resultate lieferte. Somit blieb die akkurate Diagnose der Malaria eine der
grofldten Herausforderungen zu Beginn des 20. Jahrhunderts. Bernhard Nocht
entwickelte daher die so genannte ,Rote Form®“ des Methylenblaus. Er arbeitete
zusammen mit Gustav Giemsa, der die Giemsa-Farbung entwickelte, die bis
heute in Laboren weltweit Verwendung findet: Sie farbt im Parasiten
zytoplasmatisches Chromatin blau und nukleares rot an und macht sie leicht

erkennbar [15]. Seither wurden weitere Versuche unternommen, neue und
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bessere Methoden zu entwickeln, jedoch ist die Lichtmikroskopie nach Giemsa
— als dicker Tropfen oder Blutausstrich — nach wie vor Goldstandard der
Malaria-Diagnostik. Im Folgenden werden die Definition des Goldstandards und
die unterschiedlichen aktuell etablierten Methoden der Malaria-Diagnostik im

Einzelnen beschrieben.

1.7 Goldstandard und sein Konzept

Der Begriff des Goldstandards ist ein in der Medizin gelaufiges Schlagwort. Per
Definition handelt ist sich dabei um einen Begriff, der sowohl zur Bezeichnung
von Verfahren verwendet wird, die bislang untbertroffen sind, als auch solcher,
die nach Meinung der Protagonisten zum Standard werden sollten. Meist
beschreibt der Begriff also entweder Verfahren, die bereits seit langerer Zeit an
vielen Orten angewandt werden, oder solche, die Einzug als Standard erhalten
sollen [48]. Geschichtlich betrachtet kommt der Begriff des Goldstandards aus
dem Bankenwesen: Vor dem ersten Weltkrieg gab es eine von England
ausgehend feste Bindung der Wahrung an einen Goldwert - den Goldstandard.
Diese Bindung wurde wahrend des Weltkrieges ausgesetzt. In den Vereinigten
Staaten wurde hingegen erst in den 1970er Jahren die Wahrung schlussendlich
vom Goldstandard abgekoppelt.

In der Medizin findet sich die erste Erwahnung des Begriffs 1979 bei Rudd [49]
zur Beschreibung einer einfachen, objektiven und praktischen Technik. Im
Sinne der Diagnostik wurde der Begriff fir die beste verfligbare Nachweis-
Methode verwendet. In den darauf folgenden Jahrzehnten wurde kontrovers
diskutiert, ob ein solcher Begriff in einem sich fortlaufend weiterentwickelnden
Feld der Medizin als sinnvoll erachtet werden kann [50, 51]. Denn ist ein solcher
Standard erst einmal etabliert, ist seine Autoritat oft so Uberwaltigend, dass es
einiger Anstrengung bedarf, um ihn zu erschittern [52]

Heute wird der Begriff fur Methoden verwendet, die nach den oben genannten
Kriterien unter den Bedingungen des ublichen Einsatzes sinnvoll sind. Dabei
geht es nicht immer um hdchste Sensitivitat, Spezifitat und Vorhersagewerte,

sondern zugleich um die klinische Relevanz, Durchfihrbarkeit und Kosten.
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Im Falle der hier beschriebenen Studie ist die Lichtmikroskopie seit Anbeginn
der Malaria-Diagnostik der Goldstandard. Es soll beleuchtet werden, in wie fern

diese Methode als Goldstandard Uberdacht werden sollte.

1.8 Labortechnische Verfahren zur Diagnosestellung

1.8.1 Mikroskopie nach Giemsa

Die nach dem Hamburger Chemiker Gustav Giemsa (1867-1948) benannte, am
Hamburger Institut fur Schiffs- und Tropenkrankheiten entwickelte Farbung ist
eine haufige histopathologische Untersuchungsmethode. Sie nimmt in der
Malaria-Diagnostik einen wichtigen Stellenwert ein. lhre Bestandteile sind Azur-
A-Eosinat, Azur B-Eosinat, Methylenblau-Eosinat und Methylenblauchlorid in
Methanol mit Glycerin. Durch diese Farbung wird die Zellkern-
Desoxyribonukleinsaure (DNA) leuchtend rot, das Zytoplasma blaulich gefarbt.
Fir die Diagnosestellung der Malaria werden entweder ein Dicker Tropfen oder
ein Blut-Ausstrich durchgefuhrt. Da im Dicken Tropfen quantitativ mehr Blut
untersucht werden kann und somit die Sensitivitat steigt, wird diese Methode
insbesondere fur die Erstdiagnose eingesetzt. Die quantitative Bestimmung der
Parasiten wird mit den in den Blickfeldern erfassten wei3en Blutkérperchen
verrechnet. Daher muss fur die genaue Parasitenlast-Bestimmung zusatzlich
eine hamatologische Analyse erfolgen. Eine Alternative stellt die Lambaréné-
Methode nach Planche dar: hierbei wird eine genau bekannte Menge Blut auf
eine definierte Flache des Objekttragers aufgebracht; dies macht eine
zusatzliche hamatologische Bestimmung uUberflussig [53]. Der Ausstrich (Abb.
1-3) eignet sich hingegen aufgrund von weniger Artefakten besser zur
Differenzierung der Arten oder zur Parasitamie-Bestimmung im Falle hoher
Parasitenlasten. Es ist eine einfache und preiswerte wenn auch zeitaufwendige
Methode, die zudem sehr von der Qualitat der Farbung und der Erfahrung des
Untersuchers abhangig ist. Ein weiterer Nachteil der mikroskopischen
Untersuchung von peripherem Blut besteht darin, dass die so bestimmte

Parasitenlast bei stattgehabter Sequestration, wie sie bei der Malaria tropica



Einleitung 15

vorkommen kann, nicht der tatsachlichen, fir die Prognose relevanten,

Parasitenlast entspricht [54, 55].

Abbildung 1-3 Dicker Tropfen mit Plasmodium falciparum-Befall

http://phil.cdc.gov/PHIL_Images/20031017/51d3c31bec3d4db7bac825db2b2a2b58/4885 lores.
pg, Public Domain, besucht am 28.12.2012

1.8.2 Mikroskopie auf Malariapigment

Eine alternative mikroskopische Diagnostik ist die Dunkelfeldmikroskopie zum
Nachweis von Malariapigment [56]. Dies ist aus dem Stoffwechsel der Parasiten
anfallendes Hamozoin, das von Leukozyten aufgenommen  wird.
Malariapigment in Leukozyten ist ein bereits etablierter prognostischer Marker
[57, 58] und spezifisch fur Plasmodien. Allerdings spricht ein positiver Nachweis
nicht immer fUr eine akute Infektion, da es noch eine Woche nach Ausheilen
einer Infektion detektierbar ist [59]. Weitere Nachteile entstehen durch die
Abhangigkeit der Sensitivitat dieser Methode von der absoluten Parasitamie.
Far den direkten Nachweis von Plasmodium falciparum ist die Methode nur
begrenzt geeignet, da nur frihe Formen, die kein oder nur sehr wenig
Hamozoin enthalten, im peripheren Blut zirkulieren [60]. Aul’erdem ist die
Verbreitung von Dunkelfeldmikroskopen im landlichen Raum in Malaria-
Endemie-Gebieten sehr gering [61].
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1.8.3 Schnelltests mittels Inmunchromatographie

Aufgrund des zeitlichen Aufwands fur die Mikroskopie sowie das notwendige
Untersucher-Training wurde in den letzten zwei Jahrzehnten zunehmend an
durch Laien verwendbaren Alternativen geforscht. Hierbei eréffneten vor allem
die immunologische Methoden neue Moglichkeiten. Eine dieser Methoden ist
die Immunchromatographie, bei der synthetisch hergestellte Antikoérper
spezifisch an Antigene binden. Durch Fluoreszenz- oder Farbmarkierungen
kdnnen die so gebundenen Antikdrper detektiert werden. Dieses Verfahren
machen sich Schnelltestsysteme (Abb. 1-4) zu Nutze, bei denen Teststreifen
mit  Antikbrpern an einen oder
mehrere Plasmodium-Typen binden.
Diese werden - in Patienten-Blut
vermengt - mit einer Reagenzlésung
aufgebracht. Haufig verwandt wird das
Plasmodium-spezifische Antigen
HRP-2 (Histidin Rich Protein 2). Es

wird von fast allen Plasmodium

falciparum-Stammen produziert und
spielt unter anderem im Stoffwechsel

des Abbaus toxischer Produkte im

Parasiten eine Rolle. Es wird in vielen

Abbildung 1-4 Schnelltest auf ELISA-Basis
fotografiert am 12.11.2009 Tests zum Nachweis von Plasmodium

falciparum eingesetzt [62]. Ein weiteres Antigen ist die Plasmodium-Aldolase,
ein Enzym der Glykolyse, aus welcher die Parasiten fast ausschlie3lich ihre
Energie gewinnen [63]. Es weist eine hohe Ahnlichkeit zur humanen Aldolase
auf, ist allerdings hochkonserviert und besitzt ausreichend unterschiedliche
Merkmale, was eine falsch-positive Detektion aufgrund von Antigenvarationen
sehr unwahrscheinlich macht [64]. Als weiterer Marker aller humanpathogener
Plasmodienarten wird die fur Plasmodien spezifische Laktatdehydrogenase
verwendet. Bezlglich der diagnostischen Wertigkeit Iasst sich feststellen, dass
der Nachweis fur die haufigste Art, Plasmodium falciparum, zufrieden stellend

gelingt, jedoch die Diagnosestellung fir Plasmodium malariae und ovale bisher
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keine ausreichende Qualitat zeigt [65]. Sensitivitat und Spezifitat differieren je
nach Studienlage, sind aber mit denen der Mikroskopie im afrikanischen
Routineumfeld vergleichbar [66]. Allerdings lassen diese Schnelltests nur
qualitative Aussagen zu, weisen bei hohen wie niedrigen Parasitamien fragliche
Ergebnisse auf [67] und ihre Ergebnisse sind nach langen Lagerzeiten (shelf
life) nicht mehr verlasslich. Weitere Nachteile sind Kreuzreaktionen mit
Rheumafaktoren [68, 69] und Persistenz der Proteine nach Ausheilung einer
Infektion [13, 70] und somit falsch-positive Ergebnisse. Aus dem letztgenannten
Grunde sollten sie in holoendemischen Gebieten bei ganzjahriger Transmission
nur in abgelegenen Gebieten ohne anderer diagnostische Moglichkeiten bzw.
bei Reisenden ohne vorangegangene Infektionen eingesetzt werden. Im
Vergleich zur mikroskopischen Standarddiagnostik sind sie teuer [13] und
konnen nur uUber kurze Zeit gelagert werden, was eine Infrastruktur fur

regelmafdigen Nachschub notwendig macht.

1.8.4 Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die PCR wurde erstmals in den 80er Jahren zum Nachweis und Sicherung von
Infektionen mit Plasmodien unter Zuhilfenahme spezifischer Primer und Sonden
beschrieben [71-73]. Mit dieser hochsensitiven und spezifischen Methode
konnte nachgewiesen werden, dass selbst subklinische Infektionen, die
ursprunglich in Bezug auf Lichtmikroskopie falsch positiv eingestuft wurden,
durch extensive Mikroskopie als richtig positiv zu werten waren [74]. Allerdings
bendtigt die PCR eine kostspielige Ausstattung, hohe Labor-Standards und eine
intensive labortechnische Ausbildung der Untersucher. Zudem entstehen
Probleme durch haufige Kontaminationen sowie damit verbundene notwendige
Kontrollen. Hauptargument gegen einen Routine-Einsatz bleibt jedoch die lange
Diagnosezeit. Daher wird diese Methode heute nur eingeschrankt zur
Sicherung von unklaren Verdachtsdiagnosen, Diagnosen subklinischer
Infektionen [75] oder im Rahmen wissenschaftlicher Projekte eingesetzt [76].
Allerdings eignet sich die PCR besonders zur Diversitatsbestimmung der Arten

[77] und zum Testen von Medikamentenresistenzen.
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1.8.5 Fluoreszenz-Mikroskopie

Im Laufe der Entwicklung weiterer mikroskopischer Verfahren trat die
Fluoreszenzmikroskopie als mogliches sinnvolles diagnostisches Instrument ins
Blickfeld. Bei dieser Methode macht man sich die Tatsache zu Nutze, dass von
Parasiten befallene Erythrozyten - im Gegensatz zu normalen Erythrozyten -
DNA der Plasmodien enthalten. Daher kann mit einfachen Nukleinsaure
interkalierenden Fluoreszenzfarbung die befallenen Blutkérperchen sichtbar
gemacht werden. Eine hierfir haufige verwendete Farbung ist Acridinorange
(AO) [78]. Sensitivitat und Spezifitat hinsichtlich der Malaria-Diagnose sind
vergleichbar mit denen der Lichtmikroskopie. Von Vorteil ist hierbei die sehr
kurze Farbezeit und die Einfachheit der Methode, die kaum zusatzliches
Training der Untersucher notwendig macht [76, 79]; nachteilig ist hingegen die
Untersucherabhangigkeit der Ergebnisse und die spezielle und teure technische
Ausstattung [80] wie eine Dunkelkammer und ein Quecksilber-Dampflampen-
Mikroskop mit Ersatzteilen und gesicherter Stromversorgung. Um diesen
zweiten Nachteil zu beheben entwickelte Kawamoto eine Interferenz-Filter-
Methode, mit der man mit normalen Lichtmikroskopen durch die Verwendung
von Filter-Einsatzen eine Fluoreszenz-Mikroskopie mit Acridinorange maoglich
macht [81]. Allerdings erschwert das durch eingesetzte Interferenzfilter

abgeschwachte Licht eine akkurate Diagnose [79, 82-85].

1.8.5.1 Fluoreszenzmikroskopie nach Zentrifugation — QBC®

Eine weitere Fluoreszenz-Technik bezlglich der Malaria-Diagnostik wurde
erstmals von Levine beschrieben [86]: nach der QBC®-Methode wird die
Blutprobe nach Anfarbung mit Acridinorange in speziellen Kapillaren
zentrifugiert und anschliefend unter dem Mikroskop betrachtet. Durch die
Zentrifugation konzentrieren sich die Blutkdrperchen und es gelingt ein
schneller Nachweis auch von geringeren Parasitdmien bei hoher Sensitivitat
[87]. Des Weiteren kdnnen Hamatokrit und der Anteil weilder Blutkdrperchen

direkt mitbestimmt werden. Nachteilig sind hohe Kosten der technischen
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Ausstattung, eine komplizierte Methode, die keine sichere Identifikation der

Arten erlaubt sowie das Fehlen einer moglichen Archivierung [82].

1.8.5.2 LED- Fluoreszenz- Mikroskopie

Eine erst klrzlich entwickelte Fluoreszenz-Technik ist die Fluoreszenz-
Mikroskopie auf Basis von Leuchtdioden einer bestimmten Wellenlange unter
Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen. Sie wurde bereits als Methode in der
Tuberkulose-Diagnostik unter Verwendung von Auramin-Rhodamin etabliert
[88, 89]. Da die Leuchtdioden sehr hell sind, kann hierbei auf teure und anfallige
Quecksilber-Dampflampen sowie auf eine Dunkelkammer verzichtet werden
[80]. Unter Einsatz von Acridin-Orange als Farbstoff konnte diese Methode die
Nachteile der konventionellen und der von Kawamoto entwickelten Methode
[81, 84, 90] aufwiegen und somit auch fur die Malaria-Diagnostik als schnelles
und akkurates Verfahren als nutzliches Instrument in der taglichen Routine-
Diagnostik eingesetzt werden. Diese Methode wurde in der hier beschriebenen

Studie untersucht und evaluiert.

1.9 Studienziele

Die durchgefuhrte Studie untersucht die LED-Fluoreszenz-Mikroskopie als
modgliches Malaria-Diagnostik-Verfahren auf Akkuratheit mittels Sensitivitat,
Spezifitdt, Vorhersagewerten und Ubereinstimmung sowie auf die
Anwendbarkeit der Technik unter einfachen Bedingungen.

Goldstandard ist der in Giemsa-Losung gefarbte Dicke Tropfen, der unter
Lichtmikroskopen untersucht wird. Allerdings ist dies eine zeitintensive
Methode, bendétigt erfahrene Untersucher und eine zwei- bis dreimal tagliche
sorgfaltige Zubereitung der Farbe-Losung, um gute Ergebnisse zu erzielen. In
der Praxis werden diese Bedingungen selten erfullt, was zu ungenauen
Ergebnissen und damit oft zu unsicheren Diagnosen und somit zur
Uberbehandlung fiihrt. In Zeiten von abnehmender Malaria-Inzidenzen und -
Pravalenz wie auch abnehmenden Parasitenlasten, aber schnellen Resistenz-

Entwicklungen und teureren Medikamenten ist eine schnelle, leichte und
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zuverlassige Diagnostik flir die Malaria unabdingbar. Unter einfachen
Bedingungen sind kostenintensive Methoden wie die oben beschriebene
Polymerase-Kettenreaktion keine sinnvolle Alternative, da in den landlichen
Regionen Afrikas, wo der groRte Teil der Malariafalle auftreten, diese Technik
aus Kostengrunden wie infrastrukturellen Problemen nicht flachendeckend zur
Verfiigung steht. Des Weiteren ist die PCR eine zeitintensive Methode, deren
Ergebnis fur eine akute Therapieentscheidung zu spat erhalten wird. Als
alternative laborchemische Methode gelten die beschriebenen Schnelltests
mittels Immunchromatographie. Diese liefern schnelle und akkurate Ergebnisse
und sind bei Tropen-Reisenden sehr beliebt, da sie kein spezielles Training in
der Anwendung erfordern. Jedoch sind diese aufgrund ihrer begrenzten
Lagerzeiten, des hohen Preises und falsch positiven Ergebnissen noch Wochen
nach Ausheilen einer Infektion in endemischen Gebieten bei einer
einheimischen Bevolkerung mit vielen Malaria-Kontakten nicht sinnvoll
einsetzbar [13, 70].

Als weitere sensitive Methode ruckte die Fluoreszenz-Mikroskopie in den
Fokus, die durch Adhoc-Farbungen eine Verkirzung der Diagnosezeit
ermoglicht [76, 79]. Nachteilig waren auch hier die hohen Kosten in
Anschaffung und Unterhalt. Kawamoto entwickelte daher Filteraufsatze fur
normale Lichtmikroskope, um diese im landlichen Raum fur die Fluoreszenz-
Mikroskopie einzusetzen. Aufgrund ihrer geringen Helligkeit waren diese in der
Routine jedoch nicht sinnvoll einsetzbar [79, 81-85]. Dieser Nachteil kann durch
den Einsatz von hellen LED-Auflicht-Modulen in normalen Lichtmikroskopen
aufgewogen werden. Diese Art der Mikroskope wurden erst kurzlich fur die
Diagnostik der Tuberkulose etabliert [89]. Es ist ein sehr nltzliches Instrument
fur den Einsatz in Gebieten unter einfachen Bedingungen, da Leuchtdioden
Strom sparend sind, sehr lange Lebensdauern besitzen und heller leuchten als
herkdbmmliches Fluoreszenz-Auflicht. Dies erspart die kostspielige Installation
einer Dunkelkammer, einen bisher bedeutenden Nachteil der Fluoreszenz-
Mikroskopie. Zudem ermaoglicht die LED-Fluoreszenz-Technik den Einsatz bei
Batterie-Nutzung wahrend Stromausfallen oder in Gebieten ohne

Stromversorgung. Bereits vorangegangene Studien haben den Nutzen von
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Acridinorange in der Malaria-Diagnostik unter Zuhilfenahme konventioneller
Fluoreszenzmikroskope gezeigt [79, 81, 84], die allerdings aufgrund der
geringen Helligkeit und der hohen Kosten in Anschaffung und Unterhalt als

nicht brauchbar fir die tagliche Routine-Diagnostik eingestuft worden sind.

Ziel dieser Arbeit war festzustellen, in wieweit die LED-Fluoreszenz-Technik
unter Verwendung von Acridinorange eine akkurate Methode fur die tagliche
Routine-Diagnostik der Malaria unter einfachen Bedingungen darstellt. Hierfur
wurde diese Methode hinsichtlich ihrer Sensitivitat, Spezifitat, Vorhersagewerte,
Ubereinstimmung der Methoden, Prazision und Wiederholbarkeit untersucht.
Des Weiteren wurden Werte zur Untersuchungsdauer erhoben und die Kosten
der Diagnose geschatzt. Als Vergleichsmethode wurde neben der
Lichtmikroskopie als Goldstandard, die herkdmmliche Fluoreszenz-Mikroskopie
herangezogen. Fur die Klarung von in den Methoden diskrepanter Ergebnisse

stand die PCR als sensitivste Methode zur Verfugung.
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2 Material und Methoden

2.1 Studienzeit und Studienort

Die Studie wurde in den Monaten September bis Dezember 2009 am
medizinischen Forschungslabor des Albert-Schweitzer-Spitals in Lambaréné in
Gabun durchgefiihrt. Die gabunische Republik liegt am Aquator in Zentralafrika
zwischen dem zweiten nordlichen und zweiten sudlichen Breitengrad und wird
im Norden von den Landern Kamerun und Aquatorialguinea, im Osten und
Suden von der der Republik Kongo und im Westen vom Atlantischen Ozean
durch den Golf von Guinea begrenzt. Offizielle Landessprache ist Franzdsisch.
Das Land umfasst eine Flache von 267 667 km? bei einer Einwohnerzahl von
1,33 Millionen, wovon 84% in stadtischer Umgebung leben [91, 92]. Die
Bevolkerung gruppiert sich in Uber 40 Ethnien, von denen die Fang, Punu und
Nzebi Uber 60% reprasentieren [93]. Etwa 75% der Landesflache sind von
tropischem Regenwald bedeckt, in den Ostlicheren Gebieten sowie in der
sudostlichen Hochebene des Landes mischt sich partielle Feuchtsavanne
hinzu. Die Durchschnittstemperatur betragt 27°C im Jahresmittel bei einer
Luftfeuchtigkeit von 80 - 90% und einer Jahresniederschlagshéhe zwischen
1600 mm und 3000 mm, der sich insbesondere auf die groRe Regenzeit von
Januar bis Mai und die kleine Regenzeit von Oktober bis Dezember
konzentriert. Wahrend der Monate Juni bis September reduziert sich der
Niederschlag auf 35 mm/Monat [35].

Lambaréné ist die Hauptstadt der Provinz «Moyen Ogooué» und viertgroRte
Stadt des Landes. Sie liegt 50 km stdlich des Aquators und 180 km siid-6stlich
der Landeshauptstadt Libreville im Inneren des Landes am Ogowe, dem
grofldten Fluss Gabuns. Mit seinen 15 000 Einwohnern stellt es das Zentrum der
Region mit seinen 55 000 Einwohnern dar.

Etwa 2 km nérdlich des Stadtzentrums liegt das Albert-Schweitzer-Spital,
welches sein Namensgeber im Jahre 1913 grundete. An dieser Stelle existiert
es seit 1927, 1981 wurde es renoviert [94]. Heute umfasst das Krankenhaus die

Abteilungen der Inneren Medizin, der Chirurgie, der Gynakologie und
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Geburtshilfe wie der Padiatrie mit insgesamt 130 Betten in stationarer
Versorgung sowie einen ambulanten Bereich. Das an das Spital angegliederte
medizinische Forschungslabor (Medical Research Unit; MRU) wurde am 4. April
1981 ins Leben gerufen und unterstand bis 1986 Professor A. Dietrich vom
Bernhard-Nocht-Institut fir Tropen- und Schiffskrankheiten in Hamburg als
wissenschaftlichem Direktor, bevor diese Funktion 1989 von Professor P. G.
Kremsner Ubernommen wurde. Er steht dem internationalen Labor-Team als
wissenschaftlicher Direktor zusammen mit zwei weiteren Ko-Direktoren (Dr. B.
Lell und Dr. A. A. Adegnika) bis heute vor: Arzte, Biologen, medizinisch-
technische Assistenten, Studenten und Doktoranden aus unterschiedlichen
Landern arbeiten gemeinsam in Lambaréné; die Mehrheit der Mitarbeiter
stammen jedoch aus Gabun und umliegenden afrikanischen Landern.
Forschungsschwerpunkte des Labors sind Infektionskrankheiten wie
Tuberkulose, HIV, Bilharziose aber vor allem die Pathophysiologie,
Immunologie, Diagnostik und Therapie der Malaria [94]. Zwischen MRU und
dem Albert-Schweitzer-Spital besteht eine intensive Kooperation - insbesondere
mit den Abteilungen Padiatrie und Innere Medizin. Seit 1996 erschienen Uber

300 Publikationen in medizinischen Fachzeitschriften.
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Abbildung 2-1 Topographische Landkarte von Gabun
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Public Domain, besucht am 28.12.2012
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2.1.1 Malaria-Transmission in Lambaréné, Gabun

In Gabun stellt die Malaria einen groRen Teil der Belastung fur das
Gesundheitssystem dar. 187 710 Falle wurden bei einer Gesamtbevoélkerung
von 1,33 Mio. im Jahre 2008 offiziell registriert. Nach der WHO ist die Malaria
mit 29% der Falle die Haupttodesursache von Kindern zwischen 2 Monaten bis
5 Jahren in Gabun. Auf die Gesamtpopulation bezogen stellt sie nach HIV/AIDS
mit 28% die zweithaufigste Todesursache dar. Bezogen auf die disability
adjusted life years (DALY) der WHO steht die Malaria auch hier mit 8,2%
anteilig an der gesamten Krankheitslast an zweiter Stelle nach HIV/AIDS [8,
95]. Epidemiologische Daten fur das Land Gabun aus dem Jahr 1992 zeigen
hierbei, dass das Land zu einer Region mit hoher ganzjahriger Transmission
zahlt. Die Pravalenz wurde im Rahmen einer Studie im Sudosten des Landes,
in der Region um Franceville, im Jahr 1999 festgestellt. Es wurden Werte von
39,8% bzw. 43,3% bestimmt [96]. Dieselbe Studie weist die Region um
Lambaréné als hyperendemisches Gebiet aus. Die Transmissionsrate ist in der
kleinen Regenzeit von Oktober bis Dezember besonders hoch, betroffen ist vor
allem die Bevdlkerung im Alter von 5 bis 14 Jahren [35, 97]. Folgende weitere
Daten wurden im Rahmen der Studie von 1992 bezlglich der Pravalenzen der
Plasmodien-Arten erhoben. Demnach sind die Malaria-Infektionen prozentual

wie folgt auf die Erreger zurtuckzufuhren:

1. Plasmodium falciparum: 88,7%
2. Plasmodium malariae: 8,0%
3. Plasmodium ovale: 0,6%
4. Mischinfektionen: 2,7%
5. Plasmodium vivax: nicht untersucht’

' Ein Vorkommen wird in der Region nicht erwartet, da die Bevdlkerung weitgehend negativ flr
das Duffy-Antigen bzgl. ihrer Blutgruppenmerkmale ist und somit ein entscheidende Rezeptor

fur die Entwicklung einer Infektion mit Plasmodium vivax fehlt.
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Die Hauptvektoren stellen die Anopheles gambiae und Anopheles funestus dar.
Die entomologische Inokulationsrate von Personen ohne Moskitonetz liegt bei
circa 50 infektidsen Stichen pro Jahr [35, 97]. Dies entspricht dem gabunischen
Mittelwert.

2.2 Studiendesign und Studienpopulation

Das Studienprotokoll wurde vom zustandigen regionalen unabhangigen Ethik-
Komitee von Lambaréné (CERIL — Comité d’Ethique Régional Indépendent de
Lambaréné) positiv beurteilt und die Studie in Ubereinstimmung mit der
Deklaration von Helsinki [98], der Richtlinien der ,Guten klinischen Praxis®
(Good Clinical Practice, GCP) [99] wie der OECD-Grundsatzen der guten
Laborpraxis [100] durchgefuhrt. Zwischen September 2009 und Dezember 2009
wurden 210 Patienten rekrutiert, die sich im Albert-Schweitzer-Spital vorstellten
und angaben, in den letzten 24 Stunden unter Fieber gelitten zu haben. Es
wurden Patienten jeden Alters und jeder Herkunft eingeschlossen, weitere
Einschluss- oder Ausschluss-Kriterien lagen nicht vor. Die Auswahl der Proben
wurde von einer unabhangigen Person vorgenommen, um auf das angestrebte
Verhaltnis gleichmalliger Verteilung zwischen positiven und negativen Proben
zu gelangen; hierflr lagen nicht in die Studie einbezogene Laborergebnisse aus
dem Albert-Schweitzer-Spital vor. Persodnliche und anamnestische Daten sowie
die von den behandelnden Arzten gestellten Diagnosen der in die Studie

eingeschlossenen Patienten wurden erhoben.

2.3 Diagnostische Materialien und Methoden

Von jedem Studienteiinehmer wurden ca. 3 ml Blut in mit
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) versetzten Rdhrchen (Sarstedt, Numbrecht,
Deutschland) abgenommen und ein Blutbild erstellt (ABX Micros 60 OT, ABX
Diagnostics, France). Daraufhin wurde das Blut in das medizinische
Forschungslabor transportiert, um direkt anschlieBend die verschiedenen

Studienpraparate anzufertigen:
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2.3.1 Mikroskopische Praparate

2.3.1.1 Anfertigung der Praparate

Zweihundertflinfzig Mikroliter des EDTA-Blutes wurde bei -80°C eingefroren,
um dieses nach Abschluss der Mikroskopie-Experimente fur die Quantitative
Polymerase Kettenreaktion zu verwenden. AnschlieBend wurden die
Studienpraparate wie im Folgenden beschrieben fir die Mikroskopie

angefertigt.

2.3.1.1.1 Giemsa-Préaparate

Die Dicken Tropfen in Giemsa-Farbung [14] wurden nach den Richtlinien der
WHO angefertigt und ausgewertet [101]:

Etwa 5 ul des EDTA-Blutes wurden auf einen Objekttrager in Tropfenform
gleichmalig mit einer Mikropipette (Karl Roth GmbH, Karlsruhe) aufgetragen,
die Objekttrager im Inkubator (40°C Melag, typ 405; 55°C) getrocknet und
anschlieBend in einer 20% Giemsa-Losung (Giemsas Azur-Eosin-
Methylenblaulésung fur die Mikroskopie, Merck KGaA, Darmstadt), die zwei bis
dreimal taglich neu mit Pufferlésung nach Weise (pH 7,20, (H.O dest), Merck
KGaA, Darmstadt) angesetzt wurde, 30 Minuten lang gefarbt und wiederum
getrocknet. Daraufhin wurden die Objekttrager mit Hilfe von Immersionsdl auf
einem Standard-Durchlicht-Mikroskop (LM) (Olympus CH 30) bei einer 1000-

fachen Vergrélierung ausgewertet.

2.3.1.1.2 Acridinorange-Praparate

Acridinorange [AQ] ist ein Farbstoff, der verwendet wird, um Nukleinsauren

anzufarben. AO interagiert mit X
Desoxyribonukleinsaure (DNA) und ‘ o
Ribonukleinsaure (RNA) durch S N~ N~

Interkalierung und elektrostatische |
Interaktion. Mit AO interkalierte DNA Abbildung 2-2 Strukturformel von

fluoresziert grin (525 nm), wahrend mit AO Acridinorange
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interkalierte RNA rot (>630 nm) fluoresziert [102-104]. In Blutpraparaten kdnnen
Nukleinsaure beinhaltende Zellen wie Leukozyten, Retikulozyten oder mit
Parasiten infizierte Erythrozyten klar dargestellt werden.

Far die vorliegende Studie wurde wochentlich eine Acridinorange-Stammlosung
in der Konzentration 1 mg/ml in gepufferter physiologischer Kochsalzlésung
(PBS, pH 7,4) angesetzt, steril unter einer Abzugshaube gefiltert (Millex GS
Syringe driven Filter Unit 0,22 ym MF Millipore MCE Membrane, Carrighwonill,
Co. Cork, Irland) und an einem dunklen Ort aufbewahrt. Als Grundsubstanz
diente Acridinorange in Pulverform (Acridinorange fur die Mikroskopie,
C47H20CL3N3Zn, MERCK, Darmstadt).

FiUr die Anfertigung der Praparate fur die Fluoreszenz-Mikroskopie wurden 8 pl
des EDTA-Blutes mit 2 pl der Acridinorange Losung in einem Reagenzgefal’
(0,5 ml, PP, Sarstedt, Nimbrecht) wahrend drei Minuten inkubiert, im Anschluss
auf einen Objekttrager mit einer Mikropipette (LabMate 2 - 20 ul, ABIMED,
Langenfeld) aufgetragen, mit einem Deckblattchen (22 mm x 22 mm)
abgedeckt, dieses mit Schnelleinschlussmittel (Eukitt Schnelleinschlussmittel
fur die Mikroskopie, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) verschlossen
und direkt unter dem Mikroskop untersucht. An Mikroskopen wurden ein
konventionelles Quecksilber-Dampflampen-Fluoreszenz-Mikroskop in  der
Dunkelkammer (uvFM) (Nikon Optiphot-2, Filter: B2A, 470 nm) bei 1 000-facher
Vergroflerung und ein Leuchtdioden (LED)-Fluoreszenz-Mikroskop (ledFM)
(Zeiss PrimoStar iLED, blaue Leuchtdiode 455 nm) bei normalem Tageslicht bei
400-facher und 1000-facher Vergrof3erung eingesetzt. Unabhangig von der
Methode wurde bei 1000-facher Vergrolerung vor der Betrachtung

Immersionsdl auf den Objekttrager aufgetragen.

2.3.1.2 Bestimmung der Parasitamie

In allen drei mikroskopischen Methoden wurde die Parasitamie bestimmt, indem
in direkt aufeinander folgenden Gesichtsfeldern 200 Leukozyten sowie die in
diesen Feldern vorkommenden Parasiten gezahlt wurden. Waren bis zu diesem
Zeitpunkt bereits mehr als 10 Parasiten detektiert, wurde die Parasitamie wie

unten stehend berechnet. Andernfalls mussten weitere Gesichtsfelder
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ausgewertet werden, bis eine Gesamtzahl von 500 Leukozyten erreicht war.
Waren nach dem Zahlen von 500 Leukozyten keine Plasmodien entdeckt
worden, wurde der Objekttrager als parasitenfrei gewertet. Im anderen Fall
wurde die parasitare Blutbelastung pro Mikroliter mit der folgenden Formel
errechnet [105]:

Parasitamie / yl = (gezahlte Parasiten / gezahlte Leukozyten)

* Leukozytenzahl / pyl im Blut

Alle Praparate wurden von zwei unabhangigen verblindeten Untersuchern
gelesen. Dies bedeutet, dass den Untersuchern keine Informationen uber die
klinischen Symptome des dem vorliegenden Praparat zuzuordnenden Patienten
oder der Ergebnisse der Untersuchungen aus dem Albert-Schweitzer-Spital
und des jeweils anderen Untersuchers vorlagen. Aus den Ergebnissen der
Auszahlung der beiden Untersucher wurde das arithmetische Mittel als
endgultige Parasitamie in der jeweiligen Methode gebildet; im Falle geringer
Ubereinstimmung (mehr als 50% Abweichung vom héheren Ergebnis, oder
unterschiedliche Ergebnisse hinsichtlich Positivitat), wurde eine Lesung eines
erfahrenen  unabhangigen dritten Lesers durchgefuhrt. Die zwei
ubereinstimmenderen Resultate wurden fur die Bildung des arithmetischen

Mittels und somit des Endergebnisses herangezogen.

2.3.1.3 Zeitmessungen

Alle Zeiten wurden mit Stoppuhren, die die Zeiten auf Hundertstel-Sekunden
genau angeben, gemessen. Per Definition betrug die Lesezeit eines
Objekttragers den gemessenen Zeitraum von Beginn der Lesung nach
Einspannen des Objekttragers an bis hin zur Kalkulation der definitiven
Parasitamie nach oben erwahnter Formel. Die Gesamtzeit umfasst den
Zeitraum von Beginn der Praparation des Objekttragers bis hin zur Kalkulation
der definitiven Parasitamie; hierbei wurde zu der gemessenen Zeit der
Praparation der Mittelwert der Lesezeit der zwei unabhangigen Leser

hinzuaddiert. Die Parasitendetektionszeit umfasst den Zeitraum, der vom
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Beginn der Lesung bis zu dem Moment verging, in dem der erste Parasit auf
Objekttrager eindeutig identifiziert wurde. Auch hier wurde das arithmetische

Mittel aus den beiden Lesungen gebildet.

2.3.1.4 Prazisionsbestimmung

Um die Prazision der ledFM im Vergleich zur LM zu bestimmen, wurden zwei
Serien von Praparaten mit je einer hohen, mittleren und niedrigen Parasitamie
nach oben beschriebenen Methoden erstellt. Die Praparate einer Serie wurden
mit AO gefarbt, die der Zweiten mittels Giemsa-Farbung. Je zehn
Labormitarbeiter lasen die Giemsa-Serie nach der oben dargestellten Methode
in der Lichtmikroskopie. Des Weiteren lasen zehn Labormitarbeiter die AO-
Serie im ledFM (1000x) nach einer kurzen Einfuhrung in die
Fluoreszenzmikroskopie mit der Dauer von 30 Minuten. Dabei hatten nur drei
der Teilnehmer vorher je mit einem Fluoreszenzmikroskop gearbeitet. Fur die
Bestimmung der Wiederholbarkeit lasen funf dieser zehn Untersucher ein
weiteres Mal am Folgetag drei neu angefertigte Praparate Blutproben aus
derselben Serie unter dem ledFM (1000x) ohne zu wissen, dass es sich dabei
um dieselben Proben handelte. Hierbei wurde das Blut in EDTA-Rdhrchen bis
zum Folgetag kuhl (4°C) aufbewahrt.

2.3.1.5 Fragebogen

Nach Abschluss der Studie wurde den zwei standigen Lesern der
Studienpraparate ein Fragebogen (siehe Anhang) vorgelegt, um die Methoden
der LM, uvFM und ledFM miteinander subjektiv zu vergleichen. Dabei wurde
neben der Erfahrung in der Mikroskopie in Jahren folgende Grdflen auf einer

Skala von 1 bis 10 erfragt:

Geschatzte Fahigkeit in der Mikroskopie (generell)

Fahigkeit in der jeweiligen Methode

Schnelligkeit der Methode (generell)

0 Bzgl. der Parasiten-Detektion

Erlernbarkeit der Technik
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» Sinnvoller Einsatz in der taglichen Routine-Arbeit
» Ermuidung (0 = sehr ermidend)

» Klares Bild (generell im Gesichtsfeld)

= Klarer Aspekt der Parasiten

= Sicherheit in der Diagnostik

= Differenzierung der verschiedenen Plasmodien-Arten

2.3.2 Quantitative Echtzeit Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR)

Eine weitere in dieser Studie angewandte Methode zur Parasiten-Bestimmung
war die quantitativen Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR). In
unserem Experiment war diese Auswertungsmethode Fallen von nicht
ubereinstimmenden mikroskopischen Ergebnissen vorbehalten. Zur Zeit der
Versuche befand sich zudem die gRT-PCR in der Etablierungsphase, weshalb
wir sie als experimentelle Methode nutzten und damit nur die Positivitat bzw.
Negativitat der Blutproben als relevante Ergebnisse berucksichtigten, ohne
Ruckschlisse auf die tatsachliche Parasitamie zu ziehen. Die Durchfuhrung

fand wie im Folgenden dargestellt statt:

2.3.2.1 Prinzip der qRT-PCR
Die qRT-PCR basiert auf der Methode der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) -

eine molekularbiologische Methode zur Vervielfaltigung von DNA unter
Zuhilfenahme des Enzym der DNA-Polymerase, die 1985 zum ersten Mal als
DNA-Syntheseverfahren beschrieben worden ist [106, 107]. Kary Mullis und
seine Arbeitsgruppe wurden hierfir 1993 mit dem Nobelpreis fir Chemie
ausgezeichnet.

Das Enzym der DNA-Polymerase komplettiert hierbei einen DNA-Einzelstrang
nach Denaturierung der Doppelhelix und Anlage eines kurzen komplementaren
(18 - 30 Basenpaare [bp]) Basenfolge, des so genannten Primers,
doppelstrangig, sofern genligend Deoxynukleosidtriphosphate (ANTP) und der
essentielle Kofaktor MgCl, vorhanden sind. Der Primer enthalt an seinem 3’-

Ende eine Hydroxygruppe, welches als Startpunkt der DNA-Polymerase fur die
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erste Verknupfungsreaktion dient. Neben dem Enzym der thermostabilen DNA-
Polymerase (Taq Polymerase) braucht man Primer, die sich an das gewlinschte
DNA-Segment anlegen, dNTPs als Substrat fur die Polymerase, eine
Pufferlosung und Wasser. Eine solche einmalige parallel ablaufende
Vervielfaltigung nennt sich Zyklus; da jeder folgende Zyklus die Produkte des
vorangegangenen zur Basis hat, ist es eine Kettenreaktion. Mithilfe dieser
Methode kann jede beliebige Sequenz amplifiziert werden sofern die Abfolge
der Basenpaare bekannt ist.

Jeder Zyklus der Vervielfaltigung besteht aus drei Phasen (siehe Abb. 2-3):
Wahrend der Denaturierungsphase wird das Gemisch auf 95°C erhitzt, um die
Wasserstoffbricken zwischen den Strangen zu brechen; es entstehen
Einzelstrange. Manche Polymerasen bendtigen zur Aktiviereung eine
verlangerte Erhitzungsphase von etwa zehn Minuten. Im weiteren Verlauf wird
das Gemisch auf 55 - 65°C, die optimale Temperatur zur Anlagerung der
Primer-Sequenzen, abgekuhlt. Diese Temperatur ist durch die Lange und
Eigenschaft der Primer bestimmt. Bei zu heillen Temperaturen konnen die
Primer aufgrund ihrer thermischen Bewegung sich nicht ordnungsgemaf
anlegen, bei zu kuhlen Temperaturen hingegen wird die Anlagerung weniger
spezifisch vollzogen. Im nachsten Schritt folgt die Elongation durch die DNA-
Polymerase bei 70°C vom 3’-Ende des Primers aus. Diese Zyklen werden so oft
wiederholt, bis eine detektierbare Menge von PCR vorhanden ist. Dabei
entstehen wahrend jedes Zyklus exponentiell mehr Produkte. Bei Endpunkt-
PCRs wird das Amplikon in der Regel mithilfe einer Matrix (z.B. Agarose oder
Polyacrylamid) in einem elektrischen Feld aufgetrennt und mittels Fluoreszenz
oder Radioaktivitat dargestellt.

Um Verunreinigungen zu vermeiden muss die DNA vor der PCR Ublicherweise
extrahiert und aufgereinigt. Dies geschieht durch Lyse der Zellen, die DNA

enthalten sowie durch den Einsatz diverser Auswaschpuffer.
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Abbildung 2-3 Polymerase Kettenreaktion
http://en.wikipedia.org/wiki/File:PCR.svg, Public Domain, besucht am 28.12.2012
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Wahrend die herkdmmliche PCR nur qualitative Aussagen erlaubt, wurde mit
der qRT-PCR ein Verfahren entwickelt, mit dem sich Rickschlisse auf die
Ausgangsmenge der DNA schlieBen lassen. Sie ist fur die quantitative
Nukleinsaure-Analysen fest etabliert [108]. Erstmalig wurde sie 1992 von
Higuchi [109] beschrieben, wobei die Technik der DNA-Detektion durch
Fluoreszenzfarbstoff-Markierung bereits in den Achtziger Jahren bekannt
geworden war [73, 110].

Der wesentliche Unterschied besteht darin, dass wahrend der Vervielfaltigung
zeitgleich eine Messung der Fluoreszenz stattfindet; daher auch der Name der
Echtzeit-PCR. Die Fluoreszenz steigt proportional mit der Menge der
vervielfaltigten DNA-Sequenz an; erstmalig als positiv gilt das Signal, sobald es
den zehnfachen Wert des Grundrauschens ubersteigt. Durch das Erstellen
einer Standardkurve mit bekannter Konzentration der Ziel-DNA kann die
ursprungliche DNA-Menge quantitativ bestimmt werden.

Als Fluorophor zur Quantifizierung der DNA stehen mehrere Molekile zur
Verfugung: die einfachste unter ihnen ist die Nutzung von DNA-Farbstoffen wie
Ethidiumbromid [111, 112] oder SYBR Green | [113, 114]. Diese Farbstoffe
interkalieren in doppelstrangige DNA, die Fluoreszenz steigt mit jedem Zyklus.
Sie besitzen allerdings keine Spezifitat fur die Ziel-DNA (d.h. jede in der
Reaktion auftretende doppelstrangige DNA wird gefarbt), die nur durch eine
Schmelzkurvenanalyse ausgeglichen werden kann. Des Weiteren ermdglichen
Sie keine Multiplex-gqRT-PCR, d.h. das gleichzeitige Detektieren zweier
unabhangiger Sequenzen.

Dies ist mit den so genannten FRET (Fluoreszenz-Resonanz-Energie-
Transfer)-Sonden mdglich. Diese beruhen auf dem Forster-Resonanz-Energie-
Transfer [115]. Hierbei wird die Energie eines angeregten Farbstoffes, dem
Donor, auf einen zweiten Farbstoff, den Akzeptor Ubertragen, dessen Emission
gemessen werden kann. Die Energie wird bei diesem Prinzip strahlenfrei und
somit nicht Uber Photonen ausgetauscht. Die Emission des Donors ist abhangig
von der Entfernung des Akzeptors. VergroRert sich die Distanz zwischen den
beiden, verringert sich dieser Transfer, die Emission des Akzeptors verringert

sich und es kommt zur messbaren Emission der Wellenlange des Donors.
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Somit kann dieses Prinzip als sogenanntes optisches Nanometermafl’
eingesetzt werden. In unserem Experiment wurde als Akzeptor ein nicht
fluoreszierender Ausloscher eingesetzt, der die transferierte Energie aufnimmt,
aber keine Emission abgibt (Abb. 2-4).

a) kein FRET b) FRET-Signal
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. ) FRET
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Abbildung 2-4 FRET-Effekt:
CFP ist in diesem Beispiel der Donor, YFP der Akzeptor; in unserer Studie wurden
nicht fluoreszierende Ausléscher als Akzeptoren eingesetzt

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:FRET.png, besucht am 26.04.2012

Folgende FRET-Sonden werden bei der gRT-PCR haufig eingesetzt:

I. Hybridisierungssonden (Light-Cycler-Probes)
Die einfachste Moglichkeit der Nutzung des Forster-Resonanz-Energie-
Transfers in der qRT-PCR ist der Einsatz von Hybridisierungssonden: Zwei
Oligonukleotide, die sich nebeneinander der Zielsequenz anlagern,
werden mit einem Akzeptor bzw. einem dazu gehdrigen Donor markiert.
Sobald sich diese im Rahmen des Annealing der Zielsequenz in einer fur
den FRET ausreichende Nahe anlagern, verandert sich die Emission vom

Spektrum des Donors hin zum Spektrum des Akzeptors. (Abb. 2-5¢)

II. Tagman-Hydrolyse-Sonden
Eine weitere Moglichkeit der Nutzung des FRET ist der Einsatz der
Tagman-Hydrolyse-Sonden, die erstmals 1991 beschrieben worden waren
[116]: Die Tagman-Sonde ist am 3’-Ende mit einem Donor-Fluoreszenz-
Farbstoff und am 5’-Ende mit einem Quencher markiert. Der Quencher ist

ein Akzeptor, der jedoch keine eigene Emission besitzt; er wird auch als
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Dark Quencher bezeichnet, da er die Fluoreszenz ausloscht. Wenn die
Tag-Polymerase, die zugleich eine 5-3’-Exonuklease-Aktivitat besitzt, den
Donor am 5’-Ende entfernt, bewegt sich der Donor vom Quencher weg
und nach dem Prinzip des FRET kann eine steigende Donor-Frequenz

gemessen werden. (Abb. 2-5a)

lll. Molecular Beacons
Eine weitere Moglichkeit ist die Verwendung von Molecular Beacons. Dies
sind Oligonukleotide in einer Haarnadelstruktur, die an ihren Enden sowohl
Donor wie Quencher enthalten. Durch das Annealing entfernen sich Donor
und Quencher, es kommt zum Anstieg der Fluoreszenz der Donor-
Frequenz. (Abb. 2-5b)

a) Hydrolisierungssonde (TagMan™)

Primer

b) Molecular Beacon

) Hybridisierungssonden

FRET
>

Primer Donor ﬁ ! Akzeptor

Abbildung 2-5 FRET-Sonden in der Real-Time PCR
Bianca Holzapfel LW: Die quantitative Real-Time-PCR. Biologie unserer Zeit 2007, Band 37.

In dem hier beschriebenen Versuchsaufbau wurden TagMan-Hydrolyse-Sonden
im Sinne von Minor Groove Binding (MGB) Sonden eingesetzt. MGB-Sonden

haben eine hohere Stabilitat in der Anlagerung an den DNA-Einzelstrang;
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insbesondere bei hoher Variabilitdt und Mismatch stabilisieren sie den neu
entstandenen Doppelstrang. Dadurch kénnen klrzere Sonden eingesetzt
werden, die dennoch eine hohe Spezifizitat besitzen [117-119].

Die Fluoreszenz wird wahrend jedes Zyklus gemessen. Erst wenn die
Fluoreszenz-Emission das Zehnfache des Grundrauschens ubersteigt, gilt sie
als positiv. Dieser Wert wird ct-Wert (Cycle threshold) genannt und wird in
Zyklen angegeben. Ct-Werte zweier Proben sind hierdurch vergleichbar [108,
120-122]. Da sich die qRT-PCR noch in der Etablierungsphase befand und
somit als experimentelle Methode genutzt wurde, werteten wir in unserem
Versuchsaufbau nur die Positivitat bzw. Negativitat der in den mikroskopischen
Praparaten nicht Ubereinstimmender Blutproben mittels gRT-PCR aus, ohne die

quantitative Analyse zu berucksichtigen.

2.3.2.2 PCR in der Diagnostik von Malaria

Die PCR wurde fur den Einsatz zur Diagnostik von Malaria in den Neunziger
Jahren zum ersten Mal in Erwagung gezogen [72] und etablierte sich wenig
spater im Forschungsbereich. Sie gilt als besonders sensitive Methode [77,
123], die durch den Einsatz spezifischer Primer zugleich eine sichere
Identifikation der Arten zulasst [77]. Andererseits wurde bereits beschrieben,
dass PCR-Analysen in einigen Fallen Proben mit hoher Parasiten-Last nicht als
positiv erkannt haben [124, 125]. Sie ist zudem eine teure, schwer
standardisierbare und zeitintensive Methode [76], die sich nicht fur die tagliche
Routinediagnostik in Gegenden mit geringer Ausstattung eignet und daher ihr

Einsatzgebiet mehr in der Forschung findet.

2.3.2.3 Durchfilhrung der qRT-PCR

2.3.2.3.1 DNA — Extraktion aus den Blutproben

Das bei -80°C eingefrorene EDTA-Blut wurde bei Zimmertemperatur aufgetaut.
Durch die Bildung von Kristallen kam es bereits beim Einfrieren zur

Erythrozytolyse. Die aufgetauten flussigen Proben wurden im Vortex Mixer
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(NeoLab, Gemmy, Taiwan) gemischt, um anschlieBend die gleichmaRig

verteilte parasitare DNA mithilfe eines vorbereiteten Kits (QlAamp DNA Mini Kit;

Qiagen, Hilden) unter sterilen Bedingungen

zu extrahieren. Die hierfur

bendtigten Materialien sind in Tabelle 2.1 aufgefuhrt.

Pipetten
Pipettenspitzen
ReagiergefaR
Auffanggefa

Spin Columns

Pufferlosungen

Proteinkinase
Ethanol
Vortex Mixer
Trockenbad

Zentrifuge

Mikropipetten, Karl Roth GmbH, Karlsruhe

safeseal tipps premium, Biozym scientific GmbH, hess. Oldendorf
1.5 mi, Eppendorf, Deutschland

2 ml, Qiagen, Hilden

QlAamp Mini Spin Column, Qiagen, Hilden

AL Lysepuffer, Qiagen, Hilden, versetzt mit PhHV (1/100 in PBS)
AW1 Waschpuffer, Qiagen, Hilden

AW2 Waschpuffer, Qiagen, Hilden

AE Elutionspuffer, Qiagen, Hilden

Proteinkinase K, Qiagen, Hilden

Medical Research Unit, Lambaréné, Gabon
NeoLab, Gemmy, Taiwan

Dig Dry Bath, Labnet intern. Inc., UK

Heraeus Pico 17 Centrifuge, Heraeus, Hanau

Das Prinzip der Methode beruht darauf, die Proteine einer 200 ul Vollblutprobe
durch Zugabe der Proteinase in einem Reagiergefald (1,5 ml) zu zerschneiden
und zu lésen. Nach Zugabe von 200 ul Lysepuffer werden die Proben bei 55°C
im Trockenbad 10 Minuten lang inkubiert. Dem Lysepuffer ist der Phocin
Herpes Virus 1 beigesetzt, welcher als Kontrolle der Extraktion sowie der die
PCR selbst dient. Die Primer und Probes zu diesem Virus werden jedem Ansatz
beigefigt. Auf diese Art und Weise kann auch bei negativem Ergebnis
hinsichtlich der zu Uberprifenden Substanz sichergestellt werden, dass die
Extraktion erfolgreich von statten ging und die PCR nicht inhibiert war. Erst
hierdurch koénnen die Ergebnisse validiert werden. Im Anschluss an die
Inkubationszeit wird Ethanol hinzu gegeben, um die DNA partiell zu fallen. Die

Losung wird auf Filter in Spin Columns pipettiert und in ein Auffanggefa®
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zentrifugiert (9600 g). Die im Filter verbliebene DNA wird mit zwei
unterschiedlichen Puffern (AW1 / AW2 je 500 pl) gespult und wiederum
zentrifugiert (9600 g bis 17 200 g) und schlieBlich durch eine L&sungspuffer
(AE, 200 pl) aus dem Filter in ein frisches Auffanggefal® ausgewaschen
(Zentrifuge 6200 g). Somit ist die parasitare DNA in einer ahnlichen
Konzentration wie in der Ausgangskonzentration vorhanden. Das Gemisch
wurde bis zu Analyse per quantitativer Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion
(rtPCR) bei 4°C dunkel aufbewahrt.

2.3.2.3.2 Durchfuhrung der quantitativen Echtzeit-PCR

Im Vorfeld der Durchfihrung der quantitativen Echtzeit-Polymerase-
Kettenreaktion (QRT-PCR) wurde der PCR-Ansatz aus folgenden Komponenten
und Konzentration hergestellt:

Tabelle 2.2 PCR-Mix fiir tPCR

Hotstar TagMastermix:
HotStar Tag-DNA-Polymerase, PCR-Puffer, Trinukleotidtrisphosphate

Original- Konzentration in ul

Konzentration fiir den Ansatz H
Hotstar TagMastermix
(Qiagen, Hilden) 2x 12,50
MgCI2 (Qiagen, Hilden) 25 mM 3,50
BSA (Bovine Serum
Albumin, Roche, 5 mg/ml 0,50
Mannheim)
H,O (RNase frei, Qiagen, 1.55
Hilden) ’
Primer PhHV267s 5 uM 60 nM 0,30
forward
Primer PhHV337as 5 UM 60 nM 0,30
reverse
Sonde PhHV305tq 10 pM 100 nM Cy5 0,25
Primer Plas1047F 5uM 60 nM 0,30
Primer Plas1718R 5uM 60 nM 0,30
Sonde Pfal1141MGB 10 pM 100 nM (FAM) 0,25
Sonde Pmal89MGB 10 uM 100 nM (VIC) 0,25
Total 20,00
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Es wurden gemeinsame Primer fUr die zwei haufigsten Erreger der Region um
Lambaréné, Plasmodium falciparum und Plasmodium malariae [96], verwendet
(Tab. 2.3). Es wurde je eine Sequenz in 5’-3’-Richtung, ein sogenannter
.Forward-Primer” (F), wie in 3’-5-Richtung, ein so genannter ,Reverse-Primer*
(R), verwendet. Um die Sonden (Probes) unterscheiden zu kénnen, wurden sie
mit unterschiedlichen Farbstoffen markiert: die Sonde fir Plasmodium
falciparum am 5’-Ende mit dem Fluoreszenz-Reporter FAM (Phosphoramidit-
Derivat des 6-Carboxyfluorescein, Anregung 488 nm, Emission 518 nm) sowie
am 3’-Ende mit einem nicht fluoreszierenden Ausldscher (NFQ). Die Sonde flr
Plasmodium malariae wurde am 5’-Ende mit dem Fluoreszenz-Reporter VIC
(Applied Biosystems, Foster City, California, USA; Anregung 515 nm, Emission
545 nm) sowie am 3’-Ende gleichermalden mit einem nicht fluoreszierenden
Ausloscher (NFQ) markiert. Durch die $5’-Exonukleaseaktivitdt der Taq
(Thermus aquaticus)-Polymerase kommt es zu Abspaltung des Reporters und
in Folge dessen zur Fluoreszenz-Emission bei 518 nm bzw. 545 nm. Es
wurden Minor-Groove-Binding (MGB)-Sonden verwendet [119]. Als interne
Kontrolle wurden wie oben erwahnt zusatzlich Primer - in 3’ wie in 5’ Richtung -
und Sonden zur Detektion des Phocine Herpes Virus 1 verwendet, um
Inhibitionen der PCR oder Extraktionsfehler anzuzeigen [126, 127]. Die Sonde
fur den Phocine Herpes Virus wurde am 5’-Ende mit Cy5 (Cyanine 5, Anregung
650 nm, Emission 670 nm) sowie am 3’-Ende mit einem nicht fluoreszierenden

Ausloscher markiert.

Primer PhHV267s 5 — GGGCGAATCACAGATTGAATC - 3

Primer PhHV337as 5 - GCGGTTGGAAACGTACCAA -3’

Sonde PhHV305tq Cy5-5 - TTTTTATGTGTCCGCCACCATCTGGATC - 3’ NFQ
Primer Plas1047F 5 — GTTAAGGGAGTGAAGACGATCAGA - 3'

Primer Plas1718R 5’ — AACCCAAAGACTTTGATTTCTCATAA -3’

Sonde Pfal1141MGB FAM - 5’-CTTTCGAGGTGACTTTTAGAT-3’ - MGB NFQ

Sonde Pmal89MGB VIC- 5’-AGCTATCTAAAAGAAACACTCAT-3’ - MGB NFQ
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Der Ansatz (20 pl) wurde, wie in Tabelle 2.2 beschrieben, im Vortex-Mixer
gemischt und anschlieBRend je 5 pyl DNA aus der Blutprobenextraktion
hinzugeflgt. Es folgte die vollautomatische Auswertung in einer 72-Lochplatte
mittels quantitativer Real-Time-PCR mit der Rotor Gene 6000 (Corbett
Research, Australien), welche sich zur Minimierung der Kontamination in einem
getrennten Raum befand: einer initialen Aktivierungsphase — dem sogenannten
Heildstart zur Aktivierung der Tag-Polymerase — von 15 Minuten bei 95°C
folgten die Zyklen der Kettenreaktion: Denaturierung der DNA wahrend einer
Minute bei 95°C, Hybridisierung des Primers an die DNA-Einzelstrange
wahrend einer Minute bei 60°C. Daraufhin kommt es zur Elongationsphase tUber
eine Minute bei 72°C, in der die Tag-Polymerase aktiv ist und die dNTPs in 3’
Richtung an den Primer anbaut. Hierbei werden auch Hydrolysesonden
verwendet. Bei Einbau der Sonden wird durch 5'-3'-Exonuklease-Aktivitat der
Polymerase der Ausléscher entfernt. Es kommt zur Fluoreszenz mit der
Wellenlange des Farbstoffes. In unserem Experiment VIC® (545 nm) flr
Plasmodium malariae-DNA, FAM (518 nm) fur Plasmodium falciparum-DNA
und Cy5 (670 nm) flr den Phocine Herpes Virus. Am Ende der PCR Zyklen
steht eine finale Extensionsphase von zehn Minuten bei 72°C. Wahrend der
Elongationphasen wird jeweils die Intensitat der fluoreszierenden Signale.
Sobald das Emissionssignal einer der Farbstoffe das Zehnfache des
Rauschens Uubersteigt, gilt die Probe als positiv. Es wurden 50 Zyklen
durchgefihrt.
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2.4 Statistische Auswertung

Die Daten wurden in Fallbericht-Formblatter auf Papier eingetragen und

anschlie3end in eine elektronische Datenbank Ubertragen und in das Programm
SPSS 16.0 fur Windows (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA) und R, Version
2.12.2 (The R Foundation for Statistical Computing, Auckland, Neuseeland)

eingetragen, um folgende statistische Analysen vorzunehmen:

Deskriptive Statistik wurde zur Beschreibung der Studienpopulation
angewandt, um die Studien- sowie die Kontrollgruppe untereinander zu
vergleichen. Hierbei wurden die Charakteristika Geschlecht und Alter der
Studienteilnehmer wie der zugeordnete medizinische Fachbereich, die
angegebenen Symptome und die durch den behandelnden Arzt gestellte
Diagnose betrachtet. An Blutwerten gingen die Anzahl weiler und roter
Blutkorperchen, der Hamatokrit-Wert, der Hamoglobin-Wert und die

Anzahl der Blutplattchen mit ein.

Sensitivitat, Spezifitat, positive und negative Vorhersagewerte

Die Sensitivitat eines diagnostischen Testverfahrens gibt an, wie viele
der erkrankten Patienten einer Krankheit durch den Test tatsachlich
erkannt werden. Definiert ist sie als Quotient aus richtig positiven
Testergebnisse und der Summe aus der richtig positiven und falsch
negativen Testergebnisse. Hierbei wurde die Lichtmikroskopie fir die
Auswertung als Goldstandard gewahlt, an der die anderen
diagnostischen Testverfahren gemessen wurden.

Die Spezifitat eines diagnostischen Testverfahrens gibt an, wie viele der
gesunden Testteilnehmer, die nicht an der untersuchten Krankheit leiden,
durch den Test tatsachlich als gesund erkannt werden. Definiert ist sie
als Quotient aus richtig negativen Testergebnissen und der Summe aus
falsch positiven und richtig negativen Testergebnissen. Auch hier wurde
die Lichtmikroskopie als Standard ausgewahit.

Der positive Vorhersagewert gibt eine Einschatzung der Aussagekraft

eines diagnostischen Testverfahrens. Er gibt an, wie viele Personen
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tatsachlich krank sind, bei denen eine Krankheit mittels eine
Testverfahrens ermittelt wurde. Definiert ist er als Quotient aus richtig
negativen Testergebnissen und der Summe aus falsch positiven und
richtig negativen Testergebnissen.

Der negative Vorhersagewert gibt an, wie viele Personen tatsachlich
gesund sind, die mittels eines Testverfahrens bzgl. einer Erkrankung als
gesund ermittelt wurden. Definiert ist er als Quotient aus richtig negativen
Testergebnissen und der Summe aus richtig negativen und falsch
negativen Testergebnissen.

Die korrigierten Vorhersagewerte beziehen die Pravalenz der getesteten
Gruppe mit ein. In dem beschriebenen Fall ist dies die Pravalenz der an
Malaria Erkrankten Personen, die sich zur Diagnostik im Alber-
Schweitzer-Spital aufgrund von Fieber, das Uber 24 Stunden besteht,
vorstellten [128]. Dieser Wert ist diesbezuglich sehr aussagekraftig, in
wieweit der Einsatz eines Testverfahrens in einem Gebiet mit einer

gewissen Pravalenz sinnvoll ist.

Bedeutender Nachteil einer diagnostischen Studie ist die Notwendigkeit
eines Goldstandards, wodurch eine Beurteilung der als Referenz
festgelegten Methode nicht sicher gelingen kann, da sich die zu
beurteilenden Methoden nur an dieser messen koénnen. Aus diesem
Grunde wurden die oben genannten Parameter nochmals unter
Berucksichtigung der PCR-Ergebnisse bezuglich der diskordanten
Resultate erhoben. Fir diese Resultate wurde die PCR als Goldstandard

gesetzt.

Der Cohen’s Kappa Test zur Bestimmung des Ubereinstimmungs-
Koeffizienten (Kappa-Koeffizienten) [129] misst die Interrater-Reliabilitat
zweier verbundener kategorialer Stichproben bzw. Methoden, um den
Grad der Ubereinstimmung der beiden Methoden zu quantifizieren.

Hierbei ist die Hohe der erfassten Parasitamie nicht von Bedeutung.
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Bland-Altman-Diagramm [130] als graphische Darstellung zeigt die
Ubereinstimmung zweier Testverfahren, bei die Differenzen der beiden
Messmethoden gegen den Mittelwert der beiden Methoden aufgetragen

werden. Hierbei spielt die erfasste Parasitamie eine grof3e Rolle.

Kaplan-Meier-Diagramm dient als grafische Darstellung des Eintrittes
eines Ereignisses bei einer Studiengruppe uber die Zeit. Haufig wird es
zur Darstellung von Uberlebenskurven eingesetzt. Im Fall der
beschriebenen Studie zeigt es graphisch den zeitlichen Eintritt des
Ereignisses der Detektion des ersten Parasiten im untersuchten Blut und
damit dem Hinweis auf Positivitat einer Probe. Der Log-Rank-Test ist ein
nichtparametrischer Test fur den Vergleich des Zeitpunktes des Eintritts
eines Ereignisses zweier unverbundener Stichproben. Er zeigt in Falle
der beschriebenen Studie an, ob eine Methode eine signifikant kirzere

Parasiten-Detektionszeit aufweisen kann [131].

Der Box-Whiskers-Plot dient in dieser Studie zur Darstellung der
Varianz der Prazision der Ergebnisse unterschiedlicher Untersucher in
der Lichtmikroskopie und in der LED-Fluoreszenzmikroskopie. Die Box
entspricht dem Bereich, in dem die mittleren 50% der Daten liegen. Sie
wird also durch das obere und das untere Quartil begrenzt. Durch die
Whiskers werden die aulderhalb der Box liegenden Werte dargestellt, die
80% der Daten reprasentieren. Sie werden durch das obere und untere

Zehntel begrenzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Studienpopulation

Es wurden insgesamt 210 Patienten aus den Aufnahmestationen des Albert-

Schweitzer-Spital in die Studie aufgenommen. Alle gaben an, in den letzten 24

Stunden unter Fieber gelitten zu haben. Von diesen waren 72 mannlich, 122

weiblich, von 16 Teilnehmer fehlen die Angaben. Das arithmetische Mittel des

Alters betrug 19,5 Jahre bei einer Altersspanne von 1 bis 87 Jahren. Insgesamt

wurden 85 Patienten in der Padiatrie eingeschlossen, 33 in der Gynakologie

und 87 in der gemeinsamen Poliklinik aus Chirurgie und Innerer Medizin; von

funf Studienteilnehmern gibt es keine Angabe. Der grofte Anteil der positiv

getesteten Teilnehmer (62,1 %) kam aus der Padiatrie (Tab. 3.1).

Geschlecht

Alter
in Jahren

Station

mannlich n (%)
weiblich n (%)

fehlende Werte n (%)

Mittelwert (StAbw)

Median
Min / Max

fehlende Werte n (%)

Padiatrie n (%)

Gynakologie n (%)

Polyklinik (%)

fehlende Werte n (%)

positive
Population
41 (39,8)
52 (50,5)
10 (9,7)

11,5 (13,0)
7
1170
12 (11,7)

64 (62,1)
8(7,8)
28 (27,2)
3(2,9)

negative
Population
31 (29,0)
70 (65,4)
6 (5,6)

26,8 (19,2)
24
1187
8 (7,5)

21 (19,6)

25 (23,4)

59 (55,1)
2 (1,9)

Gesamt-
population
72 (34,3)
122 (58,1)
16 (7,6)

19,5 (18,2)
17
1187
20 (9,5)

85 (40,5)

33 (15,7)

87 (41,4)
5 (2,4)
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3.2 Laborwerte, Symptome und Diagnose

Die Blutwerte, die unter anderem zur Berechnung der Parasitamien dienten,
ergaben die in Tabelle 3.2 dargestellte Werte. Die Werte fur Erythrozyten,
Hamoglobin, Hamatokrit und Thrombozyten lagen in der positiv getesteten
Gruppe niedriger. Der Hamatokrit-Wert der positiven Teilnehmer lag im Mittel

unter dem Referenzbereich fur Gesunde [132].

Tabelle 3.2 Blutwerte der Studienteilnehmer

WBC (Leukozyten/ul); RBC (Erythrozyten/ul); Hb (Hamoglobin in g/dl);
Hct (Hamatokrit in %); PIt (Thrombozyten/ul)

positive negative Gesamt-
Population Population Population
WBC Min / Max 2200/29300 4100/ 20 700 2 200/ 29 300
"’;g:;";"ﬁ;t 8165 (4577) 9463 (3 252) 8 826 (4 001)
RBC Min / Max 1,37 17,65 2,32/7,34 1,37 17,65
“’("St:fgvv‘:)rt 4,00 (1,08) 4,62 (0,93) 4,32 (1,05)
HB Min / Max 2,3/16,8 4,5/17,2 2,3/17,2
“’("St:f;”v‘:)’t 9,49 (2,77) 11,14 (2,23) 10,33 (2,64)
Hct Min / Max 8147 12/ 51 8/51
“’('g:f;”v‘j)’t 26,40 (7,08) 31,01 (6,45) 28,75 (7,13)
PIt Min / Max 60 / 554 93 /758 60 / 758
“’('g:fl‘;”vj;’t 178,81 (93,36) 255,32 (119,18) 217,79 (113,7)

In Tabelle 3.3 sind die Symptome der Teilnehmer der Studie angegeben, die
gegenuber dem betreuenden Arzt wahrend der Sprechstunde im Albert-
Schweitzer-Spital geaul3ert wurden. Zudem sind die Mittelwerte der per rektaler
Messung erhobenen Temperaturen angegeben. Diese waren im Mittel bei den

im dicken Tropfen positiv getesteten Teilnehmern um 0,8 Kelvin hoéher.
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Tabelle 3.3 Studien-Teilnehmer nach Symptomen [absolute Anzahl (in %) ]

bei Fieber in den vergangenen 24 Stunden

Studien-Teilnehmer positive negative Gesamt-
nach Symptomen geordnet Population Population population
iijf?gh'm Personen (%) 92 (89,32) 73 (68,2) 165 (78,6)
Temperatur Min / Max in °C 36/41 36 /41 36/41
Mittelwert in °C 38.7 37,9 38,4
Magen-Darm-Beschwerden 45 (43,7) 33 (30,8) 78 (37,1)
Erbrechen (%) 28 (27,2) 15 (14,0) 43 (20,5)
Durchfall 20 (19,4) 12 (11,2) 32 (15,2)
Bauchschmerzen 9 (8,7) 17 (15,9) 26 (12,4)
Ubelkeit 5(4,9) 4(3,7) 9 (4,3)
Kopfschmerzen 24 (23,3) 23 (21,5) 47 (22,4)
Mudigkeit 3(2,9) 9(8,4) 12 (5,7)
Atemwegsbeschwerden 14 (13,6) 9 (8,4) 23 (11,0)
Husten 13 (12,6) 9 (8,4) 22 (10,5)
Andere 1(1,0) 0(0) 1(0,5)
Malaria Kontrolle 5(4,9) 0 (0) 5(2,4)
andere 14 (13,6) 31 (29,0) 45 (21,4)

Durch den betreuenden Arzt wurden folgende Diagnosen (Tab. 3.4) im Rahmen

der Sprechstunde am Albert-Schweitzer-Spital gestellt:

Tabelle 3.4 Klinische Diagnosen [absolut (in %) ]

positive negative Gesamt-
Population Population Population
Malaria 87 (84,5) 18 (16,8) 105 (50,0)
Gastro-Enteritis 8 (7,8) 13 (12,2) 21 (10,0)
Atemwegserkrankung 9 (8,7) 17 (15,9) 26 (12,4)
andere Diagnose 14 (13,6) 48 (44,9) 62 (29,5)
fehlende Diagnose 2(1,9) 7 (6,5) 9 (4,3)
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3.3 Sensitivitat, Spezifitat und Vorhersagewerte

Von den 210 untersuchten Praparaten wurden in 102 Praparaten in der
Lichtmikroskopie (LM), in 107 in der konventionellen UV-Lampen-Fluoreszenz-
Mikroskopie (uvFM), in 111 in der LED-Fluoreszenz-Mikroskopie (ledFM) in
400-facher VergroRerung und in 109 in der LED-Fluoreszenz-Mikroskopie
(ledFM) in 1000-facher VergroRerung Parasiten nachgewiesen und diese somit
als positiv gewertet. Bei Betrachtung der LM als Goldstandard-Technik lagen
die Sensitivitaten somit bei 97,1% fur die uvFM und bei 99,0% fur die ledFM in
beiden VergroRerungen. Die Spezifitat bei 92,6% fur die uvFM, bei 90,7% fur
die ledFM in 400-facher VergroRerung und bei 92,6% fir die ledFM in 1000-
facher VergroBerung. Tabelle 3.5 zeigt des Weiteren den positiven und
negativen Vorhersagewert bezogen auf die Studie, sowie die korrigierten Werte
unter BerUcksichtigung der Pravalenz unter Patienten, die sich mit Angabe von

Fieber in der Ambulanz des Albert-Schweitzer-Spitals vorstellen. [128]

LM uvFM ledFM x400 ledFM x1000

Falsch Positive 0 8 10 8
Richtig Positive 102 99 101 101
Falsch Negative 0 3 1 1
Richtig Negative 108 100 98 100
210 210 210 210

| Sensitivitat GS 97,1% 99,0% 99,0%
Spezifizitat GS 92,6% 90,7% 92,6%
PPV 92,7% 91,2% 92,8%
NPV 97,0% 99,0% 99,0%
PPV korrigiert 49,7% 44.6% 50,2%

NPV korrigiert 99,8% 99,9% 99,9%
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3.4 Polymerase-Kettenreaktion

Von den 210 untersuchten Praparaten ergab sich in 18 Fallen keine
Ubereinstimmung der Resultate in den mikroskopischen Methoden hinsichtlich
der Positivitat. Diese Ergebnisse wurden mit den Resultaten der durchgefuhrten
quantitativen Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR) verglichen. Bei 13
der 18 Praparate stellten sich die qRT-PCR als positiv heraus. Legt man flr
diese 18 Proben die gqRT-PCR als Gold-Standard-Referenz (GS) fest, ergibt
sich folgende Tabelle (Tab. 3.6):

Tabelle 3.6 Nicht libereinstimmende Resultate

Die Resultate der 18 Blutproben, die in den mikroskopischen Methoden hinsichtlich

Positivitit keine Ubereinstimmung ergaben, wurden mit der durchgefiihrten PCR
verglichen.

PCR (GS) LM uvkFM ledFM x400 ledFM x1000

Falsch Positive 0 3 2 2
Richtig Positive 13 4 5 10 8
Falsch Negative 9 8 3 5
Richtig Negative 5 5 2 3 3

~ Summe | 18 18 18 18 18

Bei Festlegung der qRT-PCR als Referenzmethode flir diese 18 Praparate,
lagen die Sensitivitaten bei 91,9% fir die Lichtmikroskopie, bei 93,7% fur die
UV-Lampen-Fluoreszenz-Mikroskopie, bei 97,3% fur die LED-Fluoreszenz-
Mikroskopie in 400facher VergroRerung und bei 96,4% fur die LED-
Fluoreszenz-Mikroskopie in 1000facher VergrélRerung. Die Spezifitat lag bei
100% fur die Lichtmikroskopie, bei 97,0% fir die konventionelle UV-Lampen-
Fluoreszenz-Mikroskopie und die LED-Fluoreszenz-Mikroskopie in 400-facher
VergréRerung sowie bei 98,0% fur die LED-Fluoreszenz-Mikroskopie in 1000-
facher VergrolRerung (Tab. 3.7). Tabelle 3.7 zeigt des Weiteren den positiven
und negativen Vorhersagewert bezogen auf die Studie, sowie die korrigierten
Werte in Bezug auf die Malaria-Pravalenz unter Patienten, die sich mit Angabe

von Fieber in der Ambulanz des Albert-Schweitzer-Spitals vorstellen. [128]
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Tabelle 3.7 Sensitivitat, Spezifizitat und Vorhersagewerte Il

fiir die LM (Lichtmikroskopie), die ledFM (LED-Fluoreszenz-Mikroskopie) und uvFM
(konventionelle UV-Lampen-Fluoreszenz-Mikroskopie) unter Beriicksichtigung der

PCR als Standard fiir die nicht iibereinstimmenden Ergebnisse. Der PPV (positive
Vorhersagewert) und der NPV (negativer Vorhersagewert) betrifft die
Studienpopulation, die korrigierten Werte basieren auf der Pravalenz von Malaria bei
Patienten am Albert-Schweitzer-Spital mit der Angabe von Fieber [128].

LM/PCR LM uvFM ledFM x400 ledFM x1000

Falsch Positive 0 0 3 3 2
Richtig Positive 111 102 104 108 107
Falsch Negative 0 9 7 3 4
Richtig Negative 99 929 96 96 97
210 210 210 210 210

Sensitivitat 91,9%  93,7% 97,3% 96,4%
Spezifizitat 100,0% 97,0% 97,0% 98,0%
PPV 100,0%  97,2% 97,3% | 98,2%
NPV 91,7% 93,2% 97,0% 96,0%
PPV korrigiert 100,0% 91,2% 91,5% 94,1%
NPV korrigiert 97,4% 97,9% 99,1% 98,8%

3.5 Ubereinstimmung der Methoden

Die Ubereinstimmung der drei Fluoreszenz-Methoden mit der Lichtmikroskopie
wurde mit dem Cohens Kappa-Koeffizienten [129] erhoben. Beim Vergleich der
fluoreszenzmikroskopischen Methoden mit der Lichtmikroskopie zeigten sich
bei allen drei Methoden hohe Ubereinstimmungswerte um 0,9. Zum Vergleich
wurde der Cohens-Kappa-Koeffizient fir die Ubereinstimmung der zwei Leser in
der Lichtmikroskopie berechnet, der einen ahnlichen Wert aufzeigt. (Tab. 3.7)

Tabelle 3.8 Cohens Kappa Koeffizient der Ubereinstimmung

Cohens Kappa Coefficient

uvFM & LM 0,895
ledFM x400 & LM 0,895
ledFM x1000 & LM 0,914

Zwei Untersucher in der LM 0,905
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3.5.1 Ubereinstimmung hinsichtlich der Parasitimie

Die Ubereinstimmung der Methoden hinsichtlich der Parasitamie wurde mit dem
Bland-Altman-Diagramm [130] visualisiert. Die Diagramme (Abb. 3-1, Abb. 3-2)
zeigen hohe Ubereinstimmungen der Fluoreszenz-Mikroskopie-Methoden mit
der Lichtmikroskopie. Um diesen Vergleich zu visualisieren wurden die
Parasitamien vorher mit dem 10er-Logarithmus transformiert. Nach der
Logarithmierung betrug der mittlere Unterschied (inklusive 95% Intervall-
Grenzwerten) fur konventionelle Fluoreszenz-Mikroskopie und Lichtmikroskopie
0,048 (-1,766, 1,861, n=103) (Abb. 3-1a), fur LED-Fluoreszenz-Mikroskopie in
400facher VergrofRerung und Lichtmikroskopie -0,134 (-1,73,,4, 1,466, n=103)
(Abb. 3-1b) und fur LED Fluoreszenz-Mikroskopie in 1000facher Vergrolierung
und Lichtmikroskopie -0,092 (-1,704, 1,519, n=103) (Abb. 3-2c). Der mittlere
Unterschied der Ergebnisse beider Untersucher in der Lichtmikroskopie wurde
zudem erhoben: -0,045 (-1,453, 1,363, n=103) und in Abb. 3-2d dargestellt. Die
fluoreszenzmikroskopischen Methoden zeigen im Vergleich mit der
Lichtmikroskopie ahnliche Mittelwerte und 95% Intervallgrenzwerte wie der
Vergleich zweier Untersucher in der Lichtmikroskopie, welche als Goldstandard

in der taglichen Routine-Diagnostik eingesetzt wird.
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Abbildung 3-1 Bland-Altman-Plot der log4o-transformierten Parasitamien.
Die Daten zeigen die Unterschiede zum Mittelwert aus beiden Ergebnissen, den Mittelwert der
Parasitamie wie das 95% Intervall fir:

a. Die zwei Endergebnisse aus LM und uvFM
b. Die zwei Endergebnisse aus LM und ledFM (400x)

Zu beachten: Die Resultate, die aulerhalb des 95%-Intervalls liegen, sind auf divergente
Ergebnisse hinsichtlich der Positivitat zurtickzufiihren.
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Abbildung 3-2 Bland-Altman-Plot der log,o-transformierten Parasitamien.
Die Daten zeigen die Unterschiede zum Mittelwert aus beiden Ergebnissen, den Mittelwert der
Parasitamie wie das 95% Intervall fir:

c. Die zwei Endergebnisse aus LM und ledFM (1000x)
d. Die zwei Endergebnisse der beiden Leser in der Lichtmikroskopie

Zu beachten: Die Resultate, die auerhalb des 95%-Intervalls liegen, sind auf divergente
Ergebnisse hinsichtlich der Positivitat mit der Ausnahme eines Ergebnisses in c.
zurtickzufihren.
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3.6 Prazision und Wiederholbarkeit

Tabelle 3.9. zeigt die Lesungen der 10 Untersucher in der LED-Fluoreszenz-
Mikroskopie bei 1000-facher Vergro3erung zu den Praparaten mit niedriger
(X1), mittlerer (X2) und hoher (X3) Parasitamie. Tabelle 3.10 zeigt analog dazu
die Ergebnisse fur die Lichtmikroskopie bei 1000-facher Vergro3erung von
Praparaten mit niedriger (Y1), mittlerer (Y2) und hoher (Y3) Parasitamie. Ein
Untersucher lag hinsichtlich der Diagnose falsch beim Untersuchen der Probe

mit niedriger Parasitamie in der LED-Fluoreszenz-Mikroskopie.

Um die Ungenauigkeit, die durch die Kalkulation der Parasitamie bei
unterschiedlicher Parasitenlasten auftritt, wieder auszugleichen und somit die
Ergebnisse der unterschiedlichen Proben und Methoden hinsichtlich der
Prazision vergleichen zu kénnen, wurden diese zur Basis 10 logarithmiert.

Des Weiteren wurde das arithmetische Mittel der Ergebnisse jeder Probe nach
Logarithmieren auf den Wert ;1 normalisiert, um eine vergleichbare Darstellung
der Differenzen zum Mittelwert im Box-Whiskers-Plot um den Wert ,1% zu
erreichen. Dieser ist in Abb. 3-3 dargestellt und zeigt die jeweiligen Ergebnisse
und deren Abweichungen der jeweiligen Parasitdamien zum direkten Vergleich

nebeneinander.

FiUr die Lichtmikroskopie betrugen die 95%-Konfidenz-Intervalle normalisierten
Parasitamie 0,83 — 1,16 fur die hohe Parasitamie (20800 Parasiten / ul), 0,74 —
1,3 fur die mittleren Parasitamie (1580 Parasiten / ul) und 0,71 — 1,29 fir die
niedrige Parasitamie (635 Parasiten / pl). FUr die LED-Fluoreszenz-Mikroskopie
betrugen die Werte des 95%-Konfidenzintervalls 0,77 — 1,2 fur die hohe (31790
Parasiten / ul), 0,68 — 1,3 fur die mittlere (8314 Parasiten / pl) und 0,37 — 1,6 fur
die niedrige Parasitamie (712 Parasiten / ul). Es zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede.
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Tabelle 3.9 Reproduzierbarkeit der Ergebnisse in ledFM

ledFM (1000x): 3 Praparate, 10 Leser

| Praparate AO ledFM (1000x)
Leser X1 X2 X3
1 605 5 491 38 359
2 578 7 457 28 881
3 536 11924 28 023
4 771 12595 23 648
5 476 10 191 35949
6 643 9 517 51 845
7 0 5375 20 065
8 2403 12773 35 166
9 506 1620 18 331
10 601 6 196 37 625
Mittelwert: 712 8314 31789

Tabelle 3.10

Reproduzierbarkeit der Ergebnisse in LM

LM (1000x): 3 Praparate, 10 Leser

| Préparate Giemsa LM (1000x)
Leser Y1 Y2 Y3
1 576 1847 22339
2 490 1860 16 900
3 911 1917 28 686
4 359 564 13 530
5 400 1031 20 516
6 291 987 19 020
7 735 1900 17 945
8 1062 2532 25013
9 850 1480 26 852
10 672 1731 17 209
Mittelwert: 635 1585 | 20 801
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Abbildung 3-3 Interrater-Reliabilitat.

Log10 transformierter Unterschied zu den jeweiligen Mittelwerten, die auf den Wert “1”
normalisiert wurden mit niedriger (low), mittlerer (middle) und hoher Parasitdmie (high) in den
Methoden der ledFM x1000 und der LM.

Tab. 3.11 zeigt die Ergebnisse der oben genannten Serie (X1, X2, X3) in der
ledFM der Leser eins bis funf sowie die Ergebnisse derselben Untersucher am
Folgetag, die ohne es zu wissen, erneut ein Praparat derselben Blutprobe
untersuchten. Die Abweichungen sind vergleichbar mit den Abweichungen
zwischen den einzelnen Untersuchern eines Praparates (Tab. 3.9 und Tab.
3.10).
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Tabelle 3.11 Wiederholbarkeit der Ergebnisse in ledFM

ledFM (1000x): 3 Praparate, 5 Leser

Praparate AO ledFM (1000x)
Leser X1 X2 X3
1 Tag 1 | 605 5491 38.359
1 Tag 2 511 4.345 26.122
2 Tag 1 | 578 7.457 28.881
2Tag 2 515 9.044 37.547
3 Tag 1 536 11.924 28.023
3 Tag 2 1553 7.034 20.270
4 Tag 1 | 771 12.595 23.648
4 Tag 2 925 7.507 32.257
5Tag 1 | 476 10.191 35.949
5Tag 2 1750 3.330 22.074

3.7 Zeitmessungen

3.7.1 Praparations-, Lese- und Gesamtzeit

Die Praparationszeit der Fluoreszenz-Praparate mit Acridinorange war mit 4:37
min deutlich kirzer als diejenige der Giemsa-Praparate mit 37:02 min Die
Lesezeiten (Gesamtzeiten) lagen fur die die Lichtmikroskopie bei 5:20 min
(42:22 min), fur die konventionelle Fluoreszenz-Mikroskopie bei 11:25 min
(16:02 min), fur die LED-Fluoreszenz-Mikroskopie in 400-facher Vergrolierung
bei 5:20 min (9:57 min) und fir die LED-Fluoreszenz-Mikroskopie in 1000-
facher Vergroferung bei 8:54 min (13:31 min) (Abb. 3-4).
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Abbildung 3-4 Lese- und Gesamtzeiten nach Methoden

3.7.2 Parasiten-Detektionszeit

Der Vergleich der Parasitendetektionszeit im Kaplan-Meier-Diagramm zeigte
sehr ahnliche Verlaufe und im Log-Rank-Test [133] wurden, wie erwartet, keine
signifikanten Unterschiede (p = 0,67) zwischen den Methoden deutlich (Abb. 3-
5).
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(bis max. 5 min)

3.8 Drittlesungen

Drittlesungen aufgrund von nicht Ubereinstimmenden Ergebnissen der ersten
beiden Untersucher waren in 12,4% (LM), 22,9% (uvFM), 14,8% (ledFM x400),
und 12,9% (ledFM x1000) notwendig.

3.9 Kostenaufstellung

Die Errechnung der laufenden Kosten der beiden Methoden in unserer Studie

ohne Bertlcksichtigung der Anschaffungskosten ergaben folgende Werte:
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Tabelle 3.12 Aufstellung der Materialkosten fiir Acridinorange- & Giemsa

ohne Beriicksichtigung der Anschaffungskosten des Mikroskops, bei Annahme einer

Kapazitat von 20 Praparate pro angesetzte Giemsa-Farbung.

iLED Packungspreis / € Uﬁ?:::ﬂé:fnlg
Primo Star iLED (FIND) (1250) Nicht eingerechnet
Euki!:t Quick hardening mounting 23.9 Nur zur
medium 100ml (SIGMA) ’ Aufbewahrung
Pipette 2-20ul (Abimed) 151 0,00604
Objekttrager 50 Stiick (Mediware) 1,49 0,0298
Deckgldser 100 Stiick (LMS) 1 0,0100
PBS Puffer 10 | (Genaxxon) 43,89 0,0000
Acridinorange 100g (Genaxxon) 93,92 0,0000
agtia:'t‘ir;pltzen 1000 Stiick 1 0,0220
Immersionso6l 500ml (VWR) 53,1 0,0106
Summe 0,0785
GIEMSA Packungspreis / € U'::t)::sez;:fn;
Olympus CX 21 (1160) Nicht eingerechnet
Pipette 2-20ul (Abimed) 151 0,00604
Objekttrager 50 Stiick (Mediware) 1,49 0,0298
agtia:'t‘ir;pltzen 1000 Stiick 1 0,0110
Giemsa Lsg. 500ml (Lehrmittelshop) 16,73 0,0697
;:;z:ltc;zu(r\ll%v r;:)ch Weise 100 77.4 0,0387
Immersionsol 500ml (VWR) 53,1 0,0106
Aqua destillata fiir Weise-Losung selbst hergestelit 0,0000
Summe 0,1659

3.10 Fragebogen

Der Fragebogen (Tab. 3-11) zeigt die personliche Einschatzung durch die zwei
standigen Untersucher auf dem Hintergrund ihrer Erfahrung und
Selbsteinschatzung ihrer mikroskopischen Fahigkeiten. Wahrend sich
Lichtmikroskopie und LED-Fluoreszenz-Mikroskopie abgesehen von der Art-
Identifikation in der Bewertung die Waage halten (im Schnitt LM: 7,65 Punkte,

ledFM: 6,8 Punkte), liegt die konventionelle Fluoreszenz-Mikroskopie mit 2,95
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von 10 Bewertungspunkten abgeschlagen zurlck. Sieht man von der Art-
Identifikation ab, ergeben sich fiur die Lichtmikroskopie 7,61 von 10 Punkten
und fur die LED-Fluoreszenz-Mikroskopie 7,28 von 10 Punkten.

Tabelle 3.13 Fragebogen zur subjektiven Beurteilung der Methoden

Leser 1 Leser 2 Gesamt
M_!kl_'oskppische 7 6
Fahigkeiten (0-10)

o e e s e
:ﬁ;ﬁ:fee.'; (0-10) 4 3 ’ ! 5 ! ! ° !
St T ¢ T 8 s 7 7s s
tonsetoan) 7 4 7 6 3 7 65 35 7
SecheEST s s 71 s a7 1 4 7
Routine 0-10) | 10 3 6 8 1 8 95 2 7
:‘:)Iflf(l)ii) ermiidend 8 3 7 5 2 7 6,5 2,5 7
g‘z’:f e 7 2 7 10 1 8 85 15 75
Seet 78 8 s 4 v s ss s
Somoion 0 T T v 3 8 s 2
et 0 0 s 7 s s s s s
Q"gemei“es 79 31 63 74 28 73 165 295 68
esumee
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4 Diskussion

Malaria bleibt eine der Hauptursachen fir Morbiditdt und Mortalitat weltweit.
Uber 90% der weltweiten Todesfalle durch Malaria treten im tropischen Afrika
sudlich der Sahara auf, wo die Mehrheit der Infektionen durch Plasmodium
falciparum hervorgerufen wird.

Die epidemiologischen Daten zeigen, dass Malaria etwa 20% der Todesfalle bei
afrikanischen Kindern unter funf Jahren verursacht. In endemischen Gebieten
haben kleine Kinder und schwangere Frauen das grofdte Risiko an schweren
Formen der Malaria zu erkranken.

Doch Malaria ist eine heilbare Krankheit und es gibt wirksame Medikamente.
Eine frlhzeitige Diagnose, um eine schnelle und wirksame Behandlung zu
beginnen, verkurzt die Dauer der Erkrankung und verhindert die Entwicklung
von Komplikationen und somit die Uberwiegende Mehrheit der Todesfalle durch
Malaria. Wichtige Merkmale einer effizienten Diagnostik sind hohe Sensitivitat,
Spezifitat und Vorhersagewerte, Prazision, Wiederholbarkeit und eine kurze

Zeit zur Diagnostik. Diese Parameter werden im Folgenden diskutiert.

4.1 Sensitivitat, Spezifitat und Vorhersagewerte

Bezlglich des Goldstandards der Giemsa-Lichtmikroskopie zeigten sich flr die
Fluoreszenz-Techniken hohe Sensitivitaten und akzeptable Spezifitaten. In der
Sensitivitat war die LED-Fluoreszenz-Mikroskopie der konventionellen
Fluoreszenz-Mikroskopie uUberlegen (97,1% zu 99,0%). Unter Nutzung der
Kawamoto-Methode waren in vorangegangenen Studien schlechtere
Ergebnisse (82,8% bis 97,9%) erreicht worden [82, 134, 135]. Die niedrigeren
Spezifitaten konnten auf die im Goldstandard nicht erfassten positiven Proben
zuruckzufuhren sein, liegen aber gegenuber bereits verdffentlichten Studien
uber die Kawamoto-Methode deutlich hoher [135, 136]. Dies ist nicht
uberraschend, da die Acridinorange-Farbung unter Nutzung der Fluoreszenz-

Mikroskopie in bereits veroffentlichten Studien als sensitiver im Vergleich zur
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konventionellen Lichtmikroskopie bewerten worden ist [79]. In der hier
vorliegenden Studie ist die Tatsache, dass die Giemsa gefarbten Praparate als
Goldstandard dienen zugleich eine Limitierung der Aussagekraft, denn ohne
eine weitere Methode kann nicht bestimmt werden, ob die zu Uberprifende
Methode eventuell die Moglichkeiten des Goldstandard Ubersteigt. Dieser
Sachverhalt bestatigt sich beim Blick auf die nicht Ubereinstimmenden
Ergebnisse unter Zuhilfenahme der Polymerase-Kettenreaktion. Unter
Berucksichtigung dieser als qualitative Referenz fur die nicht
ubereinstimmenden Resultate verandert sich das Bild zu Gunsten der
Fluoreszenz-Mikroskopie folgendermalien: alle drei Fluoreszenz-Techniken
erreichen gegenuber der Lichtmikroskopie eine hohere Sensitivitat (uvFM:
93,7%, ledFM x400: 97,3%, ledFM x1000: 96,4%, LM: 91,9%). Hinsichtlich der
Spezifitdt rlicken die Methoden stark zusammen, obschon hier die
Lichtmikroskopie mit 100% die hochste Spezifitdt aufweist (uvFM: 97,0%,
ledFM x400: 97,0%, ledFM x1000: 98,0%).

Diese Unterschiede vor allem bzgl. der Sensitivitat spiegeln sich in den
Vorhersagewerten wider. Diese gelten als aulerordentlich wichtige Parameter
hinsichtlich der  Aussagekraft eines Testes unter maoglichen
Einsatzbedingungen. In der vorliegenden Studie sind dies potentiell an Malaria
erkrankte Patienten, die sich aufgrund ihrer Symptome arztlich vorstellen. Dies
entspricht einem sinnvollen Anwendungskollektiv fur ein Malaria-Diagnostik-
Verfahren. In diesem Sinne st insbesondere die hohe negative
Vortestwahrscheinlichkeit der ledFM von Bedeutung, da hierdurch nur wenigen
Patienten aufgrund eines falschen Testergebnisses eine notwendige
Behandlung vorenthalten werden wirde. Die Anzahl derer ist bei der
Lichtmikroskopie erhoht. Andererseits waren nach der Methode der ledFM die
Anzahl der Gesunden mit positivem Testergebnis, die demnach auch einer
unnotigen Behandlung unterzogen wuirden, hoher. Hier spielt vor allem das
Risiko der Medikamententoxizitat und die Resistenzentwicklung eine Rolle. In
der Priorisierung ist allerdings der negative Vorhersagewert als wichtiger

einzuschatzen.
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Diskussionswirdig bleibt die Frage, ob die durch die hoch sensitive PCR
detektierten Infektionen aus klinischem Blickwinkel zu bertcksichtigen sind oder
ob damit vor allem subklinische Infektionen erfasst werden, deren Bedeutung
hinsichtlich der Behandlung nicht klar abschatzbar sind. Es konnte in einer
vorausgegangene Studie bereits die Bedeutung der Diagnose auch
subklinischer Infektionen mit Plasmodien in Gabun wahrend der
Schwangerschaft gezeigt werden, so dass einer sensitiveren Diagnostik
insbesondere bei gesundheitlich Kompromittierten, Kindern und schwangeren
Frauen eine Bedeutung zukommt [75]. Andererseits ist die PCR aulerst anfallig
fur Storfaktoren wie z.B. Verunreinigungen wahrend der Aufreinigungsphase,
was ein akkurates Ergebnis unter einfachen nicht sterilen Bedingungen schwer
ermdoglicht [137]. Als einen limitierenden Faktor des Einsatzes der PCR wie
auch der Schnelltests muss angeflhrt werden, dass diese bisweilen parasitare
Nukleinsaure oder deren Proteine als Abbauprodukt nach statt gehabten,
ausklingender oder behandelter Infektion nachweisen, ohne dass eine
tatsachliche Erkrankung vorhanden ist. Dies wurde insbesondere bei auf
Immunchromatographie basierenden Schnelltests in der Vergangenheit
beschrieben und haufig diskutiert [13, 70]. Daher muss der klinische Nutzen
einer PCR in endemischen Gebieten, wie es Gabun und weite Gebiete
Subsahara-Afrikas sind, gut Uberdacht sein. Andererseits gibt Hanscheid [76]
einen guten Uberblick Uber den Einsatz der PCR in endemischen Regionen, in

denen Sensitivitat und Spezifitat sehr hoch einzustufen sind [123, 138].

Ein limitierender Faktor der Fluoreszenz-Methode hingegen ist eine erhdhte
Zahl der Retikulozyten, die insbesondere bei Patienten mit hoher
Erythrozytopoese nachgewiesen werden kann. Im zentralafrikanischen Raum
ist als hauptsachliche Ursache dafur die Sichelzellanamie zu erwahnen, die mit
einem erhohten Zellumsatz der roten Blutkdrperchen einhergeht. In diesen
Retikulozyten befinden sich noch Residualbestandteile von menschlicher
Nukleinsaure, die durch den Nukleinsdure interkalierenden Farbstoff
Acridinorange angefarbt werden und auf den ersten Blick nicht immer eindeutig

von Parasiten unterschieden werden konnen. Nur der geubte Beobachter
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erkennt die morphologischen Unterschiede unter genauer Betrachtung. Dies ist
allerdings nur mit einer ausreichenden Beleuchtung zu erlangen, die sich bei
der konventionellen Methode der Fluoreszenzmikroskopie nicht zeigte. Hier
uberwog eine schwache Beleuchtung, die selbst dem gelbten Betrachter die
Morphologie der Plasmodien schwer erkenntlich machte. Dieser Sachverhalt
konnte die falsch positiven Ergebnisse erklaren. Dabei ist gerade bei von der
Sichelzellanamie Betroffenen eine akkurate Diagnostik besonders notwendig,
da die Folgen der Sequestration durch Plasmodien durch die Grunderkrankung
erheblich verstarkt werden koénnen. Eine Entwicklung hin zu einem
spezifischeren Fluoreszenz-Farbstoff sowie z.B. einem Antikérper-Fluoreszenz-

Komplex kdnnte hier wegweisend sein.

4.2 Ubereinstimmung der Methoden

Der Cohens-Kappa Koeffizient gibt fiir die Ubereinstimmung der Fluoreszenz-
Mikroskopie-Methoden mit dem Goldstandard der Lichtmikroskopie fur alle
Methoden einen Koeffizienten um 0,9 an. Nach Landis und Koch fallen hierbei
alle erreichten Werte in den Bereich ,fast vollkommener Ubereinstimmung*
[139]. Vergleichend hierzu ergab die Ubereinstimmung nach Cohens Kappa der
Resultate zweier Untersuchers derselben Probe in der Lichtmikroskopie mit
0,905 einen ahnlichen Wert. Somit ist die Abweichung zweier unterschiedlicher
Methoden im Bereich der Abweichung zwischen zwei erfahrenen Lesern zu
sehen, welche bei untersucherabhangigen Diagnostikmethoden einen Teil der

auftretenden Ungenauigkeit darstellt.

Differenziertere  Ergebnisse zeigen diesbezlglich die Bland-Altmann-
Diagramme: eine hohere Ubereinstimmung hinsichtlich der GréRe der 95%-
Intervalle ergibt der Vergleich zwischen LED-Fluoreszenz-Mikroskopie mit der
Lichtmikroskopie  gegenuber dem Vergleich der WHO etablierten
konventionellen Fluoreszenz-Mikroskopie [140] mit der Lichtmikroskopie.
Wiederum zeigt das Diagramm der beiden routinierten Untersucher in der

Lichtmikroskopie einen ahnlichen Mittelwert und ein ahnliches 95%-Intervall wie
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die Vergleiche zwischen den Methoden. Selbst die Streuung erscheint optisch
fast identisch. Auffallig ist die Divergenz der Resultate im Bereich niedriger
Parasitamien in allen Diagrammen, welche aus der Logarithmierung resultiert.
Des Weiteren kommt es bei niedrigen Parasitdmien zu nicht
ubereinstimmenden Resultaten hinsichtlich der Positivitdt, was die weite
Streuung in diesem Bereich zusatzlich erklart. Da letztlich diese Streuung auch
im Vergleich zweier Untersucher derselben Probe in der Lichtmikroskopie in
diesem Male auftritt, kénnen wir von einer akkurat hohen Ubereinstimmung der
Methoden untereinander ausgehen. Planche hat mit dieser grafischen Methode
bereits eine von der Leukozytenzahl unabhangige Giemsa-Farbemethode, die
Lambaréné-Methode, im Vergleich zur WHO-Methode evaluiert [53]

4.3 Prazision und Wiederholbarkeit

Fur die Prazision und Wiederholbarkeit zeigen sich in der LED-Fluoreszenz-
Mikroskopie ahnlich hohe Ergebnisse wie in der Lichtmikroskopie. Das grofe
95%-Intervall fur die LED-Fluoreszenz-Mikroskopie bzgl. des Objekttragers mit
niedriger Parasitamie erklart sich insbesondere durch die verfehlte Diagnose
eines der Untersucher (siehe auch Abb. 3.3). Eine Exklusion dieses
Ergebnisses fuhrt zu einem 95%-Intervall von 0,41 — 1,59 und somit zu einem
weitaus dichter liegenden Resultat. Nichtsdestotrotz ist fur alle drei Parasitamie-
Gruppen die Streuung in der LED-Fluoreszenz-Mikroskopie grofder als in der
Lichtmikroskopie. Diese Tatsache kénnte auf das kurze vorangegangene, nur
30 Minuten lange, Training und fehlende Erfahrung hinsichtlich der LED-
Fluoreszenz-Mikroskopie erklart werden. Dieser steht einer jahrelangen
taglichen Routine im Bereich der Lichtmikroskopie gegenuber. Die

beschriebene Studie kann aber diese Frage nicht hinreichend beantworten.

4.4 Zeitmessung

Die Gesamtzeiten bis zur Diagnosestellung fielen wie in bereits veroffentlichten
Artikeln beschrieben [76] fir die Fluoreszenz-Mikroskopie-Methoden deutlich

kiirzer aus. Dies ist vor allem auf die verkirzte Farbezeit zurlickzufihren. Die
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Zeiten lagen durchschnittlich bei 37:02 min fur die Giemsa-Farbung und bei
4:37 min fur die Acridinorange-Farbung. Dieser Zeitgewinn stellt sich als
bedeutender Vorteil der Fluoreszenz-Methoden dar. Die schnellsten Lesezeiten
wurden fur die LED-Fluoreszenz-Mikroskopie bei 400-facher Vergrofderung
sowie fur die Lichtmikroskopie gemessen (5:20 min). Fur die LED-Fluoreszenz-
Mikroskopie in 1000-facher VergroRerung wurden im Schnitt 8:54 min
gebraucht. Dies ist unter anderem bedingt durch die geringere Konzentration
des Blutes im Acridinorange gefarbten Praparates. Im dicken Tropfen
uberlagern sich mehrere Zellenschichten, was durch die durch die Giemsa-
Farbung erreichte Hamolyse unproblematisch ist, wahrend in der AO-Farbung
die Zellen in der Regel nebeneinander zu liegen kommen. Daher mussen
insgesamt mehr Gesichtsfelder untersucht werden, bis die erforderliche Anzahl
an weilten Blutkdrperchen erreicht ist. Des Weiteren konnte auch hier die
geringere Erfahrung mit der Fluoreszenz-Mikroskopie im Vergleich zur
herkdbmmlichen Lichtmikroskopie ins Feld gefuhrt werden. In der konventionelle
Fluoreszenz-Mikroskopie (11:25 min) erschwerten die geringe Helligkeit in der
Auflichtfluoreszenz und die Anpassung der Augen des Untersuchers an die
Bedingungen der Dunkelkammer die Diagnosestellung zusatzlich. Jedoch bleibt
in allen verglichenen Methoden der Fluoreszenz-Mikroskopie die Gesamtzeit
der Diagnosestellung deutlich unter der der Lichtmikroskopie, was fur den
Einsatz in der Notfalldiagnostik bedeutsam ist, da somit die notwendige
Behandlung schneller begonnen werden kann und somit Komplikationen oder
unnétige Uberbehandlungen verhindert werden.

Ist das Praparat einmal angefertigt zeigt ist die Parasitendetektionszeit im
zwischen den Methoden sehr ahnlich (Abbildung XY).

4.5 Drittlesungen

Sehr viele Drittlesungen waren unter Verwendung der herkdmmlichen
Fluoreszenz-Mikroskopie von Noéten: die Rate von 22,9%, in denen die Kriterien
der Ubereinstimmung zweier Lesungen nicht erflllt waren, ist fast doppelt so

hoch wie unter Verwendung der Lichtmikroskopie (12,4%) und der LED-
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Fluoreszenz-Mikroskopie (14,8% unter 400facher Vergroferung, 12,9% unter
1000facher Vergrélerung). Dies ist am ehesten durch die mangelnde Erfahrung
und die geringe Helligkeit der konventionellen Auflichtfluoreszenz bedingt.
Bestatigt wird das durch die AuRerungen der Untersucher (vgl. Tab. 3-11).
Zugleich macht diese Menge an ndétigen Drittldsungen den sinnvollen Einsatz
der konventionellen Fluoreszenz-Mikroskopie in der taglichen Routine

uninteressant.

4.6 Fragebogen

Der Fragebogen ist durch seine Individualitat und Vorhandensein von nur zwei
regelmaldigen Untersuchern nur deskriptiv auswertbar. In diesen wird die
konventionelle Fluoreszenz-Mikroskopie als ungunstiges diagnostisches
Instrument beschrieben, das in allen Kategorien schlecht abschneidet.

Beim Vergleich der LED-Fluoreszenz-Methode zur Lichtmikroskopie fallen vor
allem die fragliche Tauglichkeit der neuen Methode im Alltag sowie die schwere
Artenidentifikation ins Auge. Durch die Interkalation des AO-Farbstoffes
kommen die klassischen mikroskopischen Merkmale der verschiedenen Arten
nicht zu tragen. Hier ware zumindest eine neue Anleitung der Untersucher
diesbezuglich von Noéten, die nach wie vor offen lasst, in wie fern diese
Methode eine solche Arten-Klassifikation erlaubt. Zu berucksichtigen bleibt,
dass in unserer Studie nur eine geringe Anzahl von gemischten Infektionen mit
anderen Plasmodium-Arten vorkam, so dass die durchgefuhrte Studie

diesbezuglich keine sinnvolle Beurteilung zulasst.

4.7 Studienpopulation

Mit 85 Studienteilnehmer und damit knapp 62% der eingeschlossenen
Patienten kamen die meisten der Teilnehmer aus der Padiatrie, die am Albert-
Schweitzer-Spital auch einen grof3en Teil der Patientenpopulation ausmachen.
Im Jahr 2010 waren 21,9% aller Konsultationen in der Padiatrie zu verzeichnen;
davon entfielen etwa 14% auf Malariafalle, wahrend in der internistischen

Sprechstunde nur bei 8,4% eine Malaria diagnostiziert wurde [141].
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In der positiven Gruppe wurden im Mittel in der hamatologischen Untersuchung
niedrigere Werte fur Hamoglobin, Hamatokrit und Thrombozyten als in der
negativen Gruppe gemessen. Dies ist aufgrund der Pathogenese der Malaria
mit einhergehender Hamolyse und Sequestration zu erwarten gewesen.
Allerdings lag nur der Wert des Hamatokrit mit dem arithmetischen Mittel von
26,4% aulerhalb der gangigen Referenzbereiche [132].

In Bezug auf die Kklinisch erfassten Symptome waren die gemessenen
Temperaturen bei der positiven Gruppe im Mittel 0,8 K hoéher als in der
negativen Gruppe. Allerdings waren hier eine enorme Anzahl an fehlenden
Werten (61%) zu verzeichnen, was auf die luckenhafte, papierbasierte
Dokumentation im Spital zurtckzufuhren ist. Die haufigsten klinischen Angaben
neben der Fieber-Anamnese waren Magen-Darm-Beschwerden,
Kopfschmerzen, Atem-Beschwerden und Mudigkeit, aber insbesondere
Erbrechen und Durchfall trat in der positiven Gruppe haufiger auf.

Von Seiten der Arzte im Spital wurden 84,5% der nach Goldstandard im Labor
durchgefuhrten Lichtmikroskopie positiven Teilnehmer als Malaria-Patienten
behandelt. In der der vorliegenden Studie nach Goldstandard negativen Gruppe
wurden immerhin noch 16,8% der Studienteilnehmer als Malaria-Patienten
behandelt. Diese Tatsache zeigt die Schwierigkeit der klinischen Diagnose der
Malaria [47] und zugleich die Notwendigkeit einer schnellen und akkuraten
Diagnostik. Denn Fehldiagnosen koénnen durch Komplikationen und

Resistenzentwicklungen kostspielige und weitreichende Folgen haben

Eine Limitierung der Aussagekraft der Studie ist der Tatsache geschuldet, dass
die Studienpopulation keine reprasentative Stichprobe der Krankenhaus-
Besucher mit Fieberanamnese darstellt. Oyakhirome et al. hatte 2010 zeigen
konnen, dass nur etwa 7% der Patienten, die sich mit Fieberanamnese im
Albert-Schweitzer-Spital vorstellen [128], an einer Malaria leiden. Die zur
Testung der diagnostischen Methoden erwinschte gleichmalige Verteilung
positiver und negativer Ergebnissen ist der beschriebenen Vorauswahl
geschuldet. Daher wurde diese 2010 beschriebene Pravalenz in die

Berechnung der korrigierten Vorhersagewerte iGbernommen.
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4.8 Evaluierung und Schlussfolgerung

Die vorliegenden Resultate zeigen eine hohe Sensitivitat, Spezifitat und
aussagekraftige Vorhersagewerte fur die Fluoreszenz-Techniken. Des Weiteren
konnte durch die PCR gezeigt werden, dass insbesondere bei niedriger
Parasitamie die Acridinorange-Technik die sensitivere Methode ist, was bereits
in friheren Studien beschrieben wurde [79, 82]. Die Ubereinstimmung der LED-
Fluoreszenz-Methode mit der Lichtmikroskopie war akkurat mit etwas besseren
Ergebnissen fur die 1000-fache VergroRerung. In jedem Fall legten die LED-
Methoden eine bessere Leistung an den Tag als die von der WHO fur die
Diagnostik der Malaria seit langem anerkannte konventionelle Fluoreszenz-
Mikroskopie [140]. Die Ubereinstimmung war mit derjenigen zweier Untersucher
in der Lichtmikroskopie vergleichbar und kann somit im Rahmen der normalen
Abweichungen gesehen werden. Zu denselben Ergebnissen kommt man durch
die Visualisierung im Bland-Altman-Diagramm. Der prozentuale Anteil der
Drittlesungen und der Lesezeit wurde im Verlauf der Studie immer besser, blieb
aber unter den Ergebnissen der Lichtmikroskopie. Auch hier ist der geringe
Erfahrungsschatz in den neuen Methoden sicherlich ein zu bertcksichtigender
Faktor.

Jedoch sind wie in der Einleitung bereits erwahnt fur eine neue Technik und
gleichermalen fur den Goldstandard nicht allein die Kennwerte der Sensitivitat,
Spezifitat, Ubereinstimmung und Prazision von Bedeutung. Insbesondere
mussen die klinische Relevanz, der Zeitaufwand, die Kosten und somit der
sinnvolle Einsatz der neuen und alten Methode hinterfragt werden. Erst auf
diese Art ergibt sich ein komplettes Bild, welches den Hinweis liefert, ob eine
Methode, die als Goldstandard gilt, trotz langen Bestehens als Methode des
Goldstandards abgeldst werden sollte [52]. Bezlglich der klinischen Relevanz
und somit der Gefahr der Uberdiagnostik zeigt sich eine hohe Ubereinstimmung
mit der klinisch relevanten lichtmikroskopischen Methode bei erhohter
Sensitivitat im Bereich niedriger Parasitamien; dies allerdings bei Patienten, die
sich allesamt mit klinischer Symptomatik, im Sinne des Einschlusskriteriums der

positiven Fieberanamnese, in der Ambulanz des Albert-Schweitzer-Spitals
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vorstellten. Die Frage nach der Uberdiagnostik — als der positiven Diagnostik
asymptomatischer oder subklinischer Infektionen, die zu einer Uberbehandlung
klinisch Gesunder fuhren konnte, war nicht Gegenstand unserer Studie und
kann somit nicht beantwortet werden. Im Zuge dessen ware eine
Vergleichsstudie mit einer negativen asymptomatischen Kontrollgruppe von
grollem Nutzen. Nichtsdestotrotz kann aufgrund der hohen Deckungsgleichheit
mit der lichtmikroskopischen Methoden eine hohe klinische Relevanz
angenommen werden. In dieser Hinsicht wurde in Lambaréné bereits eine
Studie zur Auswirkung von submikroskopischen Infektionen in der
Schwangerschaft bei vergleichender PCR-Diagnostik durchgeflihrt [75]. In
wieweit die LED-Fluoreszenz-Technik dieses Manko gerade im Bereich

niedriger Parasitamie ausgleichen konnte, ist nur schwer einzuschatzen.

Als weiterer wichtiger Malistab muss die klinische tagliche routinemafige
Einsatzmoglichkeit gelten: Um eine schnelle Diagnostik und damit einen
schnellen Beginn einer gesicherten Therapie gerade bei schwer kranken
Patienten zu gewahrleisten, ist die Diagnosezeit ein  wichtiger
Vergleichsparameter. Wie oben beschrieben konnte vor allem bezuglich der
Farbung ein enormer Zeitgewinn verzeichnet werden, wahrend sich in den
reinen Lesezeiten keine Verbesserungen erzielen lassen konnten. Es kann
spekuliert werden, ob nach weiterem Routineeinsatz die Lesezeit in der 400-
fachen VergroRerung in der LED-Fluoreszenz-Technik weiter verklrzt werden
kann. Im Verlauf der Studie konnte bereits ein Trend in diese Richtung
festgestellt werden. In jedem Fall verkurzt sich aber die Gesamtzeit bis zur
Diagnosestellung drastisch: im Fall der 400-fachen Vergrof3erung in der LED-
Technik konnte fast eine Viertelung der Zeit im Vergleich zur Giemsa-
Lichtmikroskopie festgestellt werden und in anderen Studien konnte bereits die
Vergleichbarkeit verschiedener Vergroflerungen in  der Fluoreszenz-
Mikroskopie bzgl. der Malaria-Diagnostik gezeigt werden [142]. Diese
Zeitersparnis bei akkurater Diagnostik konnte vor allem dazu beitragen, dass
die Uberbehandlung mit Medikamenten aufgrund von noch ausstehenden

Ergebnissen und damit die Resistenzentwicklung gegen die gangigen
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Medikamente abnimmt. Des Weiteren wurden die Abnahme des
Medikamentenabusus eine geringere Toxizitat mit sich bringen und die

Ausgaben im Gesundheitswesen verringern.

Ein weiterer zu beachtender Faktor sind die Kosten der verglichenen
Diagnostik-Methoden unabhangig von den erheblichen Folgekosten. Diese sind
bei der LED-Fluoreszenz-Technik einmalig im Sinne der Anschaffungskosten
als hoch anzusehen, da der Preis eines LED-Fluoreszenz-Mikroskops bisher
noch teurer ist als die Anschaffung eines Lichtmikroskops. Zudem stehen
Lichtmikroskope bereits heute in allen Landern flachendeckend zur Verfligung
und erfullen weitere labortechnische Aufgaben. Seit kurzer Zeit gibt es
allerdings  Nachrustmodule mit  LED-Auflicht-Fluoreszenz-Technik  far
Lichtmikroskope [143]. Diese Leuchtdioden sind langlebiger als konventionelle
Quecksilber-Dampflampen-Module. Das in der Studie verwendete Mikroskop ist
das Lichtmikroskop PrimoStar von Zeiss, das mit einem solchen Modul
nachgerustet wurde. Vorangegangene Studien konnte keine Unterlegenheit der
so nachgerusteten Lichtmikroskope gegenlber originalen LED-Fluoreszenz-
Mikroskopen feststellen [144, 145]. Zudem wird der Kauf von z.B. dem in der
Studie verwendeten PrimoStar iLED-Mikroskopen durch die Stiftung fur
innovative und neue Diagnostik (FIND: Foundation for innovative and new
Diagnostics, Zurich) fur Institutionen in Entwicklungslandern finanziell
subventioniert, sodass die Anschaffungskosten mit denen der Lichtmikroskope
vergleichbar sind. Betrachtet man die laufenden Kosten, kann man eine
deutliche Reduzierung derselben durch den Einsatz der LED-Fluoreszenz-
Mikroskopie wie in unserem Fall erreichen. Pro Patient kann hierbei mit einer
Kostenreduktion von Uber 50% gegenuber der Lichtmikroskopie ausgegangen
werden, wenn man die gangigen Einkaufspreise berucksichtigt. Dabei darf nicht
vernachlassigt werden, dass in unserer Kostenaufstellung (Tab. 3-11) die
Arbeitszeit nicht eingegangen ist. Diese ist aufgrund der etwas hdéheren
Lesezeit in der LED-Fluoreszenz-Technik langer und damit teurer. Es ist aber
wahrscheinlich, dass sich im Verlauf weiterer Trainings die Lesezeiten

anpassen und somit der Einsatz an Arbeitskraft und damit die hierfur
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anfallenden Kosten angleichen. Zusatzlich kommt der neuen Methode die
deutlich einfachere Aufbewahrung des Farbstoffes zu Gute. Insbesondere die
Tatsache, dass Acridinorange im Gegensatz zur Giemsa-Losung nicht
entzundlich ist, verringert die schwer einzuschatzenden Kosten fur Transport

und Logistik erheblich.

Andere Methoden, Malaria zu diagnostizieren, wie Schnelltests auf
Immunchromatographie-Basis, Immunofluoreszenz-Antikorper-Assays [IFA]
oder Enzym gebundene Immunosorbent-Assays [ELISA] oder die Polymerase-
Kettenreaktion sind zeitaufwendig und teuer. Nichtsdestotrotz haben sie ihre
bedeutende Rolle in der Forschung, Epidemiologie und im Screening von Blut-
Produkten. Schnelltests sind eine schnelle und zuverlassige Alternative, sie
liefern allerdings nur qualitative Ergebnisse, unterliegen einer kurzen
Aufbewahrungszeit und bedirfen einer auf Temperatur und Luftfeuchtigkeit
kontrollierten Aufbewahrung. Des Weiteren verfalschen Kreuzreaktionen mit
Rheumafaktoren [68, 69] oder Persistenzen von parasitaren Proteinen [13, 66,
70] die Ergebnisse. Dies macht sie zum sinnvollen Diagnostik-Instrument fur
Reisende, nicht aber zum  sinnvollen Routine-Testverfahren in
holoendemischen landlichen Regionen. Daneben haben RDT im Vergleich zur
Mikroskopie sehr hohe Material-Kosten, die sich nach Wongsrichanalai auf U.S.
$0,55 - $1,50 belaufen, wahrend die einer Diagnostik durch Licht-Mikroskopie
mit U.S. $0,12 - $0,40 per Probe schon weit darunter halten [13, 105].

Andererseits ist in vorangegangenen Studien in Gabun gezeigt worden, dass
die Parasitamie keinesfalls mit der Schwere der klinisch manifesten Malaria in

direktem Zusammenhang steht [146].

Dies sind alles wichtige Aspekte, die bereits Kawamoto mit der Fluoreszenz-
Technik mithilfe von Interferenz-Filter, bei der ein normales Lichtmikroskop
durch Interferenzfilteraufsatze zum Durchlicht-Fluoreszenz-Mikroskop
umfunktioniert hatte [84], berlcksichtigte. Jedoch war die schwache
Beleuchtung der Objekttrager ein entscheidender Nachteil [81, 147]. Diese

Tatsache verhinderte einen sinnvollen Einsatz vor allem unter
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Tageslichtbedingungen. Der grof3e Vorteil gegenuber den konventionellen
Fluoreszenz-Mikroskopen hingegen bestand in den sehr gunstigen
Anschaffungskosten. Aber das schwache Licht, das durch die Filter weiter
geschwacht wurde, durchdrang nur wenige Blutschichten. Dies stand einer
hohen Konzentration und Dichte entgegen, wodurch der Zeitgewinn bis hin zur
Diagnostik deutlich geringer ausfiel. Daher wurde im Verlauf die bereits in der
Einleitung beschriebene quantitative buffy coat (QBC)-Methode entwickelt [86,
148, 149], die die Zentrifugation von Blut-Zellen in Spezialgefallen nutzt um
hdhere Konzentrationen von Erythrozyten und damit Parasiten pro Gesichtsfeld
zu erlangen. Aber diese Methode erfordert eine stabile Stromversorgung in der
taglichen Routine wie auch eine spezielle Zentrifuge und Gefalte, was die
Kosten auf U.S. $1.70 pro Untersuchung steigen lasst [105].

Im Falle der LED-Fluoreszenz-Methode wird durch das helle Auflicht eine
Untersuchung hoheren Konzentrationen sogar unter Tageslichtbedingungen
problemlos ermoglicht, wodurch die Lesezeit stark verkirzt wird und eine teure
und technisch aufwendige Installation einer Dunkelkammer obsolet wird. Die
Untersucher beschrieben die Detektion der Parasiten als einfach und wenig
ermudend fir die Augen. Verglichen mit der konventionellen Fluoreszenz-
Mikroskopie gibt es keinen Zeitverlust durch die Dunkeladaptation der Augen,
da die neue Methode auch unter Tageslicht-Bedingungen anwendbar ist. Die
Mdglichkeit des Betriebs unter Batterie-Strom wahrend Stromausfallen oder
unterwegs ist ein weiterer Vorteil im taglichen Routine-Einsatz, den die
Untersucher angaben, da es in der Studienzeit in Lambaréné haufig zu solchen
Ausfallen kam.

Ein augenscheinlicher Nachteil hingegen st die Schwierigkeit der
Unterscheidung der verschiedenen Plasmodium-Arten. Diese kamen in unserer
Studie selten vor, da Plasmodium falciparum als pradominante Art in
Zentralafrika vorherrscht. Andererseits beschreibt Rickmann [148] eine gute

Differenzierbarkeit der Arten in der Acridinorange-Farbung.

Allerdings muss die Schwierigkeit der Aufbewahrung der Praparate in

Acridinorange-Farbung erwahnt werden, da bereits nach wenigen Stunden die
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Qualitat abnimmt und diese nach 6 Stunden keine verlasslichen Ergebnisse
mehr erlauben. Dies besitzt fir die tagliche Laborroutine keine Bedeutung, ist
aber im wissenschaftlichen Kontext entscheidend, da hier eine Aufbewahrung
unabdingbar ist. Andererseits konnte in vorangehender Studie Uber eine
nachtragliche Farbung mit Giemsa berichtet werden, auch wenn hierdurch ein

zusatzlicher Zeitaufwand entsteht [90].

Unter Berucksichtigung all dieser diskutierten Punkte ist die Acridinorange-
Farbung eine sehr schnelle Farbemethode und aufgrund seiner langen
Haltbarkeitsdauer an einem dunklen Ort in Pulverform einfach in der
Aufbewahrung. Eine wochentlich zubereitete Losung kann problemlos uber
sieben Tage verwendet werden. Eine Machbarkeitsstudie in Tansania [135]
zeigte bereits seine Effizienz und Leistung. LED-Fluoreszenzmikroskope sind
seit einigen Jahren verfligbar. Sie sind langer haltbar und verbrauchen weniger
Energie als herkdbmmliche Lichtmikroskope. Eine Aufrustung dieser mit LED-
Auflichtmodulen ist denkbar. Zusatzlich zur verbesserten Tuberkulose-
Diagnostik [88], die mit der Malaria nach WHO-Daten einen erheblichen Anteil
der Grunde fur hohe Krankheitslasten ausmacht [8, 95], sind sie gunstiger,
akkurat und daher ein zu empfehlendes Instrument fur die tagliche Routine-

Diagnostik der Malaria unter einfachen Umstanden in ganz Afrika.
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5 Zusammenfassung

Hintergrund: Mit etwa 300 — 500 Mio. Infektionsfallen und 1 Mio. Toten durch
die Infektion mit Plasmodien bleibt die Malaria eine der Hauptursachen flr
Morbiditat und Mortalitat weltweit. Uber 90% der Todesfélle treten im tropischen
Afrika auf, wo die Mehrheit der Infektionen durch Plasmodium falciparum
hervorgerufen wird. Doch Malaria ist eine heilbare Krankheit. Eine schnelle und
akkurate Diagnostik ist hierbei die zentrale Voraussetzung fur die klinische
Versorgung der Patienten. Zudem verhindert sie Fehlbehandlungen, welche zu
Resistenzentwicklungen, Toxizitat und wirtschaftlichen Verlusten fuhren
konnen. Goldstandard ist seit 1904 die Lichtmikroskopie von mit Giemsa-
Losung gefarbter Dicker Tropfen. Unter optimalen Bedingungen ist dieses
Verfahren schnell und zuverlassig, nichtsdestotrotz ware ein schnelleres
Ergebnis von groRem Nutzen. Schnelltests als denkbare Alternative sind teuer
und liefern nur qualitative Ergebnisse. Jedoch ist in Zeiten abnehmender
Inzidenzen sowie schnellen Resistenzentwicklungen und teuren Medikamenten
eine kostengunstige schnelle und zuverlassige Malaria-Diagnostik unabdingbar.
Die auf Leuchtdioden basierende Fluoreszenz-Mikroskopie wurde als mogliches

alternatives Diagnostik-Instrument in dieser Arbeit untersucht.

Methoden: In Lambaréné (Gabun) wurden Uber ein Jahr die Leuchtdioden
(LED)-Fluoreszenz-Mikroskopie in 400-facher (ledFM 400x) und 1000-facher
VergroRerung (ledFM 1000x) sowie die konventionelle Fluoreszenz-Mikroskopie
(uvFM) in 1000facher Vergrofierung mit konventioneller Lichtmikroskopie (LM)
anhand von Proben von 210 Patienten, die sich mit Fieber-Anamnese im Albert-
Schweitzer-Krankenhaus vorstellten, verglichen. Die Praparate wurden mit
Acridinorange und Giemsa gefarbt, ausgezahlt, die Diagnose-Zeit gemessen
und die Methoden mittels Sensitivitat, Spezifitat, Vorhersagewerte, Bland-
Altmann-Plot, Cohens-Kappa-Koeffizient und Box-Whiskers-Plot beurteilt. Flr
nicht Ubereinstimmende Ergebnisse stand die quantitative Echtzeit-Polymerase-
Ketten-Reaktion (gqRT-PCR) als sensitive Referenz zur Verfugung. Des

Weiteren wurden die Wiederholbarkeit, die Prazision und die Kosten bestimmt.
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Ergebnisse: Bei Festlegung der LM als Goldstandard lagen die Sensitivitaten
bei 99,1% fir ledFM 400x und ledFM 1000x, 97,0% fur die uvFM, die
Spezifitaten bei 90,7% fur die ledFM 400x, 92,6% fur die ledFM 1000x und bei
92,6% flr die uvFM. Eine hohe Ubereinstimmung zeigte sich im Bland-Altmann-
Plot und anhand des Kappa-Koeffizienten (ledFM 400x: 0,895, ledFM 1000x:
0,914, uvFM 0,895). Unter Berilcksichtigung der gRT-PCR als Referenz fir
nicht Ubereinstimmende Resultate lagen die Sensitivitaten bei 91,9% fur die LM,
bei 93,7% fur die uvFM, bei 97,3% flur die ledFM 400x und bei 96,4% fur die
ledFM 1000x, die Spezifitaten bei 100,0% fur die LM, bei 97,0% fur die uvFM
und die ledFM 400x sowie bei 98,0% flr die ledFM 1000x. Die Diagnose-Zeiten
fur die Fluoreszenz-Methoden waren im Vergleich zur Lichtmikroskopie kurzer
(LM: 43 min, ledFM 400x: 10 min, ledFM 1000x: 14 min, uvFM: 16 min). Fur alle
mikroskopischen Verfahren zeigte sich eine hohe Ubereinstimmung zwischen
den Untersuchern sowie eine hohe Prazision und Wiederholbarkeit. Die Kosten
fur ein Praparat der LED-Fluoreszenz-Methode lagen bei 47,3% der Kosten

eines Praparates der Lichtmikroskopie.

Schlussfolgerung: Die vorliegenden Resultate zeigen hohe Sensitivitaten,
Spezifitaten, aussagekraftige Vorhersagewerte und eine hohe Prazision flr die
Fluoreszenz-Techniken. Zudem konnte mittels gRT-PCR die LED-Fluoreszenz-
Mikroskopie bei niedriger Parasitamie als sensitivere Methode bewertet werden.
Die Ubereinstimmung der LED-Fluoreszenz-Methoden mit der Lichtmikroskopie
war akkurat. Zu denselben Ergebnissen kommt man durch die Visualisierung im
Bland-Altman-Diagramm. Bezuglich Diagnose-Zeit und Kosten zeigt sich ein
deutlicher Vorteil der LED-Fluoreszenz-Technik gegenuber der herkdmmlichen
Fluoreszenz-Mikroskopie sowie der Lichtmikroskopie. Allerdings gelingen
Spezies-Differenzierung und Aufbewahrung der Praparate nur bedingt unter
Verwendung der Acridinorange-Farbung. Diese Nachteile sollten durch
spezifischere Farbungen in Zukunft noch verbessert werden. In jedem Fall aber
ist die LED-Fluoreszenz-Mikroskopie unter Bericksichtigung der diskutierten
Punkte ein zuverlassiges akkurates schnelles und vergleichsweise
kostengunstiges Instrument fur die tagliche Routine-Diagnostik der Malaria und

somit als geeignete Methode unter einfachen Bedingungen einsetzbar.
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Anhang
Leser 1 Leser 2 Gesamt

Mjkl_'oskppische 7 6
Fahigkeiten (0-10)

R R A AT
:ﬁg.'ﬂ.'fee.':. (0-10) 75 7 7 5 7 7 5 7
:’ﬁg:;'gﬂk(e(;fm) 7 4 7 8 3 7 15 35 71
Parasiten-Detek- 7 4 7 6 3 7 6,5 35 7

tionszeit (0-10)
Einfache Erlern-
barkeit (0-10) 7 6 3 7 7 4 7

Mogliche tagliche

Routine (0-10) 10 3 6 9 1 8 9,5 2 7
Nicht ermiidend

e 8 3 7 5 2 7 65 25 7
Klares Bild

(0-10) 7 2 7 10 1 8 8,5 1,5 7,5
Klarer Aspekt der 7 3 8 8 4 9 7,5 3,5 8,5

Parasiten (0-10)

Sicherheit der

Diagnostik (0-10) ° % 7 8 3 8 85 25 75
Artendifferen-

zierung (0-10) 9 | 0 0 7 3 5 8 15 25
pligemeines 79 31 63 74 2,8 73 765 295 68

Resumee
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Aufstellung der Materialkosten fiir Acridinorange- & Giemsa

ohne Beriicksichtigung der Anschaffungskosten des Mikroskops, bei Annahme einer
Kapazitat von 20 Slides pro angesetzte Giemsa-Farbung.

Kosten in € /

iLED Packungspreis / € Untersuchung
Primo Star iLED (FIND) (1250) Nicht eingerechnet
Euki_tt Quick hardening mounting 23.9 Nur zur
medium 100ml (SIGMA) ’ Aufbewahrung
Pipette 2-20ul (Abimed) 151 0,00604
Objekttrager 50 Stiick (Mediware) 1,49 0,0298
Deckgldser 100 Stiick (LMS) 1 0,0100
PBS Puffer 10 | (Genaxxon) 43,89 0,0000
Acridine Orange 100g (Genaxxon) 93,92 0,0000
a%?rt‘:igipltzen 1000 Stiick 1 0,0220
Immersionso6l 500ml (VWR) 53,1 0,0106
0,0785
GIEMSA Packungspreis / € Uﬁ?:::ﬂénfn;
Olympus CX 21 (1160) Nicht eingerechnet
Pipette 2-20ul (Abimed) 151 0,00604
Objekttrager 50 Stiick (Mediware) 1,49 0,0298
a%?rt‘:igipltzen 1000 Stiick 1 0,0110
Giemsa Lsg. 500ml (Lehrmittelshop) 16,73 0,0697
?:;flizltzzu(r\ll%v r;:)ch Weise 100 77.4 0,0387
Immersionsol 500ml (VWR) 53,1 0,0106
Aqua destillata fiir Weise-Losung selbst hergestelit 0,0000

0,1659
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