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Einleitung

Das zeitaufwendige und mihsame Bestimmen der Parasitamie in Plasmodium falci-
parum-Kulturen durch Auszéhlen von nach GIEMSA gefdrbten Kulturausstrichen
fihrte uns auf die Suche nach geeigneten Alternativen. Aufgrund der Tatsache, daf
parasitierte im Vergleich zu nicht parasitierten Erythrozyten eine bis zu hundertfach
erhdhte Laktatbildung haben (10), sowie im Hinblick auf die Ergebnisse von
COOMBS und GUTTERIDGE 1975 (1), die zeigen konnten, daB3 der Glukosever-
brauch und die Laktatbildung zur Anzahl mit Plasmodium vinckei chabaudi infizierter
Erythrozyten proportional ist, stellten wir uns die Frage, ob diese Eigenschaften auch
fur Plasmodium falciparum-Kulturen zutreffen, und ob die Ermittlung des Glukose-
verbrauchs zur Berechnung der Parasitamie herangezogen werden kann. Untersu-
chungen zur Prézision und Reproduzierbarkeit beider Methoden, unter Berlicksichti-
gung einer Arbeitserleichterung, wurden hierzu durchgefuhrt.

Material und Methoden
Kulturbedingungen

Fir diese Untersuchungen verwendeten wir den Plasmodium falciparum-Stamm
FCB (Falciparum Columbia Bogota), der uns von den Behringwerken in Marbach zur
Verfligung gestellt worden war. Die Kultivierung wurde nach der von JENSEN und
TRAGER (4) beschriebenen Kerzentopf-Methode durchgefiihrt, mit der Abdnderung,
daB dem Kulturmedium (RPMI 1640) 15% Humanserum zugesetzt wurde. Die Glu-
kosekonzentration des Kulturmediums wurde vor Versuchsbeginn zweifach be-
stimmt. Die Versuche wurden in Kulturschélchen mit einem Durchmesser von 3,5 cm
gestartet. In jedes Versuchsschalchen wurden 3 ml einer mit Parasiten beimpften,
mehrfach synchronisierten (7) Erythrozytensuspension mit 0,50 X 10° Zellen/w —
entsprechend einem Hamatokrit von ca. 4% — gegeben. Kontrollansatze enthielten
keine Parasiten. Alle 12 Stunden wurde das verbrauchte Kulturmedium erneuert und
bis zur Messung von Glukose und Laktat bei — 20° C eingefroren. Das Volumen des
entnommenen Mediums wurde durch Wéagen kontrolliert. Jeder Versuch wurde dop-
pelt angesetzt und zweimal durchgefuhrt. Die Anzahl der Erythrozyten/ul wurde mit
einem ELT 800 der Fa. Dr. Molter bestimmt.
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Mikroskopische Auszahlung

Die jeweilige Parasitamie ermittelten wir durch Auszé&hlen der parasitierten Erythro-
zyten in nach GIEMSA gefarbten Ausstrichen. Pro Kulturschale wurden zwei Ausstri-
che angefertigt, in denen 20 X 1.000 Erythrozyten ausgezahlt wurden. Zwei erfahre-
ne Personen (A und C) zéhlten unabhéngig voneinander jeden Ausstrich aus.

Biochemische Methode

Der Glukoseverbrauch wurde nach der optimierten Hexokinase-Methode (Reagen-
zien der Fa. Boehringer, Mannheim) mit dem Hitachi-705-Analysenautomaten, die
Laktatbildung nach der Glutamat-Laktat-Dehydrogenase-Methode (Reagenzien der
Fa. DuPont, Frankfurt) in einem DuPont-ACA-ll-Analysenautomaten bestimmt. Zur
Beurteilung der MeBgenauigkeit und der Reproduzierbarkeit wurden in zwei Vorver-
suchen zehn Kulturschélchen parallel angelegt und in allen der Glukoseverbrauch
bestimmt.

Ergebnisse
Mikroskopische Auszahlung

Die Ergebnisse der Bestimmung der Parasitdmie durch Auszahlen von nach GIEM-
SA geférbten Blutausstrichen sind in der Abb. 1.1 - 1.3 an drei Beispielen graphisch
dargestellt. Die Z&hlergebnisse waren normal verteilt. Die Mittelwerte, die die Perso-
nen A und C bestimmt hatten, variierten zwischen 3 und hdchstens 11,8%. Die maxi-
malen Abweichungen voneinander wurden bei Parasitamien unter 1% beobachtet.
Dies entspricht dem systematischen Fehler, der in der Person begrlindet ist, der
jedoch geringer ist als die zufélligen Abweichungen der ermittelten Parasitdmien
durch Auszéhlen von 10.000 Erythrozyten und somit vernachldssigt werden dUrfte.

Der Variationskoeffizient wird mit zunehmender Parasitdmie kleiner. Bei 1.000 aus-
gezahlten Erythrozyten betragt er 10 bis 30%, bei 5.000 Erythrozyten 5 bis 15%.

Biochemische Methoden

Die Vorversuche ergaben eine hohe Reproduzierbarkeit in der Versuchsdurchfiih-
rung und eine groBe MeBgenauigkeit fir den bendtigten Bereich von 40 bis 180 mg%
Glukose. Ein personenabhangiger Fehler kann beim Einsatz von Autoanalysern wei-
testgehend vermieden werden. Der aus Standardabweichung und Mittelwert ermit-
telte Variationskoeffizient betrug flr diese Methode maximal 5% (X = 40 mg%;
s=1,94 mg%).

Der Glukoseverbrauch der nicht parasitierten Erythrozyten blieb Uber den Beobach-
tungszeitraum nahezu konstant (2,36 umol Glukose/10° Erythrozyten/12 Stunden).
Wie in den Abb. 2.1 - 2.4 ersichtlich, stieg der Glukoseverbrauch durch parasitierte
Erythrozyten proportional zur Anzahl der Parasiten pro Kulturschéalchen an. Der Kor-
relationskoeffizient lag zwischen 0,91 und 0,99, wobei fiir p ein Wert kleiner als 0,05
(p << 0,05) ermittelt werden konnte. Der Glukosebedarf erwies sich jedoch nicht als
konstant Uber den 48-stiindigen Entwicklungszyklus von Plasmodium falciparum hin
(Tab. 1). So wurde Glukose zum geringsten Teil zwischen 0 und 12 Stunden metabo-
lisiert (Entwicklung von einer kleineren zur gréBeren zytoplasmareicheren Ringform).
Der starkste Glukoseverbrauch lag zwischen 24 und 36 Stunden nach Synchronisa-
tion (Entwicklung zum reifen Schizonten). Wie auch in der Abb. 2.3 deutlich zu er-
kennen, ist der Verlauf dieser Kurve am steilsten im Vergleich zu den drei anderen.

236



‘ue eylemuurdg aip UsgaBb ageIS aig "UayoUISSNY Usldielab YSINTID YorU UOA Us|YyezSny yoinp ailelseied Jop Sunwwnsag

- aay

usjAzoayiyhig
ajyezoebsne

00002

00001

000S

000}

A

-8

oL

%9€0L= X 'y
%16 =2%:D
%E0°0L= X

—

i

€1

[%]

siweyiseled

uajAzoayyhig
a}|yezebsne

00002
00001
000s
0001

%ere =x:v
%0€ =x:3
%G90'€=x

e

-C

v

el

(%]

alweltsesed

m,uu mw (S |0..
uajhzouykiy © © ©
aj|yezabsne w w m w
0
-1'0
T -2'0
€0
%St'0 = x iy e
%00 =X :D F 1 v0x
%ZP'0 =% I —
-s‘c
-9'0
L Lro
- 80
60
(%]

alweliseled

237



PISQY-9E =" - PISOE-¥Z="€ - PISYZ -2t ="C - 'PISC} - 0 ="} :uaipeIssbunpjoImIuT usens/ed UsUapslldsIan Ul YONBIGISASSONNID
- 1'g a9y
uonesiuoJydouhg yoeu "pis gp-9€ YONBIQIaA3SoIN|D) (v UO|}BSIUOIYIUAS YoBU 'PIS9E- bZ YONRIqI8AaSoIN|H (e
2Jeyos 31eyos ~0S 0s o]
Gayiseseg 001105 00t 0s 0 o Gowsereg SOMOSt 001 ; o
L. -1
$00>d S00>d
660=14 66'0 = 4 *
yor0s0g vaiEau UBP In) - wotesag uslesun uop 1) -
L ¢ e
. 4 = v
- s
[6w] « [Bw]
) L 2leuds L1 S
4oNe1qIaAasooN|n oneiqisaasoon|n
UOI}BSIUOIYIUAS YoBU "PIS HZ-ZL YONEIqIBAISOIN|D &4 uol}esiuoiyduhg yoeu ‘pi§ ZL-0 YINEIqIdAaS0IN|H L
218U ). 0g oot _SIeuds 0
uajiseseq 4 o_F h o_m 0 ° Uayseied moTo_m— cwr o.m o
uajkzoiyihig 1115e8d 1YDIU YOINP M
x % -
S00>¢ §0'0 >d )
860 = J 160 = I x
b -z
e e
Hv
s s
(Buw] [6w)
aleyos aleyog

QoneiqiaAasoon|n

goneiqiarasoon|n

238



TABELLE 1

Glukoseverbrauch durch Plasmodium falciparum

(in mmol Glukose/Parasit/12 Std.)

JENSEN, M. et al., 1983 (5):

Eigene Ergebnisse, 1987:

asynchrone Kuitur:

ZOLG, J. W. etal., 1984 (10): synchrone Kultur:

0-12Std.:

synchrone Kultur:
0-128Std.:

12 - 24 Std.:

24 - 36 Std.:

36 - 48 Std.:

75 X 10712

120 X 10712

97 X 10712
185 X 10~12
392 X 1012
363 X 1012

Sieht man sich diese und die Abb. 2.4 an, fallt auf, daB der proportionale, quasi linea-
re Bereich nur bis zu einer Parasitdmie von ca. 4% reicht. Das entspricht 40 X 108
parasitierten Erythrozyten/Kulturschélchen. Danach ndhert sich die Kurve einer
e-Funktion entsprechend asymptotisch dem maximalen Glukoseverbrauch (ca. 5,2
mg Glukose/Kulturschélchen). Diese Ergebnisse waren auch flir einen zweiten und
dritten Entwicklungszyklus mit oder ohne zwischenzeitliche Synchronisation repro-
duzierbar (Abb. 3). Der groBte Teil (74,9%) der aufgenommenen Glukose wurde zu
Laktat metabolisiert. Dieses trifft sowohl fir die parasitierten als auch fiir die nicht pa-

rasitierten Erythrozyten zu (Tab. 2).
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Abb. 3:

Glukoseverbrauch in Abhangigkeit vom Entwicklungszyklus




TABELLE 2
Glukosemetabolisierung zu Laktat
(in wmol/10° Ery’s/12 Std.)

Glukose- Laktat- in
verbrauch bildung Prozent
Flr uninfizierte Erythrozyten:
COOMBS, G. H. etal., 1975 (1): - — 85,0%
SHAKESPEARE, P. G. et al., 1973 (8): — 2,16 - 2,68 —
ZOLG, J. W. etal., 1984 (10): 2,48 3,72 75,0%
Eigene Ergebnisse, 1987: 2,36 3,67 77,7%
Fir parasitierte Erythrozyten:
COOMBS, G. H. etal.,, 1975 (1): — — 85,0%
ZOLG, J. W. et al., 1984 (10): 120 145 60,4%
Eigene Ergebnisse, 1987: 97 145,4 74,9%

Der Anteil der Umwandlung zu Laktat ist unabh&ngig von der Parasitdmie und vom
Entwicklungsstadium der Parasiten (Abb. 4).

Lactatbildung
Schale

[mmol/1]
7

r =0,99
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(=]
==

4 Glucoseverbrauch

Schale
[mmol/I]
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w—

Abb. 4:
Glukosemetabolisierung zu Laktat
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Diskussion

Der Glukoseverbrauch durch Plasmodium falciparum erwies sich als signifikant pro-
portional zur Anzahl der Parasiten. Die ermittelten Werte entsprechen den in der Lite-
ratur zitierten Werten (Tab. 1). Deutlich zeigte sich jedoch eine Abh&ngigkeit der Glu-
kosemetabolisierung vom Entwicklungsstadium der Parasiten. Der stoffwechselak-
tivste Entwicklungsschritt — die Entwicklung zum reifen Schizonten 24 bis 36 Stun-
den nach Synchronisation — entspricht dem stérksten Glukoseverbrauch zwischen
den Mediumwechseln. Diese Ergebnisse spiegeln auch die Resultate von GRITZMA-
CHER und REESE (2) wider, welche die Stoffwechselaktivitat anhand der Protein-
und Nukleinsdure-Synthese mittels Aufnahme von L-(**S)Methionin und 2,8,5'-
(®H)Adenosin untersuchten. Der Vorteil bei der Bestimmung des Glukoseverbrau-
ches liegt im Verzicht auf radioaktive Substanzen. Die Abhangigkeit vom Entwick-
lungsstadium der Parasiten macht es aber erforderlich, daB man nicht allein vom
ermittelten Glukoseverbrauch auf die Parasitdmie schlieBen kann, sondern da man
immer noch einen Ausstrich von der Kultur bendtigt, um zu wissen, welchen Gluko-
severbrauch pro Parasit man fir die Errechnung der Parasitdmie zugrunde legen
muB. Der Zeitaufwand ist trotzdem viel geringer als die Ermittlung der Parasitdmie
durch das Auszahlen von nach GIEMSA geféarbten Blutausstrichen. Sollen pro Kul-
turschélchen im Ausstrich 1.000 Erythrozyten zur Ermittlung der Parasit&mie ausge-
zahlt werden, sind in Abhangigkeit von Parasitdmie und Qualitédt des Ausstriches 8
bis 10 min. erforderlich. Demgegeniber sind im Analysenautomaten 180 Einzelbe-
stimmungen pro Stunde maoglich. Das bedeutet, daB in bis zu 180 Kulturschalchen
die Parasitdmie in klrzester Zeit ermittel werden kann.

Die obere Grenze des MeBbereiches ergibt sich aus der Abb. 2.3 und 2.4, die sich
aus dem linearen Bereich der Kurve ergibt. Vermutlich ist der bei hoheren Parasit-
amien verminderte Metabolismus auf einen Abfall des pH-Wertes und/oder die
Akkumulation von toxischen Stoffwechselprodukten zurtickzufihren. Auch ein An-
stieg der Laktatkonzentration kdnnte zu einer Hemmung der Parasitenentwickiung
fuhren. Wie JENSEN und Mitarbeiter (5) zeigen konnten, flhrt die alleinige Zugabe
von Laktat bei Ausgleich des ph-Wertes zu einer Hemmung des Parasitenwach-
stums. Diese Ergebnisse erfordern eine besondere Beachtung: Um eine ungehinder-
te Parasitenentwicklung zu erzielen, wie es in vergleichbaren Studien erforderlich ist,
dlrfte entweder bei 12-stiindigem Mediumwechsel die Parsitdmie nicht Gber 4% an-
steigen, oder es miBte der Mediumwechsel in kiirzeren Intervallen (z. B. alle 6 Std.)
durchgeflihrt werden. Die untere Grenze des MeBbereiches ergibt sich aus der Ge-
nauigkeit, Reproduzierbarkeit und Standardabweichung fir die Glukosebestimmung.
Geht man davon aus, daB ein Wert x; erst dann von einem Wert x, statistisch ab-
weicht, wenn er sich um mehr als 2 Standardabweichungen vom Wert x, unterschei-
det, so muB der Wert x, um mehr als 3,88 mg% (0,2 mmol/l) Glukose vom Ausgangs-
wert x, abweichen. Dieses entspricht einer Parasitdmie von ca. 0,6% fur die ersten
12 Stunden nach Synchronisation bzw. durch den erhéhten Giukosebedarf 24 bis 36
Stunden nach Synchronisation von ca. 0,15% flr die oben angegebenen standardi-
sierten Kulturbedingungen.

Diese Werte sind auch maBgebend flr die Prazision, die somit bei Parasitdmien un-
ter einem Prozent im Bereich der Parasitmiebestimmung durch Auszéhlen von
1.000 Erythrozyten liegt, sich jedoch linear der Prazision durch Auszahlen von 1.000
Erythrozyten bei Parasitémien tber 10% néhert.

Eine Alternative zur Ermittlung der Parasitdmie mittels Glukoseverbrauch ist die Lak-
tatbildung. Wie aus Abb. 4 ersichtlich, wird der groBte Teil der Glukose zu Laktat
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metabolisiert. Die Umwandlungsrate zu Laktat betrug 74,9%. Diese Ergebnisse ent-
sprechen anderen Literaturangaben (Tab. 2). Weitere Untersuchungen Uber die Me-
tabolisierung der verbleibenden 25,1% Glukose missen noch durchgefiihrt werden.
Die Freisetzung von Pyruvat aus den Erythrozyten (6), die Existenz eines Pentose-
Phosphat-Weges bzw. die Bildung von Azetat und anderen fliichtigen Substanzen
sind noch nicht vollstandig geklart (3, 9).

Zusammenfassung

Die Parasitamie in Plasmodium-falciparum-Kulturen wurde durch Bestimmung des
Glukoseverbrauchs ermittelt. Es zeigte sich eine lineare Beziehung zwischen der An-
zahl der Parasiten und der metabolisierten Glukose. Zu berlicksichtigen ist, daB der
Glukosebedarf pro Parasit abhdngig vom Entwicklungsstadium ist. Der gréBte Teil
(74,9%) der aufgenommenen Glukose wurde zu Laktat metabolisiert. Die Umwand-
lung zu Laktat erwies sich als unabhéngig vom Entwicklungsstadium.

Schliisselworter

Malaria, Plasmodium falciparum, In vitro-Kultur, Glukoseverbrauch, Laktatbildung.

Summary

Glucose consumption as a criterion for indirect measure of parasite-
mia in Plasmodium falciparum cultures

The parasitaemia in Plasmodium falciparum cultures was calculated by means of
measuring the glucose consumption. A linear correlation between the number of par-
asites and the metabolized glucose was observed. It has to be noticed that the glu-
cose consumption depends on the stage of development of the parasite. The main
part of the glucose (74,9%) is transformed into lactate.

Key words

Malaria, Plasmodium falciparum, In vitro culture, carbohydrate metabolism.
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