Mitt. Osterr. Ges.

Tropenmed. Parasitol. 20 (1998)

183 - 188

Einleitung

Institut fir Spezifische Prophylaxe und Tropenmedizin der Universitat Wien

(Suppl. Leiter: Prof. Dr. G. Wiedermann) (1)

Office of Vector-Borne Disease Control, Chieng Mai, Thailand (Leiter: Dr. Somsak Prajakwong) (2)

Fakultat fir Tropenmedizin, Mahidol Universitat, Bangkok, Thailand (Dekan: Prof. Dr. Sornchai Looareesuwan) (3)

Vergleichende Untersuchungen tber die
Empfindlichkeit von Plasmodium falciparum
gegentiber Chinin und Chinidin in vitro

Birgit Woitsch!, H. Noedl', S. Prajakwong?, G. Wiedermann'!,
G. Wernsdorfer?, W. H. Wernsdorfer! 3

Chinarinde ist das alteste Therapeutikum, dessen Wirkung gegen Malaria tatsdchlich belegt ist. Die
vom Cinchonabaum (Cinchona legeriana) stammende Chinarinde enthalt etwa 20 Alkaloide, von
welchen vier als Hauptalkaloide gelten, namlich Chinin, Chinidin, Cinchonin und Cinchonidin. Bis
in das 19. Jahrhundert wurde die Chinarinde therapeutisch in ihrer Gesamtheit und fast aus-
schlief3lich zur Behandlung fieberhafter, als Malaria angesehener Erkrankungen verwendet. Nach-
dem es PELLETIER & CAVENDOU im Jahre 1820 gelungen war, die Hauptalkaloide aus der Chinarinde
zu isolieren, wurde bald dem Chinin in der Therapie der Malaria der Vorzug gegeben. Allerdings
zeigten klinische Studien unter der Aegis der Madras Cinchona Commission schon im Jahre 1866,
daf$ alle vier Hauptalkaloide der Chinarinde bei Malaria deutliche Wirkung entfalten (1). Obwohl
weitere Untersuchungen zu Beginn des 20. Jahrhunderts auf eine héhere Wirksamkeit des
Chinidins hingewiesen hatten, blieb Chinin weiterhin das Mittel der Wahl zur Behandlung der Mala-
ria (8). Zum einen betragt der Chininanteil im Alkaloidauszug etwa 85 - 90%, zum anderen wurde
Chinidin, mit einem Anteil von etwa 10% im Extrakt, zur Therapie von Arrythmien bendétigt. Ferner
zeigt Chinin eine deutlich geringere kardiotoxische Wirkung als Chinidin (3). Aufer in heute noch
erhéltlichen Préparaten mit Gesamtextrakten der Chinarinde erreichten Cinchonin und Cincho-
nidin keine Bedeutung in der Therapie der Malaria, da die geringen Wirkstoffmengen im Auszug
eine separate Formulierung unwirtschaftlich machten.

Chinin (Cy0H»4N>0,) ist ein 4-Chinolinmethanol. Die Grundstruktur ist Chinolin, welches in Posi-
tion 4 Uber eine CHOH-Gruppe mit einem modifizierten Piperidinring verbunden ist (Abb. 1). Bei
allen bisher untersuchten Plasmodienarten wirkt Chinin blutschizontozid. Bei allen nicht zum Sub-
genus Plasmodium (Laverania) gehorenden humanpathogenen Malariaerregern wirkt es auch
gametozytozid. Wahrend Chinin seinen Platz in der Therapie der schweren und komplizierten Fal-
ciparum-Malaria auch nach der Einfiihrung synthetischer Malariamittel behaupten konnte, hat es
in der Routinebehandlung erst wieder durch die Resistenz von Plasmodium falciparum gegenuber
Chloroquin und Folathemmern Bedeutung erlangt. Obgleich einzelne Félle von Chininresistenz bei
P. falciparum schon 1910 aus Brasilien bekannt waren (5, 6), ist ein breiter Wirkungsverlust von
Chinin als Monotherapeutikum erst in den achtziger Jahren in Teilen Stdostasiens eingetreten.
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Abbildung 1:
Chinin, Strukturformel.
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Kambodscha, Viet Nam, Thailand und Myanmar verzeichnen eine hohe Resistenzquote, dennoch
ist R-111 Resistenz noch selten und zuséatzliche Behandlung mit Tetrazyklinen fiihrt in der Regel zur
Ausheilung der Infektionen.

Chinidin ist das rechtsdrehende Diastereomer des Chinins (Abb. 1). Sein Wirkungsspektrum bei
Plasmodien entspricht jenem des Chinins. In der blutschizontoziden Wirkung ist es dem Chinin
tberlegen (2). Die wichtigste Indikation fur Chinidin in der Therapie der Malaria ist die Behandlung
schwerer oder komplizierter Falciparum-Malaria in Gegenden, in welchen weder geeignete Arte-
misininderivate noch Chinin zur Verfligung stehen.

Ziel der vorliegenden Studie war es, die Empfindlichkeit von P. falciparum gegentber Chinin und
Chinidin in einem Gebiet mit hohem Arzneimitteldruck zu beobachten und die Wirkungsbezie-
hungen zwischen beiden Medikamenten zu untersuchen.

Material und Methoden

Die Studie wurde zwischen 1994 und 1996 and der Malariaklinik Sektor # 8 in Mae Hong Son, im
auRersten Nordwesten Thailands unweit der Grenze mit Myanmar (Burma), durchgefihrt. In die-
sem Gebiet ist P falciparum weitgehend resistent gegen 4-Aminochinoline und Folathemmer,
spricht jedoch meist noch gut auf Mefloquin an.

Insgesamt wurden jeweils 58 Isolate von P. falciparum mit Erfolg auf ihre in vitro Empfindlichkeit
gegentber Chinin und Chinidin untersucht. Samtliche Patienten zeigten zum Zeitpunkt der Auf-
nahme eine mikroskopisch bestatigte Monoinfektion mit 2. falciparum bei einer Dichte von 1.000 -
80.000 asexuellen Formen im pl Blut. Die meisten Patienten waren zur Zeit der Untersuchung febril,
die Ubrigen berichteten iiber Fieber wahrend der vergangenen 48 Stunden. Ausgeschlossen wur-
den Patienten, welche innerhalb der vergangenen 9 Wochen Malariatherapeutika eingenommen
hatten.

Die Durchfihrung der Sensibilitatsprufungen folgte der WHO Standardmethodik fur die Bestim-
mung der Schizontenreifungshemmung unter Verwendung des Mikrotest Mark Il (11). Die Test-
platten enthielten neben den medikamentfreien Kontrollen aufsteigende Mengen von Chinin oder
Chinidin im Bereich von 4 bis 256 pmol pro Vertiefung, entsprechend 80 bis 5120 nmol/1 Blut-
Medium-Mischung (BMM).

Jedem Patienten wurde mittels steriler heparinisierter Kapillaren 300 ul Blut aus der Fingerbeere
entnommen. Die Blutprobe wurde zu 2,7 ml RPMI 1640 LPLF Medium gegeben und vorsichtig
homogenisiert. Gleichzeitig wurde ein dicker Tropfen zur genauen Bestimmung der Parasitaemie
angefertigt. Die Vertiefungen der vordosierten Testplatten wurden mit jeweils 50 pl Blut-Medium-
Mischung (BMM) beschickt. Nach SchlieRen der Testplatten wurden diese in einen Kerzentopf ver-
bracht und bei 37,5°C fiir 25 Stunden inkubiert. Nach der Bebriitung wurden aus dem Sediment der
verschiedenen Vertiefungen dicke Tropfen angefertigt. Diese wurden nach ausreichender Trock-
nung bei pH 6,95 nach Giemsa gefarbt. Bei der mikroskopischen Ablesung wurde die Schizonten-
zahl pro 200 asexuelle Parasiten bestimmt. Tests galten als erfolgreich, wenn in den Kontrollen
wenigstens 20 von 200 asexuellen Parasiten das Schizontenstadium erreicht hatten.

Die Auswertung der Testergebnisse folgte der klassischen Methode von LITCHFIELD & WILCOXON
(4) unter logarithmischer Transformation der Arzneimittelkonzentrationen und Probittransforma-
tion der Hemmuwerte. Im Interesse genauerer Resultate wurde statt der nomographischen Auswer-
tung jedoch ein mathematisches Verfahren gewahlt (9). Basierend auf den EC-50 und EC-90
Werten der einzelnen Isolate wurden die Korrelationen zwischen Chinin und Chinidin nach PEAR-
SON & SPEARMAN berechnet.



Tabelle 1:

Ergebnisse

Effektive Konzentrationen von Chinin und Chinidin, in nmol/l1 BMM, bei Plasmodium falciparum

in Mae Hong Son, Thailand, 1994 bis 1996.
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Abbildung 2:

Punktwolkendiagramm der iso-
latspezifischen EC-50 Werte fir
Chinin und Chinidin bei Plasmodium
falciparum in Mae Hong Son,
Thailand, 1994-1996.

(n = 50).

EC-Werte in nmol/l BMM.

geringfiigige Schwankungen.
Chinidin

Im Jahre 1994 wurden 27 P. falciparum Isolate auf ihre Empfindlichkeit gegentber Chinidin gepruft,
13 im Jahre 1995 und 18 im Jahre 1996. Die x2-Werte der Regressionsgeraden aller Jahre befanden
sich innerhalb des Bereichs ausreichender Homogenitat. Unter den 58 Isolaten zeigten 24 noch
Schizontenreifung bei 1280 nmol/1 BMM, also im Grenzbereich der Resistenz. Die EC-50 und EC-
90 Werte des Jahres 1994 lagen bei 293 und 1182 nmol/I BMM (Tab. 1). Die EC-99 von 3678 nmol/]
BMM ist ein deutlicher Hinweis auf das Vorliegen von Resistenz. Im folgenden Jahr kam es zu einem
maRigen Abfall der EC-50 und einer wesentlich deutlicheren Reduktion der EC-90. Im Jahre 1996
stiegen die Werte wieder geringfligig. Insgesamt ergab sich zwischen 1994 und 1996 eine Verbes-
serung der Sensibilitatslage, welche sich in einer steileren Regressionsgeraden und vor allem in
geringeren EC-90 und EC-99 Werten dufierte.

Diskussion und Schluf3folgerungen

Die longitudinale Entwicklung der Sensibilitatslage von P. falciparum gegenuber Chinin und Chi-
nidin im Gebiet von Mae Hong Son ist offenbar der Ausdruck unterschiedlicher Herkunft der Infek-
tionen wahrend der Jahre 1994 - 1996. Wahrend 1994 die Malariapatienten vorwiegend aus dem
nahen Myanmar kamen oder sich die Infektionen dort zugezogen hatten, stammten die meisten im
Jahre 1995 beobachteten Infektionen aus Thailand, da die Grenze zu Myanmar seit Anfang des Jah-
res geschlossen war. Im Jahre 1996 war die Grenze wieder gedffnet, jedoch blieb der Grenzverkehr
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Tabelle 2:

Regressionsparameter fiir Chinin und Chinidin bei Plasmodium falciparum in Mae Hong Son, Thailand, 1994-1996
(nach LITCHFIELD & WILCOXON [4]). EC-50 und EC-90 in nmol/1 BMM.
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Abbildung 3:

Vergleich der Logprobit Regressio-
nen flur Chinin (QNN) und Chinidin
(QND) bei Plasmodium falciparum in

Mae Hong Son, Thailand, 1994-1996.

dings der Vergleich mit dem
Wert von 1995 vorzuziehen (273 nmol/l BMM). Uber die Zeitspanne von 13 Jahren diirfte die EC-
50 demnach auf das 2V¥5-fache gestiegen sein. Hierfiir durfte Arzneimitteldruck durch Chinin kaum
verantwortlich sein, da dieses Medikament in Thailand seit 1994 nicht mehr zur Routinebahndlung
der Falciparum-Malaria verwendet wird. Vielmehr ist fallende Sensibilitét gegentiber Mefloquin,
einem dem Chinin chemisch verwandten 4-Chinolinmethanol, urséchlich in Betracht zu ziehen,
zumal Wirkungskorrelation zwischen Chinin und Mefloquin nachgewiesen ist.

Die aufserordentlich enge chemische Beziehung zwischen Chinin und Chinidin lief eine ausge-
pragte Wirkungskorrelation erwarten. Diese konnte an Hand der EC-50 und EC-90 Werte der 50
parallel gegen Chinin und Chinidin gepruften Isolate untersucht werden. Sie erwies sich als hoch
signifikant mit einem Korrelationskoeffizienten (PEARSON) von r = 0,699 (p <0,0001) fur die EC-50
undr = 0,479 (p <0,0005) flr die EC-90. Diese enge Beziehung geht auch aus dem Korrelationsko-
effizienten nach SpEARMAN hervor. Das Punktwolkendiagramm in Abbildung 2 illustriert die Korre-
lation zwischen den EC-50 Werten. Kreuzsensibilitat bzw. -resistenz zwischen Chinin und Chinidin
kann aufgrund dieser Beobachtungen als gesichert gelten.

Die Gegentberstellung der Regressionsparameter von Chinin und Chinidin (Tab. 2) zeigte bei
EC-50 und EC-90 eine erheblich hohere Wirkungsintensitat des Chinidins. Fiir das Steigungsver-
haltnis (SR) ergibt sich ein Wert von 1,0094. Dieser liegt unter dem des Faktors beider SR Werte
(fsr = 1,2906). Die Regressionsgeraden fiir beide Medikamente sind daher parallel (Abb. 3). Fir das
Wirkungsverhaltnis PR ergibt sich ein Wert von 1,9468. Dieser liegt iber dem Faktor der EC-50
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Werte flir beide Medikamente (fpg = 1,3556). Der Wirkungsunterschied ist daher signifikant. Dies
belegt die bereits 1914 von GIEMsA & WERNER (2) beschriebene und in der Folge mehrfach bestatigte
(8) ausgepragtere Wirkung des Chinidins in der Behandlung der Falciparum-Malaria. Chinidin bie-
tet sich daher zur Notfallbehandlung derartiger Infektionen an, wenn andere zur Intensivtherapie
geeignete, parenteral anwendbare Medikamente nicht verfugbar sind.

Die Empfindlichkeit von Plasmodium falciparum gegeniiber Chinin und Chinidin in vitro wurde in
den Jahren 1994 - 1996 im Rahmen longitudinaler Studien in Mae Hong Son, Nordwestthailand,
untersucht. Die Sensibilitdtsbestimmungen wurden mittels Schizontenreifungstest (WHO Stan-
dard-Mikrotest Mark II) durchgefiihrt. Es wurden je 58 frische Parasitenisolate mit Chinin und
Chinidin geprift. Die Chininempfindlichkeit besserte sich zwischen 1994 und 1995 deutlich im
Bereich der EC-50, offenbar die Folge der GrenzschlieBung zum benachbarten Myanmar, woher
1994 zahlreiche Patienten zur Behandlung kamen. Dennoch zeigten die im Grenzbereich der Resi-
stenz befindlichen EC-99 Werte longitudinal nur geringe Verdnderungen. Im Vergleich zu Daten
von 1982 aus verschiedenen Regionen Thailands zeigte sich insgesamt eine merkliche Abnahme
der Chininsensibilitat. Zwischen der Wirksamkeit von Chinin und seinem Diastereomer Chinidin
besteht eine hoch signifikante positive Wirkungskorrelation. Chinidin entfaltet etwa doppelt so
hohe Aktivitat als Chinin.

Malaria, Plasmodium falciparum, Chinin, Chinidin, Arzneimittelempfindlichkeit, Thailand.

Comparative in vilro studies on the sensitivily of Plasmodium falciparum
to quinine and quinidine

The in vitro sensitivity of Plasmodium falciparum to quinine and quinidine was investigated at Mae
Hong Son, northwestern Thailand, in 1994 - 1996. The assays were based on the WHO standard
micro-test for the assessment of the inhibition of schizont maturation (Mark II). In total, 58 fresh
Isolates each were Lested with quinine and quinidine. The EC-50 for quinine showed major impro-
vement between 1994 and 1995, obviously the result of the closure of the border to nearby Myan-
mar from where a substantial number of patients had come in 1994 for treatment. Nevertheless, the
EC-99 indicated little change over the years and remained close to the threshold of resistance. Com-
paring with data reported from various areas of Thailand in 1982, there was a clear reduction of the
sensitivity to quinine between 1982 and 1994. The activities of quinine and its diastereomer, qui-
nidine, were found to be significantly correlated. On a molar basis in vitro, quinidine showed about
double the efficacy as compared to quinine.

Malaria, Plasmodium falciparum, quinine, quinidine, drug sensitivity, Thailand.
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