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Artemisinin, ein aus dem einjahrigen Korbblutler Artemisia annua L. durch Extraktion gewonnenes
Sesquiterpen-Lakton, wurde erstmals 1972 in China isoliert (9). Schon kurz nach seiner Ent-
deckung kam es in praktischen Gebrauch zur Behandlung von Malaria, insbesondere Infektionen
mit Plasmodium falciparum. Allerdings beschrénkte sich dies fur nahezu zwei Jahrzehnte auf China
und das benachbarte Myanmar, wo Artemisinin und seine Derivate Artemether und Na-Artesunat
im Unterschied zu China in vielen Ladengeschéften ohne jegliche Formalitat gekauft werden kon-
nen. Die Offentlichkeit Myanmars macht von dieser Gelegenheit ausgedehnten Gebrauch, da die
wenigen im staatlichen Gesundheitsdienst verfigbaren Medikamente wegen der verbreiteten Resi-
stenz von P, falciparum nicht ausreichend wirksam sind.

Seit wenig mehr als einem Jahrzehnt werden Artemisinin und seine Derivate auch in Viet Nam
routineméfig zur Behandlung der Falciparum-Malaria eingesetzt, jedoch sind diese Praparate nur
im Rahmen des staatlichen Gesundheitsdienstes zuganglich. Das Fehlen grundlegender praklini-
scher, unter Beachtung der Mafsgaben von GLP (,good laboratory practice”) erarbeiteter Daten
stand fur lange Zeit der Registrierung von Artemisinin und seinen Derivaten in Landern mit strikt
geregelten Zulassungsbestimmungen im Wege. Dazu kam, dass auch die Produktion der Praparate
in den Ursprungsléndern nicht den Regeln der GMP (,good manufacturing practice”) entsprach.
In jungerer Zeit wurden Mangel in der praklinischen Dokumentation behoben. Auch die Produktion
entsprechend GMP ist in Gang gekommen und in der Folge wurden einige Artemisininderivate
durch Zulassungsbehorden in Europa registriert.

Artemisinin und seine Derivate haben blutschizontozide Wirkung. Sie werden als Alternativme-
dikamente in der Behandlung von multiresistenter Falciparum-Malaria eingesetzt. Allerdings soll-
ten sie wegen der mit Monotherapie verbundenen hohen Ruckfallrate (1) nur in Verbindung mit
einem anderen Blutschizontozid verwendet werden. In Thailand wurde die kombinierte Behand-
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lung mit Artesunat und hochdosiertem Mefloquin 1995 in zwei Gebieten eingefthrt, wo die Hei-
lungsrate mit hochdosierter Monotherapie mit Mefloquin auf weniger als 50% abgesunken war.
Hier betragt die Heilungsrate der kombinierten Therapie nahezu 100% (5). Dies ist durch den Syn-
ergismus zwischen Mefloquin und Artemisinin bzw. seinen Derivaten zu erklaren. In Thailand
beschrankt sich die Verwendung von Mefloquin und Artemisinderivat auf autorisierte Stellen des
Gesundheitsdienstes.

Die beiden von Mefloquinresistenz betroffenen Gebiete Thailands liegen im Studteil der Grenze
mit Kambodscha (Trat-Provinz) sowie im Mittelteil der Grenze zu Myanmar (Mae Sot District). In
anderen Gebieten Thailands ist Mefloquin noch als Monotherapie ausreichend wirksam. Dies gilt
auch firr die ebenfalls an der Grenze zu Myanmar, etwa 350 km nérdlich von Mae Sot gelegene Pro-
vinz Mae Hong Son. Hier unterliegt der Grenzverkehr erheblichen, von der politischen Lage abhan-
gigen Schwankungen. Dies bestimmt auch die Herkunft der in den Malariakliniken behandelten
Patienten. Da bei Eintritt von Mefloquinresistenz in dieser Gegend voraussichtlich Artemisininde-
rivate als Alternativtherapeutika eingesetzt wurden schien es angebracht, die Artemisininsensibi-
litdt von P, falciparum Uber einen langeren Zeitraum zu verfolgen. Dies war umso wichtiger als die
Staatsgrenze auch eine Grenze fur den verschieden hohen Selektionsdruck durch Artemisinin dar-
stellt, némlich hoch in Myanmar (freier Zugang zu Artemisinin in Myanmar), bzw. niedrig auf der
thaildndischen Seite (kein Zugang).

Die Untersuchungen wurden zwischen 1994 und 1999 an der Malariaklinik von Mae Hong Son,
jeweils zwischen Mai und Juli durchgefiihrt. Mae Hong Son, Hauptstadt der gleichnamigen Provinz,
ist im Nordwesten Thailands an der Grenze zu Myanmar (Shan State) gelegen. Die Stadt selbst
ist malariafrei. Die Patienten der Malariaklinik kommen aus der landlichen Umgebung von Mae
Hong Son oder, bei passierbarer Grenze, auch aus Myanmar. Diagnostik und Behandlung in der
Malariaklinik sind unentgeltlich. Von samtlichen Patienten werden Blutproben (dicke Tropfen)
abgenommen, nach GIEMSA gefarbt und mikroskopisch untersucht. Die Routinebehandlung der
mikroskopisch gesicherten Falciparum-Malaria besteht aus einer Einzeldosis Mefloquin (etwa
12,5 mg/kg), dazu eine Einzeldosis von Primaquin (etwa 0,75 mg/kg) als Gametozytozid (nicht bei
Schwangeren und Kindern <4 J.).

Die Studien waren Teil des thaildndischen Programms zur Uberwachung der Arzneimittelemp-
findlichkeit von P. falciparum. Sie wurden in Zusammenarbeit zwischen dem Ministerium fir
Offentliche Gesundheit Thailands und dem Institut fur Spezifische Prophylaxe und Tropenmedizin
der Universitat Wien durchgefihrt.

Die Parasitenisolate stammten von symptomatischen Patienten, welche die Malariaklinik oder die
Poliklinik des Provinzkrankenhaus von Mae Hong Son konsultierten und bei welchen eine Mono-
infektion mit P. falciparum und eine asexuelle Parasitendichte von 1000 - 80000/ml Blut mikro-
skopisch gesichert wurden. Behandlung mit Malariamitteln wahrend der vorangegangenen zwei
Monate galt als Ausschlusskriterium.

Die Artemisininempfindlichkeit von P, falciparum wurde mittels WHO-Standard-Mikrotest fur die
Bestimmung der Schizontenreifungshemmung gepriift (6). Die Testplatten wurden an der Abtei-
lung fur Spezifische Prophylaxe und Tropenmedizin der Universitat Wien mit Artemisinin vordo-
siert. Hierzu diente der Artemisinin-Referenzstandard der Academy of Military Medical Science,
Beijing. Die Testplatten (FALCON 3070, Becton Dickinson) enthielten in den Vertiefungen B-H auf-
steigende Mengen von 0,15; 0,50; 1,50; 5,00, 15,00; 50,00 und 150 nmol Artemisinin, entsprechend
Konzentrationen von 3; 10; 30; 100; 300; 1000 und 3000 nM in der Blut-Medium-Mischung (BMM).
Vertiefung A diente als medikamentfreie Kontrolle.

Mittels steriler heparinisierter Mikropipette wurden 100 pl Blut aus der Fingerbeere enthommen
und mit 900 pl RPMI-1640 Medium (komplett mit Natriumbikarbonat und HEPES-Puffer) verdinnt
um die Blut-Medium-Mischung (BMM) zu erhalten. Zugleich wurde ein dicker Tropfen zur genauen
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Ergebnisse

Bestimmung der Parasitendichte angefertigt. Je 50 pl der BMM wurden nun in die acht vorgesehe-
nen Vertiefungen der Testplatte gegeben. Die Testplatte wurde mit einem Sterildeckel (FALCON
3071) geschlossen, in einen vorgewarmten Kerzentopf verbracht und fir 24 Stunden bei 37,5°C im
Inkubator belassen. Nach der Bebriitung wurden die Platten dem Kerzentopf entnommen. Nach
Entfernung der tberstehenden Blutplasma-Medium-Mischung wurden aus den Sedimenten der
Vertiefungen dicke Tropfen angefertigt, wobei die acht Proben der jeweiligen Testserie (in festste-
hender Anordnung) auf einem einzigen Objekttrager plaziert wurden. Nach griindlicher Trocknung
wurden die Testpraparate bei pH 6,8 - 6,9 nach GIEMSA gefarbt.

Die Bestimmung der aktuellen, zur Zeit der Probeentnahme flir den Sensibilitatstest bestehen-
den Parasitendichte erfolgte nach der WHO Standardmethode (11). Hierzu werden asexuelle Para-
siten und Leukozyten parallel gezahlt. Bei Parasitendichten bis zu 8000/ul erfolgt die
Parallelzadhlung gegen 200 Leukozyten, bei Parasitendichten > 8000/l gegen 500 Parasiten.

In den Praparaten fur die Sensibilitatsprufung wurde die Schizontendichte in den dicken Tropfen
auf der Basis von jeweils 200 asexuellen Parasiten (alle Formen) bestimmt. Der Wert aus Vertiefung
A (medikamentfreie Kontrolle) diente zur Berechnung der relativen Hemmung der Schizontenrei-
fung in Vertiefungen B - H. Als Schizonten gelten asexuelle Parasiten mit mindestens 3 Chroma-
tinkorpern. Schizontenreifung von 210% in der medikamentfreien Kontrolle gilt als Gultig-
keitskriterium fiir den Test (10).

Die konzentrationsabhdngige Hemmung der Schizontenreifung durch Artemisinin zeigt bei
P, falciparum eine log-normale Verteilung (7). Darum eignet sich das Verfahren von LITCHFILED und
WILcoxoN (3) zur Auswertung individueller und gruppierter Testserien. Bei dieser Methode werden
die Arzneimittelkonzentrationen zu Logarithmen und die Hemmwerte (%) in Probits transformiert.
Die transformierten Werte kénnen nun zur Berechnung einer linearen Regression der kleinsten
Quadrate verwendet werden. Die Methode von LITcHFILED und WILcoxoN schliefdt die Berechnung
wichtiger Regressionsparameter und Vertrauensgrenzen ein. Da es auch unter Verwendung ubli-
cher elektronischer Taschenrechner duflerst zeitaufwendig ist, wurden im Rahmen dieser Studie
EDV-Versionen des Verfahrens benutzt (2, 7).

Zwischen 1994 und 1999 wurden insgesamt 275 P. falciparum Isolate erfolgreich auf deren Artemi-
sininsensibilitat geprift. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Samtliche Log-Probit Regressionen zeigen eine gute Ubereinstimmung zwischen der Regressi-
onsgeraden und den Datenpunkten. Dies kommt durch einen mittleren Korrelationskoeffizienten
von 0,9838 zum Ausdruck. Ferner liegen die x? Werte fr Heterogenitat weit unter der Signifikanz-
grenze. Die als Beispiele gezeigten Regressionen fiir 1994 (Abb. 1) und 1999 (Abb. 2) illustrieren das
log-normale Verhalten der Wirkung von Artemisinin und relativ enge 95% Vertrauensgrenzen fiir
die Regressionsgeraden.

Die in Tabelle 1 angefiihrten EC-50 und EC-90 Werte und die in Abb. 3 gezeigten Regressions-
geraden zeigen zwischen 1994 und 1999 einen Anstieg der Artemsininsensibilitat. Lediglich im
Jahre 1998 war diese Entwicklung tempordr unterbrochen. Insgesamt erfolgte zwischen 1994 und
1999 eine Reduktion der EC-50 von 35,85 nM auf 9,98 nM, die EC-90 fiel von 436,41 auf 32,46 nM.
Dies war eine hochsignifikante Erhéhung der Sensibilitat, welche sich auch in einer signifikanten
Verminderung der mittleren Vollhemmung der Schizontenreifung ausdriickt. Die geometrischen
Mittel der absoluten Hemmkonzentrationen fielen von 407,40 nM im Jahre 1994 auf 74,81 nM im
Jahre 1999 (t = 7,94; p <107%). wahrend des gleichen Zeitraums verringerten sich die Steigungswerte
(S) der Regressionsgeraden von 6,954 auf 2,497, d.h. der anfangs sehr flache Regressionsverlauf
wurde zunehmend steiler. Die Anderung der Steigung ist signifikant da das Steigungsverhaltnis
(SR =2,785) grofier ist als sein Faktor (fsg = 1,641).
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Tabelle 1:

Hauptparameter der Artemisininempfindlichkeit von Plasmodium falciparum in Mae Hong Son,

Thailand, 1994-1999.

Mit Ausnahme des
Jahres 1998 vollzogen
sich die Anderungen der

- Hauptparameter EC-50,
PARAMETER 1994 1995 1996 1997 1998 1999 EC-90, Regressionsstei-
gung und Endpunkt der
9% SRH* bei Schizoptenre}fung gra-
3nM 11,60 13,71 21,10 10,15 3,20 11,13 due,“ im - Sinne - einer
10 nM 27,98 27,91 51,32 42,93 19,51 45,46 gleichmafigen  Erho-
30 nM 42,74 48,21 68,69 80,25 43,65 90,05 hung der Sensibilitat und
100 nM 66,60 80,77 98,16 95,67 69,62 99,45 : . )
300 nM 84,35 95,88 99,81 99,79 84,70 100,00 einer steileren  Regres
1000 NM 99,82 97,97 100,00 99,99 99,90 100,00 sion. So blieben die mei-
3000 nM 100,00 99,17 100,00 100,00 100,00 100,00 sten Veranderungen von
Anzahl Isolate 51 40 41 59 49 35 Jahr zu Jahr unter der Sig-
r (der Regression) 0,9709 0,9902 0,9706 0,9986 0,9762 0,9961 nifikanzgrenze, mit Aus-
+2 f. Heterogenitat 3,3601 2,2034 3,4613 0,3917 2,6492 0,4967 nahme  der mittleren
S (Steigung) 6,9540 5,8826 3,9619 3,1158 4,8399 2,4973 absoluten  Hemmkon-
EC-50 nM 35,8500 24,9300 10,2400 12,2600 432500 9,9800 zentrationen (geometri-
on ' ' ' ' ' ' sche Mittel, GMEP) 1995
EC-90 nM 436,4100 244,5900 60,3700 53,0100 330,0200 32,4600 und 1996, welche von
GMEP** nM 407,4000 257,7900 97,9600 86,4500 331,3900 74,8100 25779 nM auf 9796 nM
fielen (t = 35164, p
* SRH = Hemmung der Schizontenreifung <0,001).
** GMEP = Geometrisches Mittel der Endpunktkonzentrationen der Schizontenreifung i
Zwischen 1997 und

1998 war eine signifi-

kante, interkurrente Reduktion der Artemisininempfindlichkeit zu beobachten (GMEP 86,45 nM
und 331,39; t = 6,2489; p <107%). Auch die Regressionsgerade verflachte sich signifikant (SR = 1,553
>fsg = 1,382) Die 1998 verzeichneten Hauptparameter unterschieden sich nur wenig von jenen des
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Abbildung 1:

Artemisininempfindlichkeit von Plasmodium falciparum in Mae Hong Son, Thailand, 1994,

mit Datenpunkten und 95% Vertrauensbereich der Regressionslinie.

SMI = Hemmung der Schizontenreifung.
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Jahres 1994. Zwischen 1998 und 1999 erfolgte
eine Trendumkehr und es wurde eine weitere
Steigerung der Artemisininempfindlichkeit
beobachtet (GMEP Reduktion von 331,39 nM
auf 74,81 nM; t = 6,857; p <107%). Die Steigung
wurde wieder steiler (SR=1,938 > fSR=1,476;p
<0,05) und erreichte den geringsten Wert seit
1994.

Diskussion

Die individuellen, jahresspezifischen Regres-
sionen der Artemisininempfindlichkeit von
P. falciparum in Mae Hong Son weisen eine
gute Ubereinstimmung der Datenpunkte und
der Regressionslinien auf; die 95% Vertrauens-
bereiche der Hauptparameter sind relativ eng.
Daher steht dem Vergleich der jahresspezifi-
schen Werte nichts im Wege.

Das auffalligste und zundchst paradox
erscheinende Phéanomen ist die stetige, nur
1998 temporar unterbrochene Steigerung der
Artemisininempfindlichkeit von P. falciparum
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Abbildung 2:

Artemisininempfindlichkeit von Plasmodium falciparum in Mae Hong Son, Thailand, 1999,
mit Datenpunkten und 95% Vertrauensbereich der Regressionslinie.
SMI = Hemmung der Schizontenreifung.
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Abbildung 3:

Artemisininempfindlichkeit von Plasmodium falciparum in Mae Hong Son, Thailand, 1994-1999.
SMI = Hemmung der Schizontenreifung.

zwischen den jahren 1994 und 1999. Sie wird
aus der Herkunft der Patienten verstandlich.
Wird der Anteil der Patienten aus Myanmar am
Malaria-positiven Krankengut der Malariakli-
nik Mae Hong Son mit der Entwicklung der
EC-50 fir Artemisinin in den Jahren 1994-1997
und 1999 verglichen, so ergibt sich eine umge-
kehrte Korrelation mit dem Koeffizienten r =
0,9726 und p <0,01. Die steigende Artemisinin-
empfindlichkeit dirfte sich daher mit sehr
hoher Wahrscheinlichkeit aus dem Ruckgang
des Patientenanteils aus Myanmar exklaren.
Wie bereits erwahnt, werden Artemisinin und
Artemisininderivate in Myanmar haufig zur
Selbstbehandlung der Malaria verwendet.
Wegen des hohen Preises der Praparate richtet
sich die Selbstbehandlung selten nach den
ublichen Richtlinien, sondern ist zu kurz
und/oder unterdosiert. Sie bringt zwar Klini-
sche Besserung, kaum aber Ausheilung der
Infektion. Wie der Vergleich von Isolaten vor
und nach Rekrudeszenz ergeben hat, fallt die
Artemisinempfindlichkeit von P falciparum
nach nichtkurativem in vivo-Kontakt mit
Artemisininanalogen (4). Dieser Mechanis-
mus durfte die Artemisininempfindlichkeit
von P. falciparum mafgebend beeinflussen.

Leider gibt es keine Berichte tber die gegen-
wartige in vitro-Sensibilitatslage in Myanmar
selbst.

Der vorUbergehende Riickgang der Artemi-
sininempfindlichkeit im Jahre 1998 lasst sich
nicht durch eine Uberdurchschnittliche Quote
von Patienten aus Myanmar erklaren. Er dirfte
auf eine signifikante Abnahme der Malaria-
Ubertragung auf thaildndischem Gebiet (flr
die Inzidenz t = 18/1000; p <107%) und einen
relativ hohen Anteil von residuellen Infektio-
nen nach Mefloquinversagen zuruckzufiihren
sein. Mefloquinresistenz ist mit verminderter
Artemisininsensibilitdt verbunden (8). VYon
1997 bis 1998 hat die Anzahl von P, falciparum
Infektionen an der Malariaklinik um 58% abge-
nommen. Auch die Inzidenz von P vivax war
ricklaufig. Der relative Anteil von P._falciparum
Infektionen nahm zwischen 1997 und 1998
signifikant ab (x? = 9,6862; p <0,005). Trotz
etwa gleicher Malariainzidenz im Jahre 1999

hat sich der P._falciparum Anteil wieder auf die friihere Proportion eingependelt. Dazu erreichte der
Anteil von Patienten aus Myanmar mit 30,4% den tiefsten Stand wahrend des Zeitraums von 1994-

1999.
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Die 1999 beobachtete Artemisininempfindlichkeit von P. falciparum in Mae Hong Son entspricht
etwa den Basiswerten von Tanzania (12) und ist als ausgesprochen hoch anzusehen. Im etwa
350 km sudlicher gelegenen Gebiet von Mae Sot, wo Artesunat seit 1995 therapeutisch eingesetzt
wird, war die Artemisininempfindlichkeit 1999 signifikant geringer.

Longitudinale in vitro Untersuchungen der Artemisininempfindlichkeit von Plasmodium falciparum
wurden zwischen 1994 und 1999 in Mae Hong Son, Nordwest-Thailand, mit insgesamt 275 Parasi-
tenisolaten durchgefiihrt. Wahrend dieses Zeitraums ging die mittlere EC-50 flr Artemisinin von
35,85 nM auf 9,98 nM zuruck, die mittlere EC-90 von 436,41 nM auf 32,46 nM. Auch die Mittelwerte
far absolute Schizontenreifungshemmung fielen von 407,40 nM auf 74,81 nM. Diese Sensibilitat
steht signifikant in umgekehrtem Verhaltnis zum Anteil von Malariapatienten aus Myanmar. Der
Trend zu hoherer Artemisininempfindlichkeit war 1998 voriibergehend unterbrochen, wofur ein
signifikanter Riickgang der Malariaubertragung, insbesondere jener der Falciparum-Malaria, und
der Anteil residuellen Reservoirs nach Mefloquinversagen verantwortlich gewesen sein durften.

Plasmodium falciparum, Artemisinin, Sensibilitat, in vitro, Thailand.

In vitro studies on the sensilivity to artemisinin in Plasmodium falciparum
at Mae Hong Son, Thailand, 1994-1999

Longitudinal in vitro investigations of the sensitivity of Plasmodium falciparum to artemisinin were
conducted between 1994 and 1999 at Mae Hong Son, northwestern Thailand, examining a total of
275 parasite isolates. During this period the mean EC-50 for artemisinin dropped from 35.85 nM to
9.98 nM, the mean EC-90 from 436.41 nM to 32.46 nM. Also the geometric mean of cut-off concen-
trations dropped from 407.40 nM to 74.81 nM. The sensitivity shows a significant inverse correla-
tion with the proportion of malaria patients from Myanmar. The trend towards higher sensitivity to
artemisinin was temporarily interrupted in 1998. This was apparently due to a significant reduction
of malaria transmission, especially that of falciparum malaria, and an important proportion of resi-
dual reservoir after mefloquine failure.

Plasmodium falciparum, Artemisinin, Drug Sensitivity, in vitro, Thailand.

Besonderer Dank fur harmonische und effiziente Zusammenarbeit gebuhrt dem Personal des
Office of Vector-borne Disease Control, Chiang Mai, der Malariaklinik und der Poliklinik des Pro-
vinzkrankenhauses von Mae Hong Son.

Dem Oslerreichischen Ministerium far Wissenschaft und Verkehr sei fiir die Mittel gedankt,
welche B. W. und C. Z. gestatteten zwischen 1994 und 1997 an der Studie teilzunehmen.
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