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1. Einleitung

1. Einleitung

Trotz vielfaltiger Kontrollstrategien und insgesamt sinkender Pravalenz erkrankten im Jahr
2018 weltweit circa 228 Millionen Menschen an Malaria, wovon 405.000 Personen verstarben.
Kinder unter funf Jahren tragen hierbei die groRte Last, unter ihnen fanden sich 67 % der
Todesfalle. Geographisch war die Region Afrika der Weltgesundheitsorganisation (WHO) mit
93 % aller Malaria-Erkrankungen am starksten betroffen (WHO, 2019).

Parvovirus B19 (B19V) ist weltweit verbreitet und ein haufiger Krankheitserreger bei Kindern.
Die Angaben der Seropravalenz in padiatrischen Studienpopulationen aus Landern sidlich
der Sahara schwanken zwischen 14 % in Kenia (Wildig et al., 2010) und tUber 90 % im Niger
(Jones et al., 1990). B19V ist nicht nur Ausléser der hierzulande bekannten Kinderkrankheit
Ringelrdteln (Erythema infectiosum), sondern kann gerade bei immundefizienten Personen

schwere Anamien verursachen.

Fieberhafte Episoden sowie Anamien kénnen im Rahmen beider Erkrankungen auftreten und
sind auf unterschiedliche Pathomechanismen zurlickzufiihren. Aufgrund der starken
Verbreitung beider Infektionen ist das Auftreten als Koinfektion im Kindesalter naheliegend
und mehrfach beschrieben. Offen bleibt bisher, in wieweit die Anamie bei Koinfektionen
schwerer verlaufen kann, ob sie gehauft auftritt und wie der generelle klinische Verlauf einer

Koinfektion sich von dem Verlauf der Monoinfektionen unterscheidet.

1.1. Anamie

1.1.1. Definition der Anamie und Epidemiologie

Die Anamie wird allgemein Uber das Unterschreiten von Grenzwerten der Hamoglobin-
Konzentration (Hb) oder des Hamatokrit-Werts (Hkt) im Blut definiert. Der ghanaischen
Gesundheits- und Demografie-Umfrage aus dem Jahr 2008 zufolge hatten 78,4 % der Kinder
unter finf Jahren eine Anamie mit einem Hb von < 11 g/dl. Davon hatten 7,8 % eine schwere
Anamie (Hb < 7 g/dl). In der Ashanti-Region, in der sich auch unser Studiengebiet befindet,
lag die Haufigkeit der Anamie mit 79,8 % und 12,2 % schwerer Anamie leicht ber dem
nationalen Durchschnitt (Ewusie et al., 2014). Aktuellere Untersuchungen aus der Brong-
Ahafo-Region im westlichen Ghana zeigten bei 73,1 % der Kinder eine Anamie, allerdings nur

bei 3,1 % eine schwere Anamie (VanBuskirk et al., 2014).
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1.1.2. Hamoglobin und Laborparameter

Das Protein Hb ist fiir den Transport von Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid im menschlichen
Kérper verantwortlich. Hb findet sich in den Erythrozyten und wird anhand der
Hb-Konzentration gemessen. Bei einer verminderten Hb-Konzentration im Blut wird
unabhangig von der zugrunde liegenden Ursache von einer Anamie gesprochen. Die
Grenzwerte sind hierbei von Alter und Geschlecht abhangig. Neben verschiedenen
Erkrankungen kénnen unter anderem auch Ernahrungsweisen und der Aufenthalt in gréReren

Hohen die Hb-Konzentration im Blut beeinflussen.

Die Erythropoese erfolgt nach der Geburt tGiber mehrere Vorstufen im Knochenmark und wird
durch das Zytokin Erythropoietin stimuliert. Die letzte Vorstufe der Erythrozyten, die
Retikulozyten, stellen ca. 1 % der roten Blutzellen im peripheren Blut dar und spiegeln die
Aktivitat der Erythrozyten-Produktion wider. Die Entwicklung eines reifen Erythrozyten dauert
durchschnittlich 7 d, die Uberlebenszeit betragt 120 d. Bei Sauerstoffmangel in Organen und
Geweben reagiert der Kérper mit einer gesteigerten Erythropoese. Die Ursachen hierfir kén-

nen vielfaltig sein, z. B. ein gesteigerter Verlust von Erythrozyten.

Neben dem Hb-Wert gibt es weitere Laborparameter, die fur die Klassifikation der Anamie
herangezogen werden. Das mittlere korpuskulare Volumen (mean corpuscular volume, MCV)
ist das Mal fur die durchschnittliche GrofRe der peripheren Erythrozyten und wird durch den
Hb-Gehalt und die Plasmaosmolalitat beeinflusst. Wird die Standardabweichung des MCV
errechnet, ergibt sich daraus die GréRRenverteilung der Erythrozyten (red blood cell distribution
width, RDW). Typische Veranderungen liefern Hinweise auf zugrunde liegende Erkrankungen
und ermoglichen eine Aussage dartber, ob die Erythrozyten isozytér (in gleicher Grolie) oder
anisozytar (in unterschiedlichen Grofien) vorliegen. Der Hb-Gehalt der Erythrozyten lasst sich
berechnen und wird als mittleres korpuskulares Hb (mean corpuscular hemoglobin, MCH)
angegeben. MCV und MCH stehen in direktem Zusammenhang zueinander. Aus diesen
Parametern lasst sich der dritte Erythrozytenindex, die mittlere zellulare Hb-Konzentration
(mean cellular hemoglobin concentration, MCHC), berechnen. Der Hkt-Wert beschreibt den
prozentualen Anteil zellularer Blutbestandteile (gréftenteils Erythrozyten) und kann in
zentrifugiertem Blut gemessen oder durch Erythrozytenzahl und MCV berechnet werden.

Einige Anamie-Definitionen verwenden auch Hkt-Grenzwerte.

1.1.3. Klassifikation, Pathophysiologie und Risikofaktoren

Unter Beachtung der zugrundeliegenden Ursache, der Erythrozytenindizes und weiterer

Laborparameter ist eine Gliederung in verschiedene Anamieformen mdglich. Je nach
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Altersgruppe, Lebensumstanden, dem genetischen Hintergrund und auch der geografischen
Herkunft finden sich unterschiedliche Haufigkeiten der einzelnen Anamieformen. Die Genese
ist hierbei zumeist multifaktoriell und die einzelnen Faktoren stehen im Wechselspiel

miteinander.

Anhand des =zeitlichen Verlaufs lassen sich akute und chronische Anamieformen
unterscheiden. Bei chronischen Verlaufen hat das Plasmavolumen zugenommen, sodass der
Abfall der Erythrozytenzahl kompensiert wird und das Blutvolumen im Gegensatz zum akuten
Blutverlust in der Regel normal ist. Auch kann in hypo- und hyperregenerative Anamien
unterschieden werden, sowie nach den typischen morphologischen Veranderungen der
Erythrozyten. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit relevanten Formen und ihre moéglichen

Ursachen sind in Tab. 1 zusammengefasst.

Tab. 1. Klassifikation und Ursachen von Anamien

Klasse der Andamien Ursachen

normochrom, normozytar - hyporegenerativ: chronisch entziindliche Erkrankungen, maligne Tumoren,
systemische Infektionen
- Blutungen

- intravasale Hamolyse

hypochrom, mikrozytar - Eisenmangel (bei Beginn oft nur vermindertes MCH, RDW > 15 %; spater auch
erhoht => Anisozytose)
- Vitamin-B6-Mangel, Kupfer-Mangel
- Thalasséamie (RDW normal)
- Hereditare sideroblastische Anamie

normochrom, mikrozytar - hereditare Spharozytose

hyperchrom, makrozytar - Medikamenten-Nebenwirkung (z. B. Antikonvulsiva, Immunsuppressiva)
- Folsaure-, Vitamin B12-Mangel
- Aplastische Anamie

Grundsatzlich kann eine Anamie durch eine verminderte Produktion, einen Verlust oder eine
vorzeitige gesteigerte Elimination (Hamolyse) von Erythrozyten bedingt sein. Diese
Mechanismen kdénnen auch gleichzeitig auftreten. Eine verminderte Erythropoese kann
beispielsweise durch virale Infektionen, maligne Infiltration des Knochenmarks, chronische
systemische Entziindungszustande, Medikamenteneinnahmen oder auch einen Mangel an
notwendigen Substraten wie z. B. Eisen, Folsaure, Vitamin B12 oder Kupfer verursacht
werden. Ein gesteigerter Blutverlust findet sich haufig im traumatologischen Kontext, bei
pathologischer Blutungsneigung oder im Rahmen chronischer Prozesse, beispielsweise bei
malignen Veranderungen im Gastrointestinaltrakt. Verschiedene genetische Defekte, wie die
Sichelzellkrankheit, Thalassdmien, oder ein Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Mangel
(G6PD), fihren zu einem gesteigerten Abbau der veranderten Erythrozyten. Auch autoimmune

Mechanismen konnen eine intravasale Hamolyse mit konsekutiven Anamien verursachen. Die
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weltweit am haufigsten vorkommende Anamieform ist auf den Mangel an Eisen
zurtckzufihren und durch hypochrom-mikrozytare Erythrozyten gekennzeichnet (Kassebaum
et al., 2014).

Wie bereits erwahnt, spielen Alter und geografischer Kontext bei der Ursachenbestimmung
eine besondere Rolle, sodass im Folgenden auf Anamieursachen in der padiatrischen
Population in afrikanischen Landern sudlich der Sahara eingegangen wird. Abb. 1 zeigt eine
Zusammenfassung der dort relevanten Aspekte, gegliedert in infektiologische, nutritive und
genetische Ursachen der Anamie. Eine Studie unter Kindern mit schwerer Anamie (Hb < 5
g/dl) in Malawi zeigte bei 50 % eine verminderte Erythropoese als ursachlich. Ein Funftel der
Kinder hatte eine hamolytische Anamie und in rund 7 % waren Blutverluste die Ursache der

Anamie (Boele van Hensbroek et al., 2010).

direkt:

- gesteigerter Abbau von infizierten
und nicht infizierten Erythrozyten in
Milz/Leber und Hypersplenismus

Genetische Infektionen

Pradisposition - Parasiten zeitversetzt:

G6PD P. falciparum - Induktion von Mediatoren, z.B.

Sicherzellerkrankung Hakenwurm proinflammatorische Zytokine >
- Bakterien Hemmung der Erythropoese und
- Viren Dyserythropoese

Parvovirus B19
Nutritiver Mangel

Eisen
Vitamin B12 zeitversetzt:
Folsaure - Induktion der Apoptose von BFU-E
Vitamin A und CFU-E

- Hemmung der Erythropoese

Abb. 1. Uberblick iiber Ursachen der Aniamie - Neben genetischer Pradisposition und Mangel an Vitaminen und
Spurenelementen kdnnen auch Infektionen eine Anamie verursachen oder verstarken. Die Abb. fasst zudem die
Hauptmechanismen der Infektionserreger P. falciparum und B19V zusammen. BFU-E: erythroid burst forming units;
CFU-E: erythroid colony forming units.

Eine der wichtigsten infektiologischen Ursachen fir die Entstehung und Aufrechterhaltung
einer Anamie durch Hamolyse und verminderte Erythropoese ist die Erkrankung an Malaria
(Kapitel 1.3.4.). Menon und Yoon konnten bei 52,6 % der anamischen Kinder in Uganda
Parasiten nachweisen (Menon & Yoon, 2015). In einer Studie in Malawi stellte sich die
saisonale Transmission gegenlber der ganzjahrigen Ubertragung von P. falciparum als
Risikofaktor flr eine Anamie heraus (Calis et al., 2008). Als Hauptrisikofaktoren fiir eine
schwere Anamie beschrieben Calis et al. jedoch das Vorkommen einer Bakteriamie und einer
Hakenwurm-Infestation mit chronischen Blutverlusten. Auch die Schistosomiasis und virale
Infektionen mit dem Humanen

Immundefizienzvirus  (HIV), Epstein-Barr-Virus,
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Cytomegalovirus oder B19V (Kapitel 1.2.4.) kdbnnen Anamien verursachen (Jonker et al.,
2017). Detailliertere Angaben zum Pathomechanismus der Anamie-Entstehung bei

P.-falciparum- und B19V-Infektion finden sich in den jeweiligen Kapiteln (1.2.4. und 1.3.5.).

Daneben spielen auch nutritive Aspekte eine Rolle, wobei vor allem Eisen-, Vitamin-B12-,
Vitamin-A- und Folsduremangel Anamien verursachen beziehungsweise verstarken konnen
(Jonker et al., 2017). In der Elfenbeinklste fand sich bei 25 % der Kinder im Vorschulalter und

bei 39 % der Schulkinder eine Eisenmangelanamie (Asobayire et al., 2001).

Eine in Afrika relativ haufige Ursache hamolytischer Anamien ist die autosomal vererbte
Sichelzellkrankheit. Verschiedene Hb-Punktmutationen flhren zu einem Austausch der
sechsten Aminosaure Valin durch Glutamin (HbS) beziehungsweise Lysin (HbC) und
verursachen bei homozygotem (HbSS, HbCC) oder compound-heterozygotem (HbSC)
Auftreten eine pathologische Vernetzung der Erythrozyten im desoxygenierten Zustand. Diese
Polymerisationsneigung ist zusammen mit anderen Dysfunktionen der Erythrozytenmembran
fur die klinische Symptomatik verantwortlich. Bei homozygoten Tragern kommt es durch die
Erythrozyteninstabilitdt und Hamolyse zu einer chronischen Anamie, sowie intermittierenden
akuten vasookklusiven Krisen. Diese konnen sich mit entsprechender Symptomatik an
unterschiedlichen Organen manifestieren, zugleich entsteht frihzeitig eine funktionelle
Asplenie mit Neigung zur Sepsis-Entwicklung. Compound-heterozygote Trager der HbS- und
HbC-Mutation prasentieren in der Regel eine mildere klinische Symptomatik als homozygote
Anlagetrager. Weitere Hb-Mutationen werden bei compound-heterozygotem Auftreten mit
HbS zur Gruppe der Sichelzellkrankheiten gezahlt (Bender, 2017). In Ghana findet sich die
Sichelzellkrankheit (HbSS, HbSC, HbCC) bei
2,0-2,7 % der padiatrischen Studienpopulationen (Kreuels et al., 2010; VanBuskirk et al.,
2014). Ursachlich fur die Persistenz der Mutation in Malariagebieten ist der relative Schutz
gegenltber Malaria-Erkrankungen, von dem heterozygote Anlagetrager (HbAS) profitieren
(Piel et al., 2010). Auch sie kdnnen sich mit P. falciparum infizieren, allerdings finden sich bei
heterozygoten Anlagetragern in bis zu 22 % seltener Falle unkomplizierter und in bis zu 90 %
seltener schwere Verlaufe der Malaria-Erkrankung (May et al., 2007; Kreuels et al., 2010).
Haufigkeiten des heterozygoten Genotyps HbAS liegen in Ghana zwischen 9,1-10,9 %
(Kreuels et al., 2010; Amoako et al., 2014).

Auch der X-chromosomal vererbte G6PD-Mangel flihrt zu chronischer Anamie und kann mit
akuten hamolytischen Krisen einhergehen (Mehta et al., 2000). Da auch diese Erkrankung
einen protektiven Effekt vor schweren Verlaufsformen einer P.-falciparum-Infektion bietet, ist

die epidemiologische Verteilung entsprechend (Luzzatto, 1979). In Ghana sind vor allem drei
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der Uber 400 bekannten Mutationen vertreten. Die Pravalenz des G6PD-Mangels liegt in
Ghana bei 10,6 % (Amoah et al., 2016).

1.1.4. Klinische Symptomatik der Anamie, Pravention und Therapie

Ungeachtet der Ursache prasentiert sich die Anamie mit charakteristischen Symptomen.
Typischerweise sind die Patienten blass, mide und vermindert belastbar. An Anamien, die
sich langsam entwickeln, kdnnen sich gerade Kinder gut adaptieren. Akute Hb-Abfalle oder
sehr schwere Formen werden in der Regel weniger gut toleriert und fihren zu Tachykardie,
Dyspnoe, Verwirrung und starker Unruhe. Hamolytische Anadmien kénnen zusatzlich eine
Dunkelfarbung des Urins und einen Skleren- und Hautikterus verursachen. Bei
Blutungsanamien kdnnen gastrointestinale Blutverluste oder auch Nasenbluten
hinzukommen. Beglinstigt durch die komplexen Ursachen kénnen Anamien langfristig die
korperliche und kognitive Entwicklung der Kinder negativ beeinflussen (Kassebaum et al.,
2014).

Die meist multifaktorielle Genese ermdglicht zahlreiche praventive Ansatze zur Verhinderung
sowohl akuter als auch chronischer Anamien. Neben ausgeglichener Ernahrung ist die
spezielle Substitution von Nahrstoffen und Vitaminen wie Eisen, Folsaure, Vitamin A, etc.
moglich. Schon 1997 beschrieben Mendez et al. die positiven Effekte einer Eisensubstitution
auf die Anamie, jedoch wird dies aufgrund von gleichzeitiger Beglinstigung von Infektionen mit

Bakterien und Parasiten kontrovers diskutiert (Menendez et al., 1997; Jonker et al., 2017).

Auch die MalBnahmen der Malaria-Pravention wie impragnierte Moskitonetze,
Chemoprophylaxe und der Einsatz von Insektiziden haben einen Einfluss auf die Pravalenz
der Anamie. Des Weiteren spielt eine konsequente Infektionsbehandlung eine wichtige Rolle.
In Gebieten mit hoher Pravalenz gastrointestinaler Helminthen-Infestationen ist die Therapie

dieser von Bedeutung (Crawley, 2004).

Die Therapie richtet sich grundsatzlich nach der Ursache. Im akuten Stadium besteht die
Moglichkeit, den Hb-Gehalt des Blutes Uber Bluttransfusionen zu erhéhen und damit die
Letalitat stark zu reduzieren, wobei gerade in Landern sidlich der Sahara und landlichen
Gebieten die Verflgbarkeit begrenzt ist (Kiguli et al., 2015). AuBerdem besteht im Rahmen
einer Transfusion ein Risiko der Ubertragung von HIV oder Hepatitis-Viren B und C (Dicko et
al., 2004). Im chronischen Stadium sind die Méglichkeiten identisch mit den praventiven

MaRnahmen.
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1.2. Parvovirus B19

1.2.1. Charakteristika und Epidemiologie des Parvovirus B19

Erstmals wurde B19V im Jahr 1975 von Cossart et al. beschrieben. B19V ist ein nicht
umhilites, ikosaedrisches Virus mit einem einzelstrangigen DNA-Genom und zahlt zu den
Erythroviren aus der Familie der Parvoviridae (Cossart et al., 1975; Qiu et al., 2017). Drei
Genotypen sind bekannt, von denen vor allem der Genotyp 3 (V9) in Afrika studlich der Sahara
und damit in Ghana relevant zu sein scheint (Candotti et al., 2004). Die Ubertragung erfolgt
Uber den Speichel hauptsachlich als Tropfchen- und Schmierinfektion, die hochsten
berichteten Transmissionsraten lagen bei bis zu 50 % (Chorba et al., 1986; Sengl et al., 1994).
Aul3erdem ist eine hamatogene Viruslbertragung moéglich, sowohl tber Blutprodukte als auch

von der Mutter auf das ungeborene Kind (Jordan, 1996; Jordan et al., 1998).

Das Virus ist weltweit verbreitet und kann sowohl in Ausbriichen als auch sporadisch zu
Infektionen flhren (Serjeant et al., 1981). Bei Untersuchungen in England und Wales konnten
bei Uber 60 % der jungen Erwachsenen und bei Uber 85 % der 70-Jahrigen spezifische
Immunglobulin-Antikérper vom Typ 1gG nachgewiesen werden (Cohen & Buckley, 1988). Der
Erstkontakt mit B19V erfolgt typischerweise zwischen dem flinften und 15. Lebensjahr (Qiu et
al., 2017). Einige Daten aus Landern suidlich der Sahara lassen auf einen friheren
Viruskontakt bei den dortigen Kindern schlieRen, wobei flachendeckende Erkenntnisse nicht
vorliegen. Eine Studie aus dem Niger fand bereits bis zum Ende des zweiten Lebensjahres
bei 90 % der Kinder spezifische 1gG-Antikorper (Jones et al., 1990). Im Gegensatz hierzu
wurden in Kenia nur bei 14 % der Studienpopulation unter sechs Jahren spezifische IgG-Anti-
korper nachgewiesen (Wildig et al., 2010). Auch bei Kindern unter sieben Jahren in Ghana
fanden sich bei 8 % IgG-Antikérper (Parsyan et al., 2006).

1.2.2. Immunreaktion und Labordiagnostik

Nach einer Inkubationszeit von 7-10 d steigt die Viruslast und proportional dazu die Infektiositat
der infizierten Individuen. Die Anzahl der Viruskopien scheint dabei nicht mit der Schwere des
Krankheitsbildes zu korrelieren (Anderson et al., 1985; Qiu et al., 2017). Im Rahmen der
Immunreaktion werden 10-12 d nach Infektion IgM-Antikbérper gegen die viralen
Kapsidproteine VP1 und VP2 gebildet. Wenige Tage spater steigt auch der IgG-Antikérper-
Titer, sodass haufig beide Antikérper nachweisbar sind. Wahrend die IgM-Antikérper flr
gewodhnlich 3-4 Monate persistieren und somit Zeichen einer frischen Infektion sind, vermitteln
die IgG-Antikérper in der Regel eine lebenslange Immunitat gegenuber Reinfektionen. Bei

immundefizienten Personen kann eine effektive Antikdrperbildung ausbleiben, sodass sich



1. Einleitung

eine entsprechend hohe Viruslast findet (Young & Brown, 2004). Durch die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) detektierbare niedrige Virustiter kbnnen auch bei immunkompetenten
Personen Monate bis Jahre persistieren (Candotti et al., 2004). Der Nachweis von DNA muss
damit nicht fir eine frische Infektion sprechen, sodass eine Kombination diagnostischer Marker
sinnvoll scheint (Gallinella et al., 2003). Der zeitliche Verlauf der Immunreaktion ist in Abb. 2

dargestellt.

Weitere Untersuchungen wie Epitop-spezifische Enzymimmunassays und Aviditatstestungen
kénnen zur zeitlichen Einordnung der Infektion herangezogen werden. So steigt
beispielsweise die Aviditdt der IgG-Antikérper, je langer die Infektion zurtick liegt. Der
IgG-Subtyp 3 findet sich nur wahrend der akuten Phase, der Subtyp 4 hingegen 5-6 Monate
nach der Infektion (Qiu et al., 2017).

Viramie
IgM

Erstkontakt mit

Parvovirus B19 I9G
l l l 1 1 l l l -
I I I | | 1 77 | I I -
0 5 10 15 20 25 2 4 6

Tage Monate

Abb. 2. Zeitlicher Verlauf der Laborparameter bei Parvovirus-B19-Infektion - Nach Erstkontakt mit dem Virus
steigt nach 7-10 d die Viruslast. Wenige Tage spater lassen sich neutralisierende IgM-Antikdrper nachweisen, die
Viruslast sinkt. Ab d 15 ist ein Anstieg des Plasmaspiegels spezifischer IgG-Antikdrper zu verzeichnen. Das Virus
kann mit PCR Uber Monate bis Jahre nachweisbarbar bleiben, auch IgM-Antikorper kdnnen persistieren.
IgG-Antikorper bleiben in der Regel lebenslang nachweisbar und vermitteln eine Immunitat gegenlber erneuten
Infektionen. Grafik nach Anderson et al., 1985; Young & Brown, 2004.

1.2.3. Klinische Symptomatik und Therapieoptionen

Das Virus wurde 1981 bei einem Patienten mit Sichelzellkrankheit in GroR3britannien erstmals
in Verbindung mit einer hypoplastischen Krise gebracht (Pattison et al., 1981). Anderson et al.
gelang 1983 der Nachweis des Zusammenhangs zwischen der Virusinfektion und der seit
1799 bekannten Kinderkrankheit Erythema infectiosum (Anderson et al., 1983). Inzwischen ist
das Virus aulierdem als Verursacher eines Hydrops fetalis bei Infektion wahrend der
Schwangerschaft, aplastischen Krisen bei Patienten mit gesteigerter Erythropoese und
chronischen Anamien bei immundefizienten Individuen bekannt. Auch seine Bedeutung bei
Arthritiden und Myokarditiden wird diskutiert. Die Mehrheit der Infektionen verlaufen jedoch
asymptomatisch (Young & Brown, 2004).
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Die typische Symptomatik der Erkrankung wurde 1985 von Anderson et al. beschrieben.
Hierbei wurden gesunde Freiwillige mit dem Virus infiziert und ein zweiphasiger Verlauf der
Infektion beobachtet. In den ersten Tagen der Viramie fand sich keine oder eine unspezifische
Grippesymptomatik. Die typischen Symptome wie ein Ausschlag oder Gelenkbeschwerden
entwickelten sich erst nach Absinken der Viruslast in der zweiten Phase der Erkrankung und

werden wahrscheinlich durch Immunkomplexe vermittelt (Anderson et al., 1985).

Trotz der weiten Verbreitung der B19V-Infektion und zahlreicher beschriebener schwerer
Krankheitsverlaufe gibt es bisher noch keine zielgerichtete Therapie. Nachdem zunachst in-
vitro-Studien eine Suppression der Virusreplikation durch das Virustatikum Cidofovir zeigen
konnten (Bonvicini et al., 2015), wurde dies auch fur den verwandten Wirkstoff Brincidofovir in
vitro bestatigt (Bua et al., 2019). Weitere Studien bleiben nun abzuwarten. Chronische
Anamien koénnen mit intravends applizierten, Antigen-unspezifischen IgG-Antikdrpern
behandelt werden, wohingegen bei akuter aplastischer Krise Bluttransfusionen im
Vordergrund stehen. Weitere Substanzen wie Hydroxyharnstoff und Cumarin-Derivate werden

aktuell als Therapieoption evaluiert (Manaresi & Gallinella, 2019).

Bisherige Impfstoffentwicklungen zeigten zwar eine vielversprechende Antikérperinduktion in
vivo, leider aber auch Nebenwirkungen, sodass bisher noch kein vertraglicher und wirksamer
Impfstoff zur Verfigung steht (Ballou et al., 2003; Bernstein et al., 2011). Neuere Arbeiten
berichten von erfolgreichen Impfstoffen in Mausmodellen, deren weitere Entwicklung
abzuwarten bleibt (Chandramouli et al., 2013; Penkert et al, 2017). Gerade
immunsupprimierte  Kinder wirden weltweit von einer Impfung profitieren. Auch
Schwangerschaftskomplikationen wie ein Hydrops fetalis oder Virus-assoziierte Erkrankungen

wie Arthitiden oder Myokarditiden kénnten dartber verhindert werden (Qiu et al., 2017).

1.2.4. Anamie bei Parvovirus-B19-Infektionen

Das Virus befallt die erythroiden Vorlauferzellen im Knochenmark, besonders die ,erythroid
burst forming units* (BFU-E) und die ,erythroid colony forming units* (CFU-E) und induziert
nach seiner Replikation die Apoptose der betroffenen Zellen (Morinet et al., 2011). Die hieraus
resultierende Hemmung der Erythropoese wurde bereits 1983 in vitro nachgewiesen und
besteht fiir bis zu 10 d (Mortimer et al., 1983; Wildig et al., 2006). Uber diese Mechanismen
lassen sich auch die weiteren hamatologischen Auffalligkeiten erklaren, die Anderson et al.
1985 beobachtete. Zwischen d 8-10 und d 17-26 waren im peripheren Blut keine Retikulozyten
nachweisbar. Zur gleichen Zeit liel3 sich ein Hb-Abfall begleitet von einer Neutro- und
Lymphopenie beobachten. Die Thrombozytenzahl blieb im Normbereich, zeigte aber auch

einen deutlichen Abfall (Anderson et al., 1985). Bei gesunden Personen spielen diese
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Veranderungen und auch ein Hb-Abfall von > 2 g/dl meist eine untergeordnete Rolle, da dies
durch die lange Lebenszeit der Erythrozyten kompensiert werden kann (Pasvol, 2006). Zur
transienten aplastischen Krise kommt es meist auf dem Boden anderer chronischer
Erkrankungen, wie einer hamolytischen Anamie, einer Sichelzellkrankheit, Spharozytosen
oder einer durch Eisenmangel bedingten gesteigerten Erythrozytenproduktion (Pattison et al.,
1981; Frickhofen & Young, 1989; Serjeant et al., 1993). Die chronische Anamie ist durch eine
dauerhafte Virusvermehrung im Knochenmark bedingt und betrifft hauptsachlich Personen mit
angeborenen oder erworbenen Immundefekten. Dennoch werden diese Verlaufe gelegentlich

auch bei gesunden Personen beobachtet (Heegaard & Brown, 2002).

Erste Daten zum Vorkommen einer B19V-Infektion bei anamischen Kindern in Landern sidlich
der Sahara wurden 1990 von Jones et al. aus dem Niger verdffentlicht. In der Malaria-Saison
zur Regenzeit fand sich unter 24 anamischen Kindern (Hkt 10-20 %) bei 13 Kindern (54,2 %)
eine B19V-Infektion (IgM- oder DNA-Nachweis durch in-situ-Hybridisierung), sieben Kinder
hatten zugleich eine Plasmodien-Infektion und zwei eine Sichelzellkrankheit. Wahrend der
Trockenzeit fanden sich unter 19 schwer anadmischen Kindern nur zwei akute B19V-
Infektionen (10,5 %). Auf Grundlage dieser Ergebnisse fuhrte die Arbeitsgruppe eine zweite
Untersuchung mit nicht-anamischer Kontrollgruppe im gleichen Studiengebiet durch. Dabei
fand sich eine niedrige Pravalenz der Virusinfektion in beiden Gruppen (Anamie: 10,5 % und
Kontrollgruppe: 2,5 %). Nachfolgend wurde die Bedeutung der B19V-Infektion flr die
Entstehung von Anamien hinterfragt und ein erhdhtes Risiko im Rahmen von Virusausbrichen
diskutiert (Jones et al., 1990). Eine geringe Relevanz der Infektion bei anamischen Kindern
zeigte auch eine Fall-Kontroll-Studie aus Malawi, wo sich die B19V-Infektion lediglich bei zwei

Kindern in der Kontrollgruppe ohne Anamie fand (Yeats et al., 1999).

Im Gegensatz hierzu stehen die Ergebnisse einer Untersuchung aus Papua-Neuguinea, in der
Blutproben aus den Jahren 1996-2002 von Kindern im Alter zwischen sechs Monaten und
sechs Jahren mit klinischem Verdacht auf Malaria retrospektiv untersucht wurden. In der
Fallgruppe mit 169 Kindern, definiert Gber eine schwere Anamie (Hb < 5 g/dl), fanden sich bei
30,2 % spezifische IgM-Antikdrper als Hinweis auf eine akute B19V-Infektion, gegenuber 13,6
% in der zugehdrigen Kontrollgruppe. Nach einer multivariaten Analyse stellte sich die B19V-
Infektion als unabhangiger Risikofaktor mit ahnlicher Relevanz wie eine Plasmodien-Infektion
fur die Entwicklung einer schweren Anamie heraus (Wildig et al., 2006). Die gleiche
Arbeitsgruppe zeigte etwas spater in einer retrospektiven Fall-Kontroll-Studie auch in Kenia
eine signifikante Assoziation zwischen der B19V-Infektion und einer schweren Anamie. Uber
funf Jahre (1999-2004) konnte aber auch eine temporare Haufung der B19V-Infektion im Jahr

2003 beobachtet werden, was die vorab diskutierte Bedeutung von B19V-Infektionen als
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temporarer Risikofaktor fur schwere Anamien unterstreicht (Wildig et al., 2010). Auch in zwei
weiteren Studien aus den Jahren 2012 und 2013 stellte sich in Papua-Neuguinea und Ghana
die B19V-Infektion als Risikofaktor (OR: 75,8; 95-%-Kl: 15,4-526; p < 0,01 und
OR: 4,07; 95-%-KI: 0,8-20,3) fur die Entwicklung einer schweren Anamie heraus (Manning et
al., 2012; Duedu et al., 2013). Die aktuellste Studie aus Tansania zeigte ebenfalls einen

Zusammenhang zwischen B19V-Infektion und schwerer Anamie (Tizeba et al., 2018).

In  unserer Studienpopulation ist aufgrund der Pravalenz von G6PD-Mangel,
Sichelzellkrankheit, Eisen- und andere Mangelanamien, HIV- und P.-falciparum-Infektionen
eine erhoéhte Vulnerabilitdt gegenliber schweren Verlaufen der B19V-Infektion denkbar und

wurde daher in der vorliegenden Arbeit untersucht.

1.3. Plasmodium falciparum

1.3.1. Epidemiologie

Infektionen mit Plasmodien und die dadurch verursachte Malaria-Erkrankung sind die
bedeutendste parasitére Erkrankung des Menschen. In der WHO-Region Afrika finden sich 93
% aller Erkrankungsfalle, in 99,7 % ist P. falciparum der verantwortliche Erreger (WHO, 2019).
Die Malaria-Erkrankung wird von verschiedenen Arten der Protozoen der Gattung Plasmodium
verursacht. Bisher sind fliinf humanpathogene Plasmodium spp. bekannt, P. ovale, P. vivax,
P. malariae, P. knowlesii und P. falciparum, die sich in ihrer geografischen Verteilung, ihrer
Virulenz und den typischen Krankheitsverlaufen unterscheiden. In afrikanischen Landern
sudlich der Sahara sowie in Papua-Neuguinea, Haiti und der Dominikanischen Republik findet
sich vor allem P. falciparum. Die verursachte Malaria tropica ist durch unregelmafige
Fieberschiibe und schwere Verlaufsformen mit zerebraler Malaria gekennzeichnet. In Amerika
und Gebieten des westlichen Pazifiks dominiert P. vivax, der Erreger der Malaria tertiana mit
einer Drei-Tages-Fieberrhythmik. Im Nahen Osten, Ozeanien und Indien finden sich beide
Erreger. P. malariae sowie P. ovale sind generell seltener und finden sich vor allem in Afrika
sudlich der Sahara. Hingegen ist P. knowlesii vor allem im asiatischen Raum (Myanmar,
Thailand, Malaysia, Philippinen) anzutreffen (White, 2008; Breman, 2009).

Eine Studie in der Ashanti-Region in Ghana bestatige P. falciparum als haufigsten Malaria-
Erreger (Abonuusum et al., 2011). Im Jahr 2016 war die Infektion mit P. falciparum bei Kindern
unter funf Jahren in Ghana fir 46,7 % der stationaren Krankenhausaufenthalte verantwortlich
und stellte in dieser Altersgruppe die haufigste Todesursache dar (WHO, 2015; Ghana Health
Service, 2017).
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1.3.2. Lebenszyklus und Ubertragung von Plasmodium falciparum

Die Ubertragung der Parasiten erfolgt tiber den Stich verschiedener Arten der Anopheles-
Muicke, in der Ashanti-Region in Ghana sind dies Anopheles gambiae und Anopheles
funestus. Die Anzahl infektidser Stiche pro Jahr lag in der Ashanti-Region zwischen 490 und
866, die Mehrzahl der Stiche erfolgte zwischen 21 Uhr abends und 6 Uhr morgens
(Abonuusum et al., 2011).

Nach dem Stich der weiblichen Anopheles-Micke gelangen die Sporozoiten lGber die Blutbahn
in die Hepatozyten. Hier findet die asexuelle Vermehrung statt, die bei
P. falciparum 2-10 d dauert (Cowman et al., 2016). Eine Persistenz in den Hepatozyten und
damit die Moglichkeit einer erneuten oder erstmaligen Erkrankung an Malaria Jahre nach der
Erstinfektion besteht vor allem bei P. vivax und P. ovale, bei semiimmunen Patienten auch bei
P. falciparum (White et al., 2014). Nachdem aus einem Sporozoiten bis zu 40.000 Merozoiten
entstanden sind, wird die Apoptose der Hepatozyten induziert. Sogenannte Merosomen
werden abgeschnurt, welche die Merozoiten vor der korpereigenen Abwehr schitzen und die
nachfolgende Invasion der peripheren Erythrozyten ermdéglichen (Sturm et al., 2006).
Innerhalb der Erythrozyten entwickeln sich die Parasiten unter Verbrauch der vorhandenen
Nahrstoffe weiter, sodass die zur speziesspezifischen Diagnostik herangezogenen
Trophozoiten sichtbar werden. Erst die erythrozytare Phase wird klinisch symptomatisch,
sodass die Inkubationszeit von P.-falciparum-Infektionen 12-14 d betragt. Am Ende der
intraerythrozytaren Phase werden erneut Merozoiten frei und neue Erythrozyten kénnen
befallen werden. Ein Teil der Parasiten entwickelt sich im Blut zur geschlechtlichen Form
(Makro- und Mikrogametozyten), die wiederum von Moskitos aufgenommen werden kénnen

und den Vermehrungszyklus vervollstandigen (White et al., 2014).

1.3.3. Immunreaktion und Labordiagnostik

In Regionen mit ganzjahriger Transmission sind vor allem junge Kinder von schweren
Erkrankungsverlaufen betroffen (Dondorp et al, 2008). Wahrend der ersten sechs
Lebensmonate werden Kinder durch Leihantikdrper der Mutter und einen noch relativ hohen
Anteil an fetalem HbF, welches das intraerythrozytare Parasitenwachstum mindert, partiell vor
Infektionen geschutzt (Pasvol et al., 1976; Dobbs & Dent, 2016). Anders als bei anderen
Infektionserkrankungen entsteht nach einer Erkrankung keine lebenslange Immunitat. Altere
Kinder und Erwachsene bilden in Endemiegebieten haufig eine Semiimmunitat aus, die vor
schweren Verlaufen der Erkrankung schitzt. Nach der Infektion erfolgt die rasche Bildung von
Antikorpern, die vor allem gegen die asexuellen Formen der Parasiten im peripheren Blut

gerichtet sind. Aus den kurzlebigen Plasmazellen entstehen Gedachtniszellen, die

12



1. Einleitung

wahrscheinlich aufgrund von hoher Antigenvarianz bei erneutem Kontakt mit dem Parasiten
eine unzureichende Immunantwort vermitteln. Auch die Immunreaktion der T-Zellen scheint
eingeschrankt. Gerade die Heterogenitat der Parasiten und die relative Spezifitat der
zugehdrigen Immunantwort konnten erklaren, warum ein standiger Kontakt mit dem Erreger
fir die Immunitat nétig ist und keine einzelne Antwort, sondern nur die additive und
synergistische Wirkung mehrerer Imnmunantworten einen anhaltenden relativen Schutz bieten.
Die einzelnen Mechanismen sind jedoch noch nicht vollstandig geklart. Wie viel Kontakt mit
den Parasiten (z. B. wie viele Infektionen pro Jahr) zur Aufrechterhaltung der Semiimmunitat
notwendig ist, bleibt ebenfalls unklar. Dies erschwert die Messung der Immunitat sowie die
Entwicklung eines Impfstoffs. Auch wenn die Bestimmung von Antikoérperspiegeln moéglich ist,
so werden fir die Definition der Immunitat vor allem die Parasitamie im Blut, die Haufigkeit
und der Schweregrad der einzelnen Malaria-Episoden herangezogen (Marsh & Kinyanjui,
2006; Fowkes et al., 2016).

Diagnostischer Goldstandard bei Verdacht auf eine Malaria-Erkrankung ist der Nachweis der
Parasiten in einem Giemsa-gefarbten Blutausstrich unter dem Lichtmikroskop. Hierbei kénnen
auch Parasitendichte und Plasmodien-Spezies bestimmt werden. Zudem stehen Schnelltests
zur Verfigung, die auf Plasmodien-Antigene reagieren. Die Bestimmung von Antikérpern spielt
in der Routinediagnostik keine Rolle. Im Rahmen von Studien und zur

Resistenzuntersuchungen erfolgt eine zusatzliche PCR-Diagnostik (Bailey et al., 2013).

1.3.4. Pathophysiologie und klinische Symptomatik

Die Symptomatik entsteht vor allem durch den Befall und die Zerstérung der Erythrozyten und
die Immunantwort des Koérpers. Ein bis zwei Wochen, meist 12-14 d, nach dem Mickenstich
und der Ubertragung von P. falciparum treten unspezifische Symptome wie Fieber, Glieder-,

Bauch- und Kopfschmerzen sowie allgemeines Unwohlsein auf (White et al., 2014).

Die infizierten Erythrozyten verlieren an Verformbarkeit und werden zum einen in der Milz
vermehrt abgebaut, zum anderen kdnnen sie aber auch an der GefalRwand adharieren oder
untereinander agglutinieren und zu Mikrozirkulationsstérungen flihren. Auch nicht infizierte
Erythrozyten unterliegen diesen Veranderungen und verstarken die hamodynamischen
Veranderungen (Dondorp et al., 2000). Je nach betroffenem Organ, z. B. Gehirn, Niere, Leber
oder Lunge entstehen verschiedene Symptome und Verlaufsformen. Schwere Komplikationen
sind hierbei die zerebrale Malaria, die Aktivierung einer disseminierten intravasalen
Gerinnung, die Entwicklung eines Lungenédems sowie eines Nierenversagens (White et al.,
2014).
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Das auftretende Fieber ist als Immunreaktion gegen die Parasiten gerichtet und wird
hauptsachlich durch die Ruptur der Erythrozyten ausgelést. Temperaturen von > 40°C
schadigen die reifen Parasiten direkt. Die Fieberverlaufe sind zum Teil charakteristisch flr die
Plasmodien-Art, bei der durch P. falciparum bedingten Malaria tropica findet sich jedoch ein

unregelmafiger Fieberverlauf (WHO, 2014).

Die von Plasmodien bedingte Immunsuppression kann das Auftreten von Konfektionen z. B.
mit Enteritis-Salmonellen oder B19V beglnstigen (Menendez et al., 2000). Aufgrund der
Haufigkeit solcher Koinfektionen ist es denkbar, dass die Zahl indirekter Malaria-bedingter

Todesfalle hdher ist als die der direkten (Cowman et al., 2016).

Zur Behandlung der verschiedenen Malariaformen stehen mehrere wirksame Medikamente
zur Verfigung, wobei Resistenzbildungen weltweit ein zunehmendes Problem darstellen.
Trotz Forschung und Erprobung von Wirkstoffen in Studien ist derzeit noch keine Impfung
verfugbar. Mechanismen zur Vektorkontrolle beinhalten unter anderem die Verwendung von
Muickenschutzmitteln, die Nutzung impragnierter Moskitonetze sowie den Einsatz von

Chemoprophylaxe (Cowman et al., 2016).

1.3.5. Anamie bei Infektionen mit Plasmodium falciparum

Durch schwere Malaria bedingte Andmie mit Hypoxie und Herzversagen ist ein wichtiger
Faktor der Morbiditat und Letalitat. Sie wird flr mehr als die Halfte der Todesfalle bei Malaria-
Erkrankungen verantwortlich gemacht, mit einer Todesfallrate (Case-Fatality-Rate) von 8-18

% im hospitalisierten Bereich (Crawley, 2004).

Innerhalb von 48 h nach Fieberbeginn rupturieren Erythrozyten durch die intraerythrozytare
Vermehrung der Parasiten (Menendez et al., 2000). Hierbei wurde ein direkter negativer
Zusammenhang zwischen der Hohe der Parasitamie und der Starke des Hb-Abfalls
beobachtet (Jakeman et al.,, 1999). AuflRerdem verlieren infizierte Erythrozyten an
Verformbarkeit und werden vermehrt durch das retikulohistiozytare System abgebaut. Dies
lasst sich auch bei nicht infizierten Zellen beobachten und hat wahrscheinlich den grofiten
Einfluss auf die Entwicklung der Anamie (Lamikanra et al., 2007). Sowohl klinische
Beobachtung als auch mathematische Modelle legen nahe, dass fir jeden infizierten und
rupturierten Erythrozyten im Schnitt 8,5 weitere Erythrozyten abgebaut werden (Jakeman et
al., 1999). Im Zuge der Erkrankung entwickelt sich ein Hypersplenismus, der wiederum gerade
bei wiederholter Infektion fir einen verstarkten Erythrozytenabbau sorgt. Zudem kdnnen
autoimmune Hamolysefaktoren einen Beitrag leisten (Menendez et al., 2000). Als dritter

Mechanismus kommt es wahrend der akuten Erkrankung zu einer gestorten Produktion von
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Erythrozyten. Dabei finden sich stark reduzierte Retikulozytenzahlen sowie eine
Dyserythropoese. Dies wird unter anderem auf die Ausschlttung proinflammatorischer
Zytokine wie Interferon-y und Tumor-Nekrose-Faktor-a zurlckgefihrt, welche die
Erythropoese und Ausdifferenzierung auf allen Stufen hemmen. Die resultierende Anamie ist
klassischerweise normochrom-normozytéar (Lamikanra et al., 2007). Von Malaria-bedingter
Anamie sind in Endemiegebieten vor allem jingere Kinder betroffen, da sie an hoéheren
Parasitendichten leiden und noch keine Semiimmunitat aufgebaut haben (Menendez et al.,
2000).

Die Erholung des Hb-Wertes auf ein normales Niveau dauert regular bis zu sechs Wochen,
bei Patienten mit wiederholten Infektionen oder ausgepragter Anamie auch langer (Price et
al., 2001). Uber einen langeren Zeitraum hinweg tragen wiederholte Krankheitsepisoden zur
Entstehung und Aufrechterhaltung der Anamie bei (White et al., 2014).

Auf der anderen Seite gibt es Hinweise, dass eine Anamie vor Infektionen mit P. falciparum
schitzen kénnte. Erythrozyten eisendefizienter Individuen zeigten sich weniger anfallig fur
eine Infektion mit Plasmodien, das praferierte Ziel der Parasiten scheinen junge Erythrozyten
zu sein (Clark et al., 2014). Basierend auf Studiendaten aus Gambia wurde ein durch Anamie
bedingter Wachstumsriickgang der Plasmodien von 15,9 % berechnet. Diese Beobachtung
verleitete Goheen et al. zu der Uberlegung, ob dauerhaft niedrige MCV- und Hb-Werte durch
ihren protektiven Effekt eventuell auf genetische Veranlagung zuriickzufihren sind und
aufgrund des evolutionsbiologischen Selektionsvorteils heutzutage in diesen Regionen
besonders haufig vorkommen (Goheen et al., 2016). Die Daten dieser Studie legten auch eine
Wachstumsinduktion der Parasiten durch Eisensupplementierung nahe, da es zu gesteigerter
Produktion junger Erythrozyten kommt. Ein Eisenmangel fihrt nicht nur zu mikrozytéren
Erythrozyten, sondern verkirzt durch Verminderung der Verformbarkeit und durch
gesteigerten oxidativen Stress die mittlere Zirkulationsdauer der Erythrozyten von 120 auf 90
d, sodass die Erythrozyten ahnlich wie altere Erythrozyten flr die Plasmodien weniger attraktiv
scheinen (Brandéo et al., 2009; Goheen et al., 2016). Goheen et al. zeigten, dass Erythrozyten
anamischer Kinder sowohl gegenuber Wildtyp-Plasmodien als auch gegenlber
Laborstammen partiell resistent waren (Goheen et al, 2016). Sie forderten,
Eisensupplementierungen in Endemiegebieten zukiinftig mit einer Malaria-Prophylaxe zu
begleiten, obwohl unklar ist, ob das gesteigerte in-vitro-Wachstum der Plasmodien mit einem

erhdhtem Malaria-Erkrankungsrisiko verbunden ist.
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1.4. Koinfektion mit Plasmodium falciparum und Parvovirus B19

Die bereits erwahnten hohen Pravalenzen beider Erkrankungen in afrikanischen Landern
sudlich der Sahara machen ihr Vorkommen als Koinfektion sowie eine eventuell synergistische
Wirkung auf die Entwicklung einer Anamie gerade im langeren zeitlichen Verlauf tber die

unterschiedlichen pathophysiologischen Mechanismen der beiden Erkrankungen denkbar.

Die erste Studie zu Koinfektionen von B19V und P. falciparum und der Haufigkeit von Anamie
stammt aus dem Jahr 1990 und beschrieb eine padiatrische Population im Niger. In der
Malaria-Saison (Regenzeit) fand sich unter 24 anamischen Kindern (Hkt 10-20 %) bei sieben
Kindern (29,2 %) eine Koinfektion mit B19V, wahrend der Trockenzeit hingegen zeigten sich
unter den 19 Kindern mit Anamie nur zwei B19V-Monoinfektionen. In einer Folgestudie ergab
sich eine niedrige Pravalenz der Virusinfektion, sodass die Relevanz von Koinfektionen vor

allem im Rahmen von Ausbriichen diskutiert wurde (Jones et al., 1990).

In einer retrospektiven Fall-Kontroll-Studie aus Kenia, in der Blutproben schwer anamischer
Kinder (Hb < 5 g/dl) unter sechs Jahren aus den Jahren 1999-2004 analysiert wurden, fand
sich keine signifikante Assoziation zwischen dem Vorliegen der Koinfektion und einer
schweren Anamie. Die Koinfektion fand sich bei 2,3 % der anamischen Kinder und 1,2 % der

zugehdrigen Kontrollgruppe ohne Anamie (Wildig et al., 2010).

Unter anamischen Kindern in Accra, Ghana, fand sich die Koinfektion mit einer Haufigkeit von
2,6 % (41,9 % Malaria, 4,7 % B19V) und stellte sich in der Analyse als wichtiger Risikofaktor
auf das Vorliegen einer Anamie heraus (Duedu et al., 2013). Auch in Gabun zeigten sich in
der Gruppe mit milder P.-falciparum-Infektion und B19V-Infektion deutlich niedrigere Hkt-
Werte als bei P.-falciparum-Monoinfektionen (Toan et al., 2013). Tizeba et al. postulierten,
dass Kinder mit P.-falciparum-Infektion eine hdéhere Wahrscheinlichkeit einer zeitgleichen
B19V-Infektion hatten als Kinder ohne P.-falciparum-Infektion (OR: 6,0; 95-%-KI: 2,2-16,8; p
< 0,01). Ob eine Koinfektion die vorliegende Anamie verstarkte, blieb jedoch unklar (Tizeba et
al.,, 2018). Die Anamien im Rahmen von Koinfektionen wurden bisher als vorwiegend

mikrozytar beschrieben (Duedu et al., 2013).

Detaillierte Informationen zum klinischen Verlauf von Koinfektionen finden sich nur in wenigen
Fallberichten. So wurde ein siebenjahriger Junge aus Indien mit Fieberanamnese,
herabgesetztem Allgemeinzustand, Blasse und Hepatosplenomegalie nach positiver Malaria-
Diagnostik und Anbehandlung mit Chloroquin zunachst wieder entlassen. Bei
Wiedervorstellung 4 d spater zeigten sich eine verstarkte Blasse und erneut Fieber, ein von
vormals 9,1 g/dl auf 6,3 g/dl gefallener Hb-Wert, ein verminderter Retikulozyten-Anteil von 0,3

% und ein negativer Blutausstrich. Im Verlauf bendtigte der Junge zwei Bluttransfusionen und
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erholte sich wieder. Die serologischen Untersuchungen wiesen B19V-spezifische
IgM-Antikérper nach. Zwei Wochen nach Entlassung fanden sich eine Serokonversion mit
Nachweis spezifischer IgG-Antikorper (Gupta, 2005). Ein ahnlicher Verlauf wurde im Jahr 2003

von Urganci et al. ebenfalls aus Indien berichtet (Urganci et al., 2003).

1.5. Zielsetzung

Wie in den vorangegangenen Abschnitten gezeigt, kdénnen beide Infektionen Uber
verschiedene Pathomechanismen zu einer Anamie fuhren. Damit ist die Fragestellung
naheliegend, ob Patienten mit beiden Infektionen schwerer betroffen sind als Patienten mit nur
einer der beiden Infektionen. Die aktuelle Studienlage findet auf diese Frage noch keine

einheitliche Antwort.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertationsarbeit wurde den folgenden vier Kernfragen in einer

padiatrischen Studienpopulation in Ghana nachgegangen:

I.  Wie haufig ist die Infektion mit B19V unter hospitalisierten Kindern mit fieberhafter

Erkrankung?

II. Besteht bei einer Koinfektion mit B19V und P. falciparum ein hbheres Risiko, an einer
schweren Anamie zu erkranken im Vergleich zu einer Monoinfektion mit B19V oder

P. falciparum? Falls ja, besteht ein additiver oder multiplikativer Effekt?

lll. Fdhren Koinfektionen zu niedrigeren Hb-Werten, also einer schwereren Anamie, im

Vergleich zu Monoinfektionen?

IV. Wie unterscheidet sich der Krankheitsverlauf, insbesondere die Dauer der Erkrankung,

bei einer Koinfektion zu den jeweiligen Monoinfektionen?
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2. Material und Methoden

2.1. Studiendesign

Die zugrunde liegenden Daten wurden als Teilstudie im Rahmen der ,Fever-Without-Source®-
Studie (FWS-Studie) am Agogo Presbyterian Hospital in Ghana erhoben. Im Zeitraum vom 5.
November 2013 bis zum 30. April 2015 wurden Kinder unter 15 Jahren, die mit mindestens
38,0°C Fieber (tympanale Messung) auf die Kinderstation aufgenommen wurden, nach
Aufklarung und Einverstandnis der Eltern eingeschlossen. Insgesamt wurden 1.238

Patientenfélle in die Studie aufgenommen.

Einschlusskriterien:
Alter < 15 Jahre

Temperatur mindestens auf einer Seite =2 38.0°C (tympanale Messung)

Aufnahme auf die Kinderstation

Zustimmung der Eltern oder der Begleitperson

Ausschlusskriterien:
e Teilnahme an einer anderen Studie

o Widerrufung der Einwilligung

Ziel der FWS-Studie war es, durch umfangreiche Labordiagnostik die Ursache der zur
Aufnahme fihrenden Fiebererkrankung zu ermitteln und die Haufigkeit und Bedeutung von
Koinfektionen in dem Malaria-Endemiegebiet zu erdrtern. Koinfektionen in Gebieten mit
endemisch vorkommender Malaria sind haufig und kdénnen die Symptomatik, den
Erkrankungsverlauf und die Therapieoptionen beeinflussen. Herauszufinden, welche Erreger
hier eine besondere Rolle spielen, war ein Teilziel der Studie. Zusatzlich ging es im Rahmen
der FWS-Studie um die Etablierung eines diagnostischen Algorithmus fir medizinisches
Personal zur evidenzbasierten klinischen Diagnostik bei Fiebererkrankungen im stationaren
Bereich. Der Dokumentationsbogen ,Case Report Form* (siehe Anhang) wurde nach diesem
System aufgebaut, sodass das arztliche Personal die Befunde der klinischen Untersuchung
direkt eintragen konnte. Bei bestimmten Symptom- und Befundkonstellationen wurde eine
erweiterte Diagnostik eingeleitet. So wurden beispielsweise bei Fieber Uber 39,0°C mit
begleitender Leukozytose oder auch schwerer respiratorischer Symptomatik (interkostale
Einziehungen, Nasenflligeln, paradoxe Atmung) eine Réntgenaufnahme des Thorax und ein
Legionellen-Schnelltest durchgeflihrt. Diese wurden ebenfalls zur Auswertung der Daten
herangezogen. Zur erweiterten Diagnostik zahlten zudem Ultraschall-Untersuchung und

Labor-Untersuchungen von Stuhl- und Liquorproben.
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Neben der korperlichen Untersuchung wurden von jedem Kind Serum- und
Ethylendiamintetraacetat-(EDTA)-Blutproben, Blutkulturen, eine Urinprobe und ein Nasen-
/Rachenabstrich gewonnen. Aus der Blutprobe wurde ein Blutausstrich zur Malaria-Diagnostik
und ein Blutbild angefertigt. Aus allen Proben wurde anschlieRend RNA/DNA extrahiert und in
die weitere molekulare Diagnostik eingeschleust. Auf diese Weise war die Bestimmung der
Haufigkeit und Verteilung verschiedener Krankheitserreger moglich. Gerade bei selteneren
Erregern ist die Frequenz und damit klinische Relevanz in der Studienpopulation unbekannt.
Kinder ab einem Alter von zwei Jahren wurden bei zusatzlicher Einwilligung der Eltern auf eine

Infektion mit dem humanen Immundefizienzvirus (HIV) untersucht. (Hogan et al., 2018).

Im Rahmen dieser Dissertationsarbeit wurde ein Teil der Daten der FWS-Studie unter den
oben genannten Fragestellungen (Kapitel 1.5.) erhoben und ausgewertet. Dabei wurden alle
Datensatze ausgeschlossen, fir die keine vollstandige B19V-Diagnostik vorlag. Bei
wiederholtem Einschluss eines Kindes in die Studie und wiederholt positiver
B19V-Diagnostik wurde lediglich die erste Rekrutierung mit positiver B19V-Diagnostik in die

weitere Analyse eingeschlossen.

Die vorliegende Dissertationsarbeit wurde in der Arbeitsgruppe fur Infektionsepidemiologie
des Bernhard-Nocht-Instituts fur Tropenmedizin in Hamburg und in Agogo, Ghana
durchgeflihrt. Die direkte Betreuung erfolgte durch Dr. Benno Kreuels aus der Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. Jurgen May. Die Bearbeitung des Projekts erfolgte in Kooperation mit Prof. Dr.
Helmut Fickenscher vom Institut fir Infektionsmedizin in Kiel und schloss gemeinsame

Laboruntersuchungen und Projektbesprechungen ein.

2.2. Erfassung des Krankheitsverlaufs

Zur Beurteilung des Krankheitsverlaufs wurden die Kinder wahrend des Aufenthaltes bis zur
Entlassung begleitet (Inpatient Review, IR) und im Anschluss an ihren Aufenthalt in ein
einmonatiges Follow-up-System (Follow-up-Untersuchungen 1 und 2, F1/2) eingeschleust.
Jeder ,Patientenfall wurde mit dem zweiten Follow-up-Besuch abgeschlossen, unabhangig
von der Wahrnehmung des Termins. Damit wurde eine erneute Rekrutierung des Kindes bei
spaterer Krankenhausaufnahme mit Erfullung der Einschlusskriterien mdglich. Abb. 3 zeigt
eine schematische Ubersicht der Erfassung des Krankheitsverlaufes (ber den
Beobachtungszeitraum von einem Monat. Jedes Studienkind bekam zu Anfang eine
personliche Studiennummer, die auch fir alle Datenerhebungen nach d 0 genutzt wurde,
jeweils mit dem Zusatz IR1/2/3/5/7 fur die Inpatient Reviews oder F1/2 fur die Follow-Up-
Untersuchungen. Die genaue Durchflihrung aller Untersuchungen/Datenerfassungen wurde

in Standard Study Procedures festgelegt.
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Aufnahme des Kindes auf
die Kinderstation
‘L Eréffnung des Studienfalls

Begleitung wahrend des
Krankenhausaufenthaltes
»inpatient Review*

an den Tagen 1/2/3/5/7

I
Entlassung

Follow-up 1
7 Tage nach Entlassung

T Follow-up 2
28 Tage nach Aufnahme
Abschluss des Studienfalls

%8 : geplanter Termin zur Datenerfassung
: ungeplante Datenerfassung, nur bei erneuter stationarer Aufnahme des
Kindes zwischen Entlassung und Follow-up 1 oder Follow-up 1 und 2

Abb. 3. Studiendesign zur Erfassung des Krankheitsverlaufes - Mit der Rekrutierung des Kindes am
Aufnahmetag wurde der Studienfall eréffnet. Je nach Lange des Krankenhausaufenthaltes wurde das Kind an den
d 1, 2, 3, 5 und 7 im Inpatient-Review begleitet. Sieben Tage nach der Entlassung erfolgte das Follow-up 1. Mit
dem Follow-up 2 zum Zeitpunkt 28 d nach Aufnahme wurde der Studienfall abgeschlossen. Neben diesen
geplanten Terminen der Datenerfassung wurden auch bei ungeplanter erneuter Aufnahme die klinischen Eckdaten
dokumentiert.

Inpatient Review: Je nach Lange des Krankenhausaufenthaltes wurden die Kinder und ihre
Begleitpersonen an den d 1, 2, 3, 5 und 7 nach der Aufnahme anhand eines Fragebogens zu
den Krankheitssymptomen befragt. Hierbei wurden Informationen zum Allgemeinzustand
sowie zu respiratorischer, gastrointestinaler und neurologischer Symptomatik abgefragt.
AulRerdem wurden von einer geschulten Mitarbeiterin die Atemfrequenz, die
Sauerstoffsattigung (Finger-Pulsoximeter Nonin® Onyx® Vande 9590, Tilburg, Niederlande),
der Puls und die Temperatur gemessen. Im Anschluss wurde durch Laborpersonal eine
kapillare Blutentnahme durchgefiihrt. Mit dem HemoCue® wurde der Hb-Wert direkt ermittelt
und der Rest der Blutprobe anschlieBend fir die Anfertigung eines Blutausstriches zur
Malariadiagnostik verwendet. Anhand der Krankenakte wurden weitere Untersuchungen, die

aktuelle Medikation sowie durchgefihrte Bluttransfusionen dokumentiert.
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Follow-up 1 und 2: Vor der Entlassung bekamen die Patienten zwei Termine flr
Folgebesuche. Das Follow-up 1 wurde 7 d nach der Entlassung aus dem Krankenhaus
terminiert, das Follow-up 2 28 d nach dem Aufnahmetag. Fir die Wahrnehmung dieser
Termine erhielten die Familien eine Aufwandsentschadigung zur Deckung der
Transportkosten. Die Termine wurden auf der personlichen Studien-ID-Card eingetragen und
diese bei Entlassung mitgegeben. Zudem wurden alle Patienten, die bei der Aufnahme eine
Mobiltelefonnummer angaben, ber ein automatisches Anrufsystem an den Termin fir das
Follow-up 2 erinnert. Aufgrund der schlechten Netzwerk-Abdeckung war die telefonische
Erreichbarkeit eingeschrankt. Familien in Agogo und den Nachbarorten Hwidiem und

Ananekrom wurden daher personlich an den Termin erinnert.

Fir den Besuch des Follow-up 1 gab es eine Toleranzspanne von plus/minus zwei Tagen.
Neben einem Fragebogen zum Krankheitsverlauf nach der Entlassung wurde eine kapillare
Blutentnahme zur Messung des Hb-Wertes und Anfertigung eines Blutausstriches
durchgeftihrt. Der Termin flr das Follow-up 2 wurde unabhangig von der Dauer des
Krankenhausaufenthaltes fur d 28 nach der Aufnahme vereinbart. Hierbei wurde eine
Abweichung von plus/minus 3 d toleriert. Der aktuelle Gesundheitszustand wurde anhand
eines Fragebogens erfasst. AulRerdem wurden vendse Blutproben (EDTA und Serum)
entnommen, welche die Ermittlung des Blutbildes, die Anfertigung eines Blutausstriches sowie
spatere RNA-/DNA-Analysen und serologische Untersuchungen ermdglichte. Mit Ablauf des
Termins zum Follow-up 2 wurde der Studienfall unabhangig von der Teilnahme des Kindes
abgeschlossen. Wurden die Kinder innerhalb des Follow-up-Zeitraums erneut auf die
Kinderstation aufgenommen, wurde dies als ungeplante Aufnahme erfasst, damit moégliche
Erkrankungskomplikationen dokumentiert werden konnten. Dabei wurden ein Blutbild und ein

Blutausstrich angefertigt.

2.3. Studiengebiet und -population

Das Agogo Presbyterian Krankenhaus, in dem die Studie durchgefiihrt wurde, liegt in der Stadt
Agogo im Distrikt Asante Akim North der Ashanti-Region in Ghana. Das Gebiet umfasst circa
1.160 km? und ist von immergrinem Regenwald bewachsen, der jedoch in weiten Teilen
abgeholzt ist. Das Klima ist durch zwei Regenzeiten von Mai bis Juli und September bis
November gekennzeichnet. Die Trockenzeit von Dezember bis April wird durch den
Passatwind Harmattan bestimmt. Die jahrliche Durchschnittstemperatur liegt bei 26°C. Zahlen
des Ghana Statistical Service zufolge lebten im Jahr 2010 im Distrikt Asante Akim North
140.694 Menschen, wovon 40 % unter 15 Jahre, 55 % 15-64 Jahre und nur 5 % Uber 65 Jahre
alt waren. Agogo hatte im Jahr 2012 rund 31.800 Einwohner. Die Halfte der Bevdlkerung lebt
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vom Ackerbau, gefolgt von Handel und einer Beschaftigung im Bildungssystem (Asante Akim
Central Municipal Assembly, 2012; Statistical Service Ghana, 2012).

Das Agogo Presbyterian Krankenhaus hatte wahrend des Studienzeitraums 223 Betten und
385 Beschaftigte, davon 19 Arzte und Arztinnen. Es verfiigt tber die Fachrichtungen Innere
Medizin, Allgemeinchirurgie, Intensivmedizin, Padiatrie und Neonatologie, Gynakologie und
Geburtshilfe, Augenheilkunde sowie Uber einen Zahnarzt. Ein Labor, ein Réntgengerat und
ein Ultraschallgerat standen zur Verfigung. Auflerdem befanden sich ein Zentrum flr
Physiotherapie und eine Apotheke auf dem Krankenhausgelande. Die Kinderstation war mit
50 Betten die gréfite Station und hatte neben vier grolen Zimmern mit 10-14 Betten zwei
kleinere Isolationsraume mit maximal zwei Betten. Blutenthahmen und ein engmaschigeres
Monitoring  (Sauerstoffgabe, Bluttransfusionen, Elektrokardiogramm) erfolgten im

Behandlungsraum der Station.

Im Studiengebiet ist die durch P. falciparum hervorgerufene Malaria tropica endemisch
(Abonuusum et al., 2011). Trotz sinkender Pravalenz besteht in Ghana eine verbreitete
HIV-Epidemie. Im Jahr 2015 lag die Pravalenz bei 1,8 %, in der Ashanti-Region bei 2,7 %
(Ghana Health Service, 2016).

Verschiedene Grunderkrankungen und Infektionen koénnen fur die Entstehung und
Aufrechterhaltung von Andmien verantwortlich sein (Kapitel 1.1.3.). Die Pravalenz des G6PD-
Mangels bei Kindern der Ashanti-Region lag im Jahr 1998 bei 12,2 % (Burchard et al., 2001).
Aktuellere Daten aus dem Siiden des Landes zeigen eine Pravalenz von 10,6 % (Amoah et
al., 2016). Burchard et al. veroffentlichten zudem im Jahr 2001 Daten, die eine Pravalenz
heterozygoter Sichelzelltrager (HbAS) bei Kindern im Distrikt Asante Akim North von 10,4 %
zeigten (Burchard et al., 2001). Im Nachbarbezirk unseres Studiengebiets fanden sich 2,0 %
homozygote Trager der Sichelzellkrankheit (HbSS, HbSC, HbCC) und 10,9 % heterozygote
Anlagetrager (HbAS) (Kreuels et al., 2010).

Nach Krumkamp et al. lag die Pravalenz von Hakenwirmer-Infestation bei Kindern in unserem
Studiengebiet in den Jahren 2007/2008 bei 0,4-0,7 %, sodass dies in der Region auf das
Vorkommen und Aufrechterhalten von Anamien keinen wesentlichen Einfluss zu haben
scheint (Krumkamp et al., 2015). Auf Grundlage dieser Daten wurde in der vorliegenden Studie

keine Hakenwurm-Diagnostik durchgefihrt.
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2.4. Ethik

Die Studie wurde in Ubereinstimmung mit den ethischen Prinzipien der Deklaration von
Helsinki durchgefiihrt. Der Antrag zur Durchfiihrung der Studie wurde bei der zustandigen
Ethikkommission ,,Committee on Human Research, Publications and Ethics, Kwame Nkrumah
University of Science and Technology, School of Medical Sciences & Komfo Anokye Teaching
Hospital“ gestellt, die im November 2013 ihre Erlaubnis zur Durchfihrung der Studie erteilte.
Auch die Ethikkommission der Arztekammer Hamburg genehmigte die Studiendurchfiihrung

(Dokumente im Anhang).

2.5. Datenerfassung

Die Dokumentation der Daten erfolgte auf Englisch. Die Gesprache mit Patienten und
Begleitpersonen wurde je nach Sprachkenntnissen durch Studienpersonal auf Englisch, Twi
oder anderen lokalen Sprachen durchgefiihrt. Die genaue Durchflihnrung der Datenerhebung
wurde in einer Standard Study Procedure festgelegt. Die Identifizierung der Kinder und ihrer
zugehorigen Fragebdgen und Proben erfolgte anhand einer individuellen Studiennummer und
eines Barcodes, sodass die anschlieRende Datenauswertung anonymisiert erfolgen konnte.
Als zusatzliche Zuordnungskriterien wurden auch die durch das Krankenhaus verwendete
Identifikationsnummer und das Datum auf den Formularen vermerkt. Nach Dokumentation der
Ergebnisse in Papierform wurden die Daten zweifach in eine auf OMNIS Studio v.6

(TigerLogic, Kalifornien, USA) basierte Datenbank eingegeben.

2.6. Messungen und Laboranalyse

2.6.1. Temperaturmessung

Am Tag der Aufnahme wurde die Messung der Temperatur von Krankenhauspersonal, alle
weiteren Male durch geschultes Studienpersonal durchgefiihrt. Die Messung erfolgte mit
einem Infrarot-Ohr-Thermometer (Thermoscan IRT 4020; Braun, Melsungen) in beiden Ohren,
wobei jeweils die hdhere der gemessenen Temperaturen als Einschlusskriterium fir die Studie

gewertet wurde.

2.6.2. Blutentnahme

Die Blutentnahme erfolgte unter aseptischen Bedingungen durch examinierte
Krankenpfleger/innen. Nach zweifacher Desinfektion wurde eine periphere Vene punktiert und

zunachst wurden 1-3 ml Blut fur die Blutkultur entnommen, im Anschluss wurden zwei weitere
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Roéhrchen (EDTA und Serum) gefillt. Alle Proben wurden unverziglich am Entnahmeort mit

der zugehorigen Studiennummer, dem Barcode, sowie Datum und Uhrzeit versehen.

Das Blutbild sowie der Blutausstrich wurden direkt nach der Blutentnahme im Studienlabor
angefertigt. Fur das Blutbild wurde das Gerat KX-21N™ (Automated Hematology Analyzer;
Sysmex Europe, Norderstedt) benutzt, deren Funktionalitat regelmafig kontrolliert wurde. Far
die Inpatient Reviews und den ersten Follow-up Besuch wurde der Hb-Wert in einer kapillaren
Blutprobe mit dem Gerat HemoCue® Hb 201* System bestimmt (HemoCue, Angelholm,
Schweden). Die photometrische Messung beruht auf einer modifizierten Cyanmethamoglobin-
Reaktion. Zur Anfertigung des Blutausstriches wurden einige Tropfen in einem EDTA-

Mikrotube aufgefangen.

2.6.3. Diagnostik von Parvovirus B19

DNA-Extraktion: Die fur die B19V-Diagnostik benttige DNA-Extraktion aus dem Serum der
Patienten wurde am Kumasi Center for Collaborative Research in Tropical Medicine (Kumasi,
Ghana) durchgefuhrt. Die DNA-Extraktion erfolgte nach den Vorgaben des Herstellers mit dem
RTP® Pathogen Kit (Stratec Molecular, Birkenfeld) und anhand eines internen

Studienprotokolls.

PCR: Der qualitative Nachweis der B19V-DNA durch Light-Cycler®-PCR wurde am Bernhard-
Nocht-Institut fir Tropenmedizin nach einem etablierten Protokoll des Instituts fur
Infektionsmedizin,  Universitatsklinikum  Schleswig-Holstein in  Kiel,  durchgefuhrt
(Akkreditierung nach EN DIN ISO 15189). Die validierte Nachweisgrenze des Verfahrens
betrug bei einem 95-%-Konfidenzintervall 300 Viruskopien pro ml Patientenextrakt. Der
LightCycler® 480 untersuchte wahrend einer PCR 384 Proben. Bei Anwesenheit von DNA wird
diese mit Sonden mit Farbstoff markiert, die ausgehende Fluoreszenzstrahlung photometrisch
erfasst und in ein elektrisches Signal umgewandelt. Eine Ubersicht der verwendeten

Reagenzien und Verbrauchsmaterialien findet sich in Tab. 2.

Insgesamt wurden 1.236 Patientenproben getestet. Aufgrund der erwarteten, relativ niedrigen
Pravalenz von maximal 10 % wurden die Proben vorab in Funfer-Pools zusammengefasst. Die
Pools hatten ein Volumen von 25 pl und enthielten damit je 5 pl einer Patientenprobe. Aus den
1.236 Patientenproben entstanden so 247 Pools, wobei der letzte Pool sechs Patientenproben
enthielt (30 ul). Alle Pools mit positivem PCR-Ergebnis wurden im Anschluss wieder aufgeltst
und jede Patientenprobe separat erneut nach demselben PCR-Schema getestet. Ein Pool
wurde als positiv betrachtet, sobald die Fluoreszenzintensitat Uber einen Hintergrund von

1,275 RFU (relative fluorescence units) stieg und die Inhibitionskontrolle positiv war.
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Tab. 2. Parvovirus B19, PCR: Reagenzien/Verbrauchsmaterial

Reagenzien und Verbrauchsmaterial Hersteller

B19V, Plasmid, DNA Kontrolle, Amplirun® MBC080 Vircell, Granada, Spanien

Centrifuge 5804 R Eppendorf, Hamburg
Eppendorf-Reaktionsgefal 1,5 ml Sarstedt, Nimbrecht

Filtertips, Rainin: 0,5-10, 10-100, 50-200, 200-1000 pl Mettler-Toledo, GielRen

A DNA, SD0011 Thermo Scientific, Waltham, Mass., USA
LightCycler® R 480 Roche, Mannheim

LightCycler® R 480 Probes Master, 04707 494 001 Roche, Mannheim

LightCycler®-Platten: 384-Well-Platten Sarstedt, Nimbrecht

LightCycler® gPCR Klebefolie Sarstedt, Nimbrecht

Mikroliterpipetten, Rainin: 0,5-10, 10-100, 50-200, 200-1000 ul Mettler-Toledo, GielRen
Oligonukleotide: Primers PVB19P1, PVB19P2 (100 uM), Sonde  Tib Molbiol, Berlin

B19vp2_TM

Oligonukleotide: Primer flr Interne Kontrolle (A) Lambda-F; Tib Molbiol, Berlin

Lambda-R, Sonde fiir Interne Kontrolle (A\) LAM TM2

Vortex VF2 Schiittler IKA®-Labortechnik, Staufen im Breisgau

Je LightCycler®-Ansatz wurden drei positive Kontrollen in unterschiedlichen Konzentrationen
und eine negative Kontrolle in der PCR mitgefuhrt. Die Positivkontrollen hatten eine
Ausgangskonzentration von 25 pmol/ul und wurden in den Verdinnungen 1:10, 1:100 und
1:1000 als Kontrolle der PCR verwendet. Als negative Kontrolle dienten 10 pl des Mastermixes
vermischt mit 5 yl Wasser. Zur Vorbereitung einer PCR wurde eine Probentbersicht fur die
384-Well-Platte erstellt und die zugehdrigen Proben sowie Reagenzien wurden aufgetaut. Der

Mastermix wurde vor jeder PCR nach festem Pipettierschema hergestellt (Tab. 3).

Der Mastermix fir die Einzel-PCRs wurde ohne die Zugabe von Lambda-F, Lambda-R,
LAM-TM2 und A-DNA (6 pg/ul) hergestellt, da eine Inhibition der Polymerase in der Testung
der Pools bereits ausgeschlossen wurde. Das fehlende Volumen wurde durch 1,75 ul Wasser
ersetzt. Zunachst wurde jede Vertiefung der 384-Well-Platte mit 10 ul des Mastermixes gefilit.
Im Anschluss wurden je 5 ul der aufgetauten und gevortexten Patienten-DNA-Extrakte
hinzugeflgt. Auch die Positiv- und Negativkontrollen wurden auf die Platte aufgetragen. Im
Anschluss wurde die Platte mit einer Klebefolie verschlossen und bei 1.200 Umdrehungen/min
zentrifugiert (Centrifuge 5804 R). Nach Einsetzen der Platte in den LightCycler® R 480 wurde

das vorab eingegebene Programm gestartet (Tab. 4).

Tab. 3. Pipettierschema fiir den Mastermix in der Parvovirus-B19-PCR

Reagenz Menge [pl]
LightCycler® 480 Probes Master, enthéalt Polymerase 7,5
B19vp2_TM (10 pmol), Fluoreszenz-Sonde 0,25
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B19vp2_F (10 pmol), Vorwarts-Primer 0,25
B19vp2_R (10 pmol), Reverse-Primer 0,25
Lambda-F (10 pmol), Vorwarts-Primer 0,25
Lambda-R (10 pmol), Reverse-Primer 0,25
LAM TM2 (10 pmol), Fluoreszenz-Sonde 0,25
A-DNA (6 pg/ul), interne Kontrolle 1,0

Tab. 4. Parvovirus-B19-PCR-Schema

Temperatur Zeit Aktivitat Anzahl der Zyklen
40°C 10 min Aktivitat der Uracylglykosylase 1

95°C 10 min Inaktivierung 1

95°C 10s Denaturierung der DNA, 45

60°C 30s Anlagerung der Primer und Amplifikation

40°C 30s Abkiihlung 1

Die Dauer der PCR betrug 65 min. Die digital erhobenen Ergebnisse wurden ausgedruckt,
ausgewertet und in die Datenbank eingepflegt. Die PCR-Primer und Probensequenzen
umfassten Sequenzen aller drei Genotypen. Die B19V-spezifischen Primer und Sonden zielten
auf die VP2-Region des Virus: B19vp2F (TGG-CCC-ATT-TTC-AAG-GAA-GT), B19vp2r (CTG-
AAG-TCA-TGC-TTG-GGT-ATT-TTT-C) und B19vp2TM (6FAM-CCG-GAA-GTT-CCC-GCT-
TAC-AAC-BBQ). Die interne A-Phagen-DNA-Kontrolle wurde uber folgende Primer und
Sonden detektiert: Lambda-F (ATG-CCA-CGT-AAG-CGA-AAC-A), Lambda-R (GCA-TAA-
ACG-AAG-CAG-TCG-AGT) und LAM-TM2 (YAK-ACC-TTA-CCG-AAA-TCG-GTA-CGG-ATA-
CCG-BBQ).

IgM-/lgG-Serologie: Die Patientenproben wurden zunachst mit dem Biotrin-Testkit auf das
Vorhandensein von IgM- und IgG-Antikérpern untersucht (Liaison Biotrin, Parvovirus B19 IgG,
IgM ELISA, DiaSorin, Italien). Ein Teil wurde im Anschluss zusatzlich mit den recomWell- und
recomLine-Testkits der Firma Mikrogen (recomWell/recomLine Parvovirus B19 IgM/IgG,

Mikrogen, Neuried) getestet. Eine Ubersicht zeigt Abb. 4.
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Parvovirus Serologie
1186 Serumproben

Biotrin-Testkit

894 negativ 155 positiv 975 negativ 175 positiv

139 intermediar 39 intermediar

128 zufallig ausgewahlt alle 155 7 zufallig ausgewahlt | 5 zufallig ausgewanhlt

283 IgM- und 12 IgG-Nachtestung
Mikrogen-Testkit

Abb. 4. Schema der serologischen Diagnostik - Zunachst wurden 1.186 Serumproben mit dem Biotrin-Testkit
untersucht. Im Anschluss erfolgte die Nachtestung mit dem Mikrogen-Testkit aller 155 zuvor IgM-Antikdrper
positiven Proben, sowie 128 zufallig ausgewahlter, zuvor IgM-Antikérper negativer Proben. Zudem wurden zwolf
Proben (7 vormals lgG-negative und 5 vormals IgG-positive) erneut auf das Vorhandensein von spezifischen
IgG-Antikérpern untersucht.

Primare Enzymimmuntest-Diagnostik: Grundlage der Durchfiihrung bildete die Standard-
Arbeitsanweisung des Instituts fir Infektionsmedizin im Universitatsklinikum Schleswig-
Holstein ,SAA-IS-1V-0526; 005/07.2013; 4862“. Zum primaren Nachweis der Antikdrper gegen
die B19V-Antigene ,Virus Protein 1 und 2 (VP 1/2) wurden Testkits der Firma Biotrin
verwendet, die als diagnostischer Goldstandard der Serologie gelten (Butchko & Jordan,
2004). Als Untersuchungsmaterial dienten die Serumproben der Studienpatienten. Die
Untersuchungen wurden am Institut fur Infektionsmedizin am Universitatsklinikum Schleswig-

Holstein in Kiel durchgefihrt.

Im Sandwich-Enzymimmuntest werden gebundene IgM-/IgG-Antikérper Uber eine
Farbreaktion nachgewiesen. Das Serum wurde auf eine Mikrotiterplatte aufgetragen, die mit
dem B19V-Antigen VP2 beschichtet war, sodass vorhandene spezifische Antikorper des
Patienten binden konnten. Das verwendete VP2 wird in einem eukaryontischen Baculovirus-
Expressionssystem gewonnen. Im nachsten Schritt wurde ein zweiter, an eine Peroxidase-
gekoppelter Antikorper gegen die IgM-/IgG-Antikérper hinzugefigt. Aus dem im Folgenden
hinzugefiigten Substrat 3,3',5,5-Tetramethylbenzidin wurde durch die an den
Sekundarantikérper gebundene Peroxidase eine Farbreaktion erzeugt. Anhand der
photometrisch gemessenen Intensitat dieser Reaktion wurde die Antikbérpermenge im
Patientenserum bestimmt. Als Cut-Off-Wert diente die mittlere optische Dichte des Kalibrators.

Der Index der Probe ergab sich aus der Probenextinktion im Verhaltnis zum Cut-Off-Wert. Ein
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Index < 0,9 ergab eine eindeutig negative Probe, ein Index-Wert > 1,1 eine eindeutig positive
Probe. Index-Werte 2 0,9 und < 1,1 waren grenzwertig. Im klinischen Alltag wird die Kontrolle
grenzwertiger Proben innerhalb von 14 d durch eine erneute Probenentnahme empfohlen. Da
dies aufgrund der zeitlich versetzt erfolgten serologischen Analyse nicht méglich war, wurden
grenzwertige Proben als negativ gewertet. Die Sensitivitat und Spezifitat der IgM- und IgG-
Bestimmung liegen laut Herstellerangaben bei jeweils 100 %. Eine Zusammenstellung mit

verwendeten Reagenzien und Verbrauchsmaterialien findet sich in Tab. 5.

Tab. 5. Parvovirus-B19-Serologie (Biotrin): Reagenzien/Verbrauchsmaterial

Reagenzien und Verbrauchsmaterial (Biotrin)

Biotrin Parvovirus B19 IgG ELISA, 4" Generation; Bestellnr: V519I1G
Biotrin Parvovirus B19 IgM ELISA, 4t Generation; Bestellnr: V619IM
Biotin-VP2-Konzentrat: 10-fach konzentrierte biotinylierte VP2-Lésung
Biotin VP2-Verdiinnungspuffer

Enzymkonjugat-Verdiinnungspuffer

Kalibrator, Cut-Off-Kontrolle

Konjugat IgG: Kaninchen-lgG-Horseraddish-Peroxidase-Konjugat
Konjugat IgM: Streptavidin-Horseraddish-Peroxidase-Konjugat
Mikrotiterplatten, beschichtet mit rekombinantem VP2
Negativkontrolle

Positivkontrolle

Probenverdiinnungspuffer: Phosphat-gepufferte Salzlésung
Stopplosung: 0,5 mol/l Schwefelsaure

Substrat: Tetramethylbenzidin-Losung (TMB)

Waschpuffer: TRIS-gepufferte Salzlésung mit Tween® 20

Bestitigung durch einen zweiten Enzymimmuntest und einen Immunblot: Die primare
Testung mit dem Biotrin-Testkit ergab einen unerwartet hohen Anteil IgM-positiver Proben
(155/1.186, 13,1 %), sodass eine zweite Testung zur Uberpriifung dieser Ergebnisse
durchgefuhrt wurde. Hierflr wurden die Testkits der Firma Mikrogen (Mikrogen Diagnostik;
recomWell Parvovirus B19 IgM und IgG; recomLine Parvovirus IgG [Aviditat] und IgM)
verwendet (Enders et al., 2007) Diese Untersuchung wurde durch die Arbeitsgruppe von Frau
Prof. Dr. Eis-HUbinger am Institut flr Virologie an der Universitatsklinik Bonn nach den

Vorgaben des Herstellers durchgefihrt.

Alle 155 mittels Biotrin-Testkit IgM-positiven Serumproben sowie 128 zufallig ausgewahlte
vormals IgM-negative Serumproben wurden zur Bestatigung mit dem Testkit der Firma
Mikrogen auf B19V-IgM-Antikdrper untersucht. Zudem wurden je finf und sieben mit dem Bio-

trin-Testkit 1gG-positiv und IgG-negativ getestete Proben zufallig ausgewahlt und erneut
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untersucht. Die erneute Testung aller Proben war aufgrund von begrenzten Mengen der

Patientenseren nicht moglich.

Auch hierbei handelte es sich um einen indirekten Sandwich-Enzymimmuntest, wobei die re-
kombinanten Antigene VP1 und die in eukaryontischen Zellen produzierten VP2-Partikel an
die Mikrotiterplatte gebunden vorlagen. Die Untersuchung wurde sowohl ohne als auch mit
Absorption von Rheumafaktoren durch Rheumafaktor-Absorbens durchgefihrt. Als Cut-Off-
Referenz diente immer die mitreagierende Cut-Off-Kontrolle des Herstellers. Eine Ubersicht

der verwendeten Reagenzien und Verbrauchsmaterialien findet sich in Tab. 6.

Tab. 6: Parvovirus-B19-Serologie (Mikrogen): Reagenzien/Verbrauchsmaterial

Reagenzien und Verbrauchsmaterial (Mikrogen):

Enzymimmuntest: recomWell IgM/IgG

recomWell Parvovirus B19 IgG, Artikel-Nr. 4404

recomWell Parvovirus B19 IgM, Artikel-Nr. 4405

Anti-human IgG Konjugat

Anti-human IgM Konjugat

Cut-off-Kontrolle

Mikrotiterplatten beschichtet mit rekombinanten B19V-Antigenen VP1 und VP2
Negative Kontrolle

Positive Kontrolle

Rheumafaktor-Absorbens (Siemens Art. Nr.. OUCG15)

Stoppldsung: 25 % Phosphorsaure

Substrat: Tetramethylbenzidin

Verdiinnungspuffer (gebrauchsfertig): Protein, Detergenz, blauer Farbstoff
Waschpuffer: 10-fach konzentriert; Phosphat-Puffer, NaCl, Detergenz

Immunblot: recomLine IgM/IgG

recomLine Parvovirus B19 IgM, Artikel-Nr. 4473
recomLine Parvovirus B19 IgG Aviditat, Artikel-Nr. 4472
Anti-human IgG Konjugat aus Kaninchen

Anti-human IgM Konjugat aus Kaninchen
Aviditatsreagenz, Artikel-Nr. 11010

Magermilchpulver

Substrat: Tetramethylbenzidin

Teststreifen mit rekombinanten B19V-Antigenen auf Nitrozellulose-Membran
(Vp-2p, VP-N, VP-1S, VP-2r, VP-C, NS-1)

Waschpuffer A: 10-fach konzentriert; Phosphat-Puffer, NaCl, Detergenz

In der IgM-Immunblot-Testung wurden Banden fur mindestens zwei Antigene (VP-2p, VP-N,
VP-1S, VP-2r, VP-C) als positiver Nachweis gewertet. Fir die IgG-Positivitat war der alleinige
Nachweis von VP-2p-Antigen oder zwei weiterer Antigene (VP-N, VP-1S, VP-2r, VP-C)
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ausreichend. Die wesentlichen Antigene sind bei den beiden Testsystemen der Firma
Mikrogen identisch. Die unterschiedlichen Reaktionsmuster kdnnen flr die Zuordnung zu
verschiedenen klinischen Stadien der B19V-Infektion im Sinn der frischen, persistierenden
oder zurlckliegenden Infektion herangezogen werden, sollten allerdings immer auch im
klinischen Kontext interpretiert werden. Die Aviditat (fir Anti-VP-N und Anti-VP-1S-IgG)
beschreibt die Starke der Mehrfachbindungen zwischen Antigen und Antikdrper und steigt, je
langer eine Infektion besteht. Die ersten IgG-Antikdrper haben demnach eine geringere
Aviditat als im Verlauf gebildete IgG-Antikoérper. Sowohl die Ergebnisse des Immunblots als
auch die Aviditatsbestimmung der IgG-Antikdrper konnten aufgrund des epidemiologischen

Kontextes und der kleinen Subgruppe in der Auswertung nicht bertcksichtigt werden.

2.6.4. Diagnostik von Plasmodium falciparum

Anfertigung des Blutausstrichs: Fir die Malaria-Diagnostik wurde ein Blutausstrich mit
einem dicken Tropfen und einem dinnen Ausstrich angefertigt (WHO, 2010). Die Auszahlung
und Identifizierung der Subspezies der Plasmodien erfolgte von speziell ausgebildeten
Laboranten unter dem Lichtmikroskop. Jeder Ausstrich wurde von zwei unabhangigen Lesern
ausgewertet, bei Diskrepanz der Ergebnisse bezlglich des Vorhandenseins von Parasiten,
der Speziesbestimmung oder bei Uberschreitung definierter Grenzwerte wurde eine dritte
unabhangige Lesung durchgefihrt. Alle Lesungen erfolgten raumlich getrennt und ohne

Kenntnis des vorab ermittelten Ergebnisses.

Zwischen der Entnahme der EDTA-Probe und der Anfertigung des Blutausstrichs lagen
maximal 4 h. Jeder verwendete Objekttrager wurde vorab gereinigt, luftgetrocknet und zum
Schutz vor Staub in einer geschlossenen Box aufbewahrt. Die eindeutige Zuordnung zum

Studienkind wurde durch Kennzeichnung mit Studiennummer und Datum gewahrleistet.

Fir den dinnen Ausstrich wurden 3 pl auf den Objekttrager aufgetragen und unverziglich
ausgestrichen. Fur den dicken Tropfen wurden 8 pl der Probe in einem Kreis mit circa 1 cm
Durchmesser verteilt. Beide Objekttrager wurden fir mindestens eine Stunde luftgetrocknet.
Zur Verhinderung der Lyse der Erythrozyten wurde der diinne Ausstrich im Anschluss mit
reinem Methanol fixiert. Die Farbung erfolgte mit 10-%-igem Giemsa-Farbstoff. Die Losung
wurde fir jede Farbung aus vorratigem Giemsa-Farbstoff und Sérensen’s-Puffer (pH 7,2)
hergestellt und zweifach filtriert. Der pH der Puffer-Losung wurde regelmaRig nach einem
internen Protokoll zur Qualitatskontrolle gepruft. Nach mindestens 40-mindtiger Trockenzeit
wurde die Uberschussige Farbe unter laufendem Leitungswasser abgespdlt. Im Anschluss an
eine erneute Trockenzeit wurde ein Tropfen Fixierldsung appliziert und ein Deckglas auf den

Objekttrager gelegt. Die Mikroskopie erfolgte friihestens am nachsten Tag.
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Auswertung: Die Erythrozyten im dicken Tropfen lysierten aufgrund ausbleibender Fixierung,
sodass auch niedrige Parasitamien vor dem Hintergrund des Zelldetritus zu erkennen waren.
Im dinnen Blutausstrich ist die Zelldichte zum auslaufenden Ende des Ausstriches hin
kontinuierlich abnehmend. Die Auswertung erfolgte in dem Abschnitt, in dem die Erythrozyten
nicht mehr Ubereinander, sondern nebeneinander lagen. Hierbei wurde auf eine blasse
Farbung der roten Blutzellen, auf eine dunkelviolette Farbung der Leukozytenkerne sowie eine
kraftige rot-dunkelviolette Farbung des Chromatins der Parasiten geachtet. Die fir P.
falciparum charakteristische Maurer‘sche Fleckung sollte in rot oder pink klar abgrenzbar sein,
ebenso wie die Schiuffner‘sche Tlpfelung der Spezies
P. malariae oder P. ovale. Die Plasmodienspezies wurden anhand der jeweiligen

morphologischen Charakteristika unterschieden.

Dicker Tropfen: Fir negative Befunde sowie niedrige und mittlere Parasitendichten wurde
der dicke Tropfen unter 110-facher VergroRerung mit Ol-iImmersion unter dem Lichtmikroskop
betrachtet. Generell wurde bei weniger als 200 Parasiten in einem Sichtfeld des dicken
Tropfens die Zahlung in einem Sichtfeld mit ca. zwolf Leukozyten begonnen und dann weitere
Felder ausgewertet, bis die Parasitenzahl gegen 200 Leukozyten gezahlt war. Fir die
Parasitdmie-Bestimmung wurden nur die asexuellen Parasiten betrachtet. Wahrend immer
alle Leukozyten eines Feldes gezahlt wurden, konnte bei augenscheinlich gleichmafiger

Verteilung der Parasiten das Feld geviertelt und der gezahlt Wert mit vier multipliziert werden.

Wenn nach dem Auszahlen von mindestens 100 Feldern im dicken Tropfen keine Parasiten
zu sehen waren, wurde der Ausstrich als negativ gewertet. Wurden im dicken Ausstrich
weniger als 100 Parasiten auf 200 Leukozyten gezahlt, so wurde der Ausstrich bis zum
Erreichen der 500 Leukozyten ausgezahlt. Im letzten Feld wurden alle vorhandenen Parasiten
und Leukozyten gezahlt, auch wenn die Zahl von 500 Leukozyten damit Gberschritten wurde.
Die Parasitenmenge wurde dann als niedrige Parasitamie eingestuft. Eine mittlere Parasitamie

wurde als eine Parasitendichte zwischen 100 und 200 Parasiten pro 200 Leukozyten definiert.

Diinner Ausstrich: Bei mehr als 200 Parasiten pro 200 Leukozyten wurde die Parasitendichte
im dinnen Ausstrich bestimmt und als hohe Parasitamie eingestuft. Hierbei wurde die
Parasitenanzahl in Bezug auf 5.000 Erythrozyten gezahlt. Bei augenscheinlich gleichmafiger
Verteilung wurde das Feld geviertelt, ein Viertel ausgezahlt und sowohl die Parasiten- als auch
Erythrozytenzahl im Anschluss mit vier multipliziert. Fir Koinfektionen mit P. falciparum wurde
lediglich die Anzahl der Plasmodienart P. falciparum dokumentiert, nicht die Anzahl der

weiteren Spezies.
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Die grobe Unterteilung in niedrige, mittlere und hohe Parasitamien ist flr den klinischen Alltag
haufig ausreichend, im Rahmen der Studie diente sie lediglich der exakteren Quantifizierung.
Die ermittelten Parasitenanzahlen wurden in den als Parasiten/ul definierten Dichteindex
umgerechnet und ermdglichte den exakten direkten Vergleich der Proben untereinander. Fir

die Lesung auf 200 oder 500 Leukozyten (= L) war der Dichteindex folgendermafen definiert:

8000 Leukozyten
L

Parasitenanzahl x[ J = Parasitenanzahl / ul

Fir die Lesung auf 1000 oder 5000 Erythrozyten (= E) galt entsprechend:

4000000 Erythrozyten
E

Parasitenanzahl x[ J = Parasitenanzahl / ul

Die Qualitdt der Ausstriche und Lesungen wurde durch regelmaflige interne und externe
Kontrollen sichergestellt (Malariamicro.V5_14.08.29.pdf; Preparation of Blood Films, Staining

of Blood Films and Malaria Microscopy).

2.7. Symptom- und Diagnosedefinitionen

Neben einem ausflhrlichen kérperlichen Untersuchungsbefund wurden Laboruntersuchungen
(Blutbild, Blutkultur, Urinteststreifen, Urinkultur, Stuhlkultur) und apparative Zusatzdiagnostik
durchgefiihrt. In Zusammenschau mit den nachtraglichen Laboruntersuchungen (Serologie,
PCR) ergaben sich fur die Datenanalyse nachfolgende Definitionen der Symptomkomplexe
und Diagnosen. Dabei galten folgende altersadaptierte Grenzwerte flir Herzfrequenz (Tab. 7),
Atemfrequenz (Fleming et al., 2011) und Leukozytenzahl (Tab. 8) (Goldstein et al., 2005):
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Tab. 7. Altersabhdangige Grenzwerte der Tachykardie

Alter [Jahre] Grenzwert der Herzfrequenz
[Herzschlage/min]

<1 > 180

1-5 > 140

6-12 > 130

13-15 >110

Tab. 8. Altersabhangige Grenzwerte von Tachypnoe und Leukozytenzahl

Alter Grenzwert fiir Tachypnoe Leukopenie Leukozytose
[Atemziige/min] [x 10°1] [x 10%/1]

< 1 Monat > 60 <5.000 > 19.500

1 Monat - 1 Jahr > 50 <5.000 > 17.500

2-5 Jahre >30 < 6.000 > 15.500

6-12 Jahre > 24 < 4.500 > 13.500

13-18 Jahre >20 <4.500 > 11.000

2.7.1. Symptomkomplexe

Bauchschmerzen: Bauchschmerzen wurden definiert als Schmerzen, die sich wahrend der
korperlichen Untersuchung reproduzieren lieBen. Allein anamnestische Angaben der

Begleitperson wurden nicht gewertet.

Diarrhoe: Durchfall wurde Uber das anamnestische Bestehen von mindestens drei
dinnflissigen Stuhlgange in den letzten 24 h definiert. Zudem musste auch die abgegebene
Stuhlprobe eine wassrige, schleimige oder blutige Konsistenz aufweisen. Die Stuhlprobe
wurde auf folgende Viren, Bakterien und Protozoen getestet (Schnelltest oder PCR):
Adenoviren, Noroviren, Rotaviren; Campylobacter, Clostridioides dificile, enteroinvasiver
Escherichia coli (EIEC), Verotoxin-produzierende Escherichia coli (VTEC), Salmonella spp.,
Shigella spp., Yersinia spp.; Cryptosporidium parvum, Cyclospora cayetanensis, Entamoeba

histolytica, Entamoeba hominis und Giardia lamblia.

Erbrechen: Sowohl das Vorhandensein von Erbrechen bei der Aufnahmeuntersuchung als

auch das anamnestische Bestehen von Erbrechen wurden zur Definition herangezogen.

Dyspnoe: Atemnot wurde bei Vorhandensein von paradoxer Atmung, interkostalen
Einziehungen, Nasenfligeln oder Schwierigkeiten bei der Atmung in Kombination mit einer

altersadaptierten Tachypnoe definiert.

Neurologische Symptomatik: Eine neurologische Symptomatik bestand bei einem

klinischen Hinweis auf einen Meningismus durch ein positives Kernig-Zeichen
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(Nervendehnungszeichen: Patient in Rickenlage, passive Flexion im Huftgelenk bei
gestrecktem Kniegelenk, bei Schmerzen reflektorische Beugung des Kniegelenks), eine
pulsierende Fontanelle bei Kindern < 3 Monaten oder eine Nackensteifigkeit. Zudem zahlte
eine klinische Indikation fiir eine Liquorpunktion, Bewusstlosigkeit bzw. eine Blantyre-Koma-
Skala < 3 oder eine hochgradige Erschopfung (Prostration) zu den Kriterien. Hierbei war

jeweils das Vorhandensein eines Kriteriums ausreichend.

Der Bewusstseinszustand wurde mit dem “Blantyre-Koma-Skala” ermittelt. Molyneux et al.
veroffentlichten im Jahr 1989 diese modifizierte Version der Glasgow-Koma-Skala, die auch
fur Kinder geeignet ist, die noch nicht sprechen kénnen. Sie beriicksichtigt ebenfalls die drei
Kategorien motorische Reaktion, sprachliche Reaktion und Augenbewegung, fir die Punkte

vergeben werden (Gesamtpunktzahl 0-5) (Molyneux et al., 1989).

2.7.2. Diagnosen

Obere Atemwegsinfektion: Als Symptome einer oberen Atemwegsinfektion wurden haufiges
Niesen, Halsschmerzen, eine verstopfte oder laufende Nase und ein Stridor gewertet. Zudem
wurde bei der klinischen Untersuchung auf eitrige Tonsillen und geréteten Rachenraum
geachtet und otoskopisch eine Otitis media abgeklart. Bei Vorliegen eines der genannten

Symptome bestand die Diagnose einer oberen Atemwegsinfektion.

Untere Atemwegsinfektion und Pneumonie: Zu den Symptomen einer unteren
Atemwegsinfektion zahlten paradoxe Atembewegungen und interkostale Einziehungen,
Nasenfligeln oder Husten wahrend der klinischen Untersuchung. Ein auffalliger
Auskultationsbefund mit Giemen oder Keuchen, verminderten oder fehlenden
Atemgerauschen, Rasselgerduschen oder ein bronchiales Atemgerausch wurden ebenfalls
als Symptome einer unteren Atemwegsinfektion gewertet. Hierbei war jeweils das
Vorhandensein eines Kriteriums flr die Diagnose der unteren Atemwegsinfektion ausreichend.
Bei zusatzlichem Vorliegen Pneumonie-typischer Veranderungen im Rdéntgenbild wurde der

Symptomkomplex als Pneumonie gewertet.

Das Material des oropharyngealen Abstrichs wurde durch PCR auf Adenoviren, Chlamydien,
Coronaviren (NL63, 229E, 0OC43, HUK1), Enteroviren, Influenza-A- und B-Viren,
Metapneumovirus, Mykoplasmen, Parainfluenzaviren der Serotypen 1-4, Paraechoviren,
Respiratorisches Syncytial-Virus und Rhinoviren untersucht. Zudem wurde ein Urintest auf

Legionellen-Antigen durchgefihrt.

Harnwegsinfektion: Zu den Symptomen einer Harnwegsinfektion zahlten Schwierigkeiten,

Beschwerden oder Schmerzen beim Wasserlassen, gehauftes Wasserlassen sowie eine
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auffallige Farbe oder ein ungewoéhnlicher Geruch des Urins. Zudem wurde bei den Patienten
ein Klopfschmerz (ber den Nierenlagern geprift. Ein positives Indikatorfeld des
Urinteststreifens flr Leukozyten oder Nitrit wurde ebenfalls als Hinweis flr einen
Harnwegsinfekt gewertet. Bei klinischem Hinweis und/oder einem positiven Urinstreifentest

wurde ein Harnwegsinfekt diagnostiziert und eine Urinkultur auf pathogene Erreger angelegt.

Systemisches inflammatorisches Response-Syndrom und Sepsis: In Anlehnung an die
Definition der internationalen Konferenz zur padiatrischen Sepsis-Definition wurden diese
Diagnosen folgendermalien definiert (Goldstein et al., 2005): Ein systemisches
inflammatorisches Response-Syndrom (SIRS) lag vor, wenn mindestens zwei der folgenden

vier Kriterien erfullt waren:

o Altersadaptierte Tachypnoe
o Altersadaptierte Tachykardie
e Altersadaptierte Leukopenie/-zytose

e Korpertemperatur > 38,5°C

Bei Vorliegen eines SIRS und einer positiven Blutkultur fir mindestens einen pathogenen
Erreger wurde die Diagnose Sepsis gestellt. Zum Zeitpunkt des Studiendesigns und der
Festlegung der Falldefinitionen in den Jahren 2013/2014 waren die Sepsis-3-Kriterien von
2016 noch nicht veroffentlicht.

HIV-Infektion: Alle Kinder ab einem Alter von 18 Monaten wurden nach Zustimmung durch
einen Elternteil durch einen HIV-Antikérper-Suchtest auf das Vorliegen einer HIV-Infektion
untersucht (OraQuick ADVANCERapid HIV-1/2 Antibody Test; OraSure Technologies,
Pennsylvania, USA). Bei positivem Suchtest wurde ein Bestatigungstest durchgefihrt
(RightSign HIV 1.2.0; Biotest, Hangzhou, China). Eine vorbekannte HIV-Infektion wurde

ebenfalls erfasst.

Tuberkulose, Sichelzellkrankheit und G6PD-Mangel: Die Diagnostik dieser drei
Grunderkrankungen wurde nicht im Rahmen der Studie durchgefiihrt. Bei bereits bekannter
Grunderkrankung oder positiver Diagnostik wahrend des Krankenhausaufenthaltes wurden

diese Informationen in unsere Datenerfassung Ubernommen.

2.7.3. Anamie

Nach Empfehlungen der WHO wird die Anamie in Abhangigkeit des Alters der Kinder und des
Hb-Wertes in milde, moderate und schwere Anamien unterteilt (Tab. 9) (WHO, 2011). Die

Genese einer milden Anamie ist meist multifaktoriell und ihre klinische Relevanz begrenzt. In
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unserer Studienpopulation fand sich zudem nur ein geringer Anteil an Kindern mit schwerer
Anamie. Fur die weitere Datenauswertung wurden daher die Kinder mit moderater und
schwerer Anamie in einer Gruppe zusammengefasst, ebenso wie die Kinder mit milder und
keiner Anamie. Der Ubersicht und Lesbarkeit halber wird im Folgenden von Kindern mit
Anamie (moderate bis schwere Anamie) und Kindern ohne Anamie (milde bis keine Anamie)

gesprochen.

Tab. 9. Altersabhéangige Grenzwerte der Anamie

Keine Anamie Anamie
Hb [g/dI] Hb [g/dI]
Alter mild moderat schwer
1-59 Monate 211 10,0-10,9 7,0-9,9 <7
5-11 Jahre 2115 11,0-11,4 8,0-10,9 <8
12-14 Jahre >12,0 11,0-11,9 8,0-10,9 <8

Die Einteilung in die verschiedenen Unterformen der Anamie erfolgte anhand der
Erythrozytenindizes ebenfalls nach altersadaptierten Grenzwerten (Tab. 10) (Bald et al.,
2012).

Tab. 10. Altersabhangige Grenzwerte der Erythrozytenindizes

Alter MCV [fl] MCH [pg] MCHC [g/d]|
< 6 Monate 94-106 31,5-35,5 32,7-35,7
6-11 Monate 70-84 23,5-28,5 31,5-35,5
12-23 Monate 65-80 19,8-27,2 30,1-34,9
2-6 Jahre 68-84 23-29 30,1-34,9
7-12 Jahre 71-87 24-30 30,1-34,9
13-17 Jahre 70-86 25-31 30,1-34,9

2.7.4. Parvovirus-B19-Infektion

Neben der PCR-Untersuchung auf B19V-DNA wurden alle Proben auch auf das Vorliegen
B19V-spezifischer Antikorper hin untersucht. Auch alle Proben des Follow-up 2 zum Zeitpunkt
28 d nach Aufnahme wurden auf spezifische Antikdrper getestet. Ziel der serologischen
Testung war ein zusatzlicher Informationsgewinn, da bei akuter Infektion die Viramie schnell
absinken und nur noch IgM-Antikdrper nachweisbar sein kénnen (Abb. 2, Kapitel 1.2.2.). Eine
Serokonversion innerhalb des Follow-up-Zeitraumes von einem Monat wiirde zudem fir eine

aktuelle Infektion zum Zeitpunkt der Krankenhausaufnahme sprechen.
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Die primare Testung mit den als Goldstandard geltenden Reagenzien der Firma Biotrin ergab
eine unerwartet hohe Anzahl IgM-positiver Proben (155/1.186; 13,1 %). Daher erfolgte eine
Uberpriifung der Ergebnisse mit einer zweiten Testung durch Enzymimmuntests der Firma
Mikrogen. Hierbei zeigte sich eine nur geringe Ubereinstimmungsrate bei den positiven IgM-
Ergebnissen (30,1 %), sodass die Verlasslichkeit der Ergebnisse des Biotrin-lgM-Testkits in
Frage gestellt werden musste. Die genaue Vorgehensweise der Nachtestung ist in Kapitel
2.6.3. dargestellt. Letztlich wurden nur die Proben, in denen beide Testkits
IgM-Antikérper nachweisen konnten, als IgM-positiv gewertet. Die Serokonversion konnte
aufgrund niedriger Einschlussraten am Follow-up 2 nicht im Rahmen der Definition verwendet
werden. Die aktuelle B19V-Infektion wurde damit Gber den direkten Virusnachweis durch PCR

und/ oder einen positiven IgM-Antikdrperstatus definiert.

Neben dem IgM-Antikérperstatus wurde auch der IgG-Antikdrperstatus nach der Testung mit
dem Biotrin-Testkit mit dem Mikrogen-Testkit stichprobenartig Gberprift, wobei beide Tests
eine hohe Ubereinstimmung aufwiesen. Der Nachweis spezifischer IgG-Antikdrper wurde als

durchgemachte Infektion interpretiert und zur Bestimmung der IgG-Seropravalenz verwendet.

2.7.5. Infektion mit Plasmodium falciparum

Unkomplizierte P.-falciparum-Infektion: Die alleinige Prasenz von Parasiten im Blut in
endemischen Gebieten wie unserem Studiengebiet ist haufig und kann als Diagnosekriterium
zu einer Uberdiagnose und einem verfriinten Ausschluss anderer Erkrankungsursachen
fuhren (Schellenberg et al., 1994). Somit wurde eine unkomplizierte Infektion mit
P. falciparum Uber das Vorhandensein von Fieber und eine Parasitendichte von mehr als
12.000/pl definiert. Eine Parasitendichte unterhalb des Grenzwertes wurde demnach nicht als

ursachlich fur die Fiebererkrankungen gewertet.

Komplizierte P.-falciparum-Infektion: Unkomplizierte P.-falciparum-Infektionen, die
zusatzlich mindestens eines der folgenden Kriterien erflllten, wurden als komplizierte

P.-falciparum-Infektion gewertet:

o Bewusstlosigkeit oder ein Punktwert in der Blantyre-Koma-Skala von < 3
e Hb <5 g/dl und eine Parasitamie > 100.000/pl

e Parasitdmie > 10 % (Parasiten/ul im Verhaltnis zu Erythrozyten/ul)

e |kterus und eine Parasitamie > 100.000/pl

e Dyspnoe

e Ausschluss von Kindern jiinger als ein Monat
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Als Grundlage der Definitionen dienten die Publikationen von Bejon et al. und Dondorp et al.
(Bejon et al., 2007; Dondorp et al., 2010).

2.8. Statistische Methoden

Die Datenanalyse wurde mit STATA/SE Version 14 (StataCorp LLC, Texas, USA)
durchgeflhrt. Die grundlegende Beschreibung der Population erfolgte durch Angabe absoluter
und prozentualer Anteile einzelner Merkmalsauspragungen. Haufigkeiten wurden in
Balkendiagrammen dargestellt. Als Lageparameter fur nicht-normalverteilte metrische
Variablen (z. B. "Alter in Jahren", ,Hb-Wert") wurde aufgrund seiner Robustheit gegeniber
AusreiRern der Median als Aquivalent fir den Mittelwert bestimmt. Zur Beschreibung der
Streuung der Messwerte um den Median diente der Interquartilsabstand (IQR), die Spannweite
der mittleren 50 % der Messwerte. Aullerdem wurde die Spannweite zwischen minimaler und
maximaler Auspragung des jeweiligen Merkmals zur Einschatzung der Streuung bei einzelnen
Merkmalen betrachtet. Die grafische Darstellung der nicht normalverteilten metrischen Daten

erfolgte im Box-Whisker-Diagramm.

Nominalskalierte Messwerte wurden mit nicht-parametrischen Verfahren betrachtet.
Dichotome Merkmale wurden in Vierfeldertafeln gegenibergestellt; bei Merkmalen mit
mehreren Auspragungen bzw. mehr als zwei zu vergleichenden Subgruppen wurden
Mehrfeldertafeln verwendet. Unterschiedshypothesen, welche die Verteilung eines nominalen
Merkmals in zwei oder mehr Gruppen betrafen, wurden mit einem zweidimensionalen X*Test
getestet. Bei Zellenhaufigkeiten < 5 wurde der exakte Test nach Fisher verwendet. Fir den
Vergleich der Mediane nicht-parametrischer Daten zwischen unterschiedlichen Subgruppen

der Studienpopulation, wurde der Mediantest verwendet.

Zur Erfassung des soziotkonomischen Status wurde ein soziodkonomischer Index unter
Einschluss von neun Indikatorvariablen in eine tetrachorische Korrelation und
Hauptkomponentenanalyse konstruiert. Im Anschluss wurde die Gesamtmenge in zwei gleich
groRe Gruppen unterteilt, sodass dieser als potenzieller Risikofaktor in der weiteren Analyse
untersucht werden konnte (Vyas & Kumaranayake, 2006). Die eingeschlossenen
Indikatorvariablen waren: 1) Mitgliedschaft in der nationalen Krankenversicherung, 2)
subjektive Einschatzung der finanziellen Situation, 3) Lokalisation der Kochstelle (innerhalb
oder aullerhalb des Hauses), 4) Art des Trinkwassers, 5) Verfugbarkeit von Elektrizitat,
6) Ausstattung mit Moskitogittern vor den Fenstern, Besitz von 7) Mobiltelefon, 8) Fernseher
und 9) Kuhlschrank.
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Der Zusammenhang zwischen einer B19V-Infektion und dichotomen abhangigen Variablen
wurde zunédchst in einer univariaten Analyse untersucht. Alle Faktoren mit p < 0,1 im
univariaten Modell wurden in ein multivariates Modell eingeschlossen. Die Variablen wurden
mit schrittweiser Rickwartselimination basierend auf einem Likelihood-Ratio-Test mit einem
Cut-Off-Wert von p = 0,05 aus dem Modell entfernt, damit unabhangige Risikofaktoren fur eine

B19V-Infektion bestimmt werden konnten.

Zur Ermittlung eines moglichen Zusammenhangs zwischen einer B19V-Infekton und einer
Anamie wurden zunachst univariate Regressionsanalysen mit Unterscheidung zwischen der
IgM-positiven und PCR-positiven Subgruppe durchgefiihrt. Des Weiteren wurden folgende
mdgliche Risikofaktoren untersucht: Geschlecht, Alter, Geschwisteranzahl, Ethnie,
soziobkonomischer Status, G6PD-Mangel, Sichelzellkrankheit und Infektion mit
P. falciparum. Zur Berlcksichtigung moglicher Stérfaktoren wurden alle Variablen in ein
multivariates Regressionsmodell eingeschlossen. Erganzend wurde eine lineare
Regressionsanalyse mit dem Hb-Wert als kontinuierliche Variable durchgefiihrt. Eine mégliche
Effekt-Modifikation in Bezug auf die Anamie zwischen einer B19V- und
P.-falciparum-Infektion wurde durch das Hinzufligen eines Interaktionsterms gepruft. Ein

Likelihood-Ratio-Test wurde zum Vergleich beider Modelle durchgefihrt.

Zur Darstellung der Ubereinstimmung beider IgM-Enzymimmuntests (Biotrin und Mikrogen) in
Abhangigkeit von der Hohe der Index-Werte der Biotrin-IgM-Messung wurde ein gleitender
proportionaler Anteil errechnet. Daflir wurden die Biotrin-Ergebnisse anhand der Indexwerte
der Extinktion aufsteigend sortiert. Der Anteil bestatigter Ergebnisse wurde in einem Fenster
von 50 Messwerten gerechnet, wobei das Fenster schrittweise von dem niedrigsten Indexwert

zum héchsten bewegt wurde. Die Ergebnisse wurden in einer Grafik abgebildet.
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3. Ergebnisse

3.1. Studienpopulation

Von November 2013 bis April 2015 wurden 1.238 Falle in die Studie eingeschlossen und durch
molekulargenetische Untersuchung (PCR) und serologische Analysen (Enzymimmuntest) auf
das Vorhandensein einer B19V-Infektion untersucht. Patientenfalle mit fehlender oder
inhibierter PCR oder fehlendem serologischem Ergebnis wurden aus der weiteren Analyse
ausgeschlossen. Unter den 1.189 Fallen fanden sich drei Falle mit wiederholt positiver B19V-
Diagnostik, die ebenfalls ausgeschlossen wurden. Somit wurden 1.186 Patientenfalle als
Gesamtmenge der Studie festgelegt. Die Zusammensetzung der Studienpopulation ist in Abb.

5 schematisch dargestellit.

Studienzeitraum

05.11.2013 - 30.04.2015
1238 Fille

Molekulargenetische
Parvovirus B19-

Diagnostik (PCR) .
> Ausschluss 23 Falle:
2 fehlende DNA-Extrakte
5 inkomplette Datensatze
\ 4 16 inhibierte PCRs
1215 Falle

Serologische
Parvovirus B19-
Diagnostik

> Ausschluss 26 Falle:
i’ Fehlende Serumproben

1189 Fille

> Ausschluss 3 Félle:
Wiederholt positive
41 Parvovirus B19-Diagnostik

1186 Falle
Anzahl der Kinder: 1108

Abb. 5. Flussdiagramm - Zusammensetzung der Studienpopulation - Wahrend des Studienzeitraums wurden
1.238 Falle eingeschlossen. Falle mit fehlender oder fehlerhafter molekulargenetischer/serologischer
B19V-Diagnostik wurden von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Drei weitere Falle mit wiederholt positiver
B19V-Diagnostik wurden ebenfalls ausgeschlossen, sodass die Studienpopulation 1.186 Falle umfasste, die sich
1.108 Kindern zuordnen lieRen.
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Die Anzahl der monatlichen Rekrutierungen variierte in Abhangigkeit von der Gesamtzahl der
stationaren Aufnahmen und der Kinder, welche die Einschlusskriterien erflllten und einem
Studieneinschluss zustimmten. Im Juli und September 2014 wurden mit 30 Kindern die
geringste Anzahl in die Studie eingeschlossen, im Marz 2015 mit 99 Kindern die gréte Anzahl.

Abb. 6 zeigt die Anzahl der rekrutierten Falle Gber die 18 Studienmonate.

100 ——

60 - —

40+ -

Anzahl der rekrutierten Kinder

201 —

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
11113 12/13 01/14 02/14 03/14 04/14 05/14 06/14 07/14 08/14 09/14 1014 11/14 12/14 01/15 02/15 03/15 04/15
Studienmonat/Jahr

Abb. 6. Anzahl der Rekrutierungen pro Studienmonat - Die Grafik zeigt die zeitliche Verteilung der 1.186
Studienfalle Uber die 18 Studienmonate.

Die 1.186 Falle liel3en sich unter Beachtung der Mehrfachbesuche 1.108 Kindern zuordnen.
Die nachfolgenden Haufigkeitsangaben der allgemeinen Informationen Uber die
Studienpopulation beziehen sich daher auf 1.108 Kinder. Von den eingeschlossenen Kindern
waren 54,3 % (n = 602) mannlich. Die Mehrheit der Kinder waren ein bis vier Jahre alt
(58,9 %, n =653), 17,7 % (n = 196) waren junger als ein Jahr, 23,4 % (n = 259) funf Jahre und
alter. Das jungste in die Studie eingeschlossene Kind war 27 d, das alteste 14 Jahre alt. Der
Altersmedian lag bei zwei Jahren. Eine Darstellung der Altersverteilung der Studienpopulation
zeigt Abb. 7.

Die Mehrheit der Kinder kam aus Agogo (34,8 %, n = 385), gefolgt von der Distrikthauptstadt
Konongo (6,8 %, n = 75) sowie den Nachbarorten Agogos, Ananekrom (4,1 %, n = 45) und
Hwidiem (3,8 %, n = 42). Insgesamt kamen die Kinder aus 127 verschiedenen Dérfern und

Stadten, die Uberwiegend in der ndheren Umgebung des Krankenhauses lagen.
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Abb. 7. Altersverteilung in der Studienpopulation - Die Grafik zeigt die absolute Anzahl der Kinder jeder
Altersgruppe fiir die 1.108 Kinder der Studienpopulation.

Der ethnischen Gruppe der Akan gehorten 57,3 % (n = 635) der Familien an, 39,5 %
(n =438) fuhlten sich Volksgruppen aus dem Norden des Landes (sog. Northeners) zugehérig.
Die Ubrigen Familien waren den Ewe (2,4 %, n = 26), den Ga (0,3 %, n = 3) oder anderen
ethnischen Gruppierungen (0,1 %, n = 1) angehérig. Neben 80,2 % (n = 889) mit christlichem
Glauben, waren die Muslime mit 17,8 % (n = 197) und andere Religionen mit

1,5 % (n = 17) in unserer Studienpopulation vertreten.

Von den Studienkindern waren 83,2 % (n = 992) uber die kostenlose nationale
Krankenversicherung (NHIS) versichert. In Ghana besteht eine Schulpflicht ab sechs Jahren.
Unter den schulpflichtigen Kindern (n = 191) besuchten 84,3 % die Grundschule oder eine

weiterfihrende Schule, 15,7 % der schulpflichtigen Kinder gingen nicht zur Schule.

Der Z-Score ,Gewicht bezogen auf Korpergrofle“ wurde als Indikator einer akuten
Unterernahrung herangezogen und konnte fir 811 Kinder berechnet werden. Demnach waren
80,8 % (n = 655) der Kinder in einem adaquaten Ernahrungszustand, 10,5 % (n = 85) moderat
mangelernahrt und 5,3 % (n = 43) schwer mangelernahrt. Als Indikator fur chronische
Unterernahrung diente der Z-Score ,Kdrpergrofie bezogen auf das Alter, der fur 759 Kinder
bestimmt werden konnte. Auch hiernach waren 81,3 % (n = 617) in einem guten

Erndhrungszustand, 7,8 % (n = 59) waren moderat und 5,3 % (n = 40) schwer unterernahrt.

Bei 437 der 789 Kinder (55,4 %) im Alter von mindestens 18 Monaten lag eine

Einverstandniserklarung zur Testung auf eine HIV-Infektion vor. In dieser Subgruppe fanden
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sich 13 Kinder mit einer HIV-Infektion (3,0 %). Bei 34 Kindern war eine Sichelzellkrankheit (3,1
%) und 3,3 % (n = 36) ein G6PD-Mangel bekannt. Zwei Kinder (0,2 %) waren an einer
Tuberkulose erkrankt. In Tab. 11 sind die allgemeinen Informationen zur Studienpopulation

aufgefihrt.

Fast alle Kinder wurden von einem Verwandten ins Krankenhaus begleitet (99,5 %,
n =1.102), der auch im selben Haushalt wie das Studienkind lebte (98,8 %, n = 1.095). Sowohl
als soziobkonomischen Parameter, als auch fiir die Ubertragung von Erkrankungen spielt die
Anzahl der Personen, die in einem Haushalt leben oder zusammen essen, eine Rolle. Gerade
wenn altere Geschwister schon in die Schule gehen, kénnen die jlingeren Kinder
verhaltnismanig frih mit Krankheitserregern wie beispielswiese B19V in Kontakt kommen. Die
Studienkinder hatten keine bis zwolf Geschwister, der Median lag bei zwei Geschwistern. In
484 % (n = 536) der Haushalte lebten zwei bis funf Personen, in 46,0 %
(n = 510) waren es zwischen sechs und zehn Personen. In den weiteren Haushalten (4,4 %,
n = 48) lebten elf bis 20 Personen zusammen. Uber ein Mobiltelefon verfiigten rund 65 %
(n = 718) der Familien. Die finanzielle Situation beschrieben 70,6 % (n = 782) als schwierig
und 17,0 % (n = 188) als sehr schwierig. Eine Unterstiutzung durch Verwandte im Ausland
wurde von 8,0 % (n = 89) der Familien angegeben. Die Fenster der Wohnhauser waren in 42,7
% (n = 473) mit Moskitogittern ausgestattet, die Mehrheit der Kinder (69,6 %, n = 771) hatte
die vorherigen 7 d unter einem Moskitonetz geschlafen. Fir die weitere Analyse wurde ein
soziodkonomischer Index bestimmt, in dessen Konstruktion neun Indikatorvariablen einflossen
(Kapitel 2.8.). Die Studienpopulation wurde in zwei gleich groRe Gruppen mit hohem und
niedrigem soziookonomischem Status eingeteilt (je 49,4 % und 49,2 %). Die

soziodkonomischen Informationen sind in Tab. 12 zusammengefasst.
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Tab. 11. Aligemeine Informationen zur Studienpopulation

Parameter Absolute Anzahl Anteil [%]
Gesamtzahl der Fille 1.189

Gesamtzahl der Kinder = n 1.108 100
Geschlecht

mannlich 602 54,3
Alter

<1 Jahr 196 17,7
1-2 Jahre 430 38,8
3-4 Jahre 223 20,1
= 5 Jahre 259 23,4
Median (IQR) [Monate] 29 (15-55)

Wohnort!

Agogo 385 34,8
Konongo 75 6,8
Ananekrom 45 41
Hwidiem 42 3,8
Bahankra 34 3.1
Patriensa 27 2,4
andere? 498 449
Volkszugehérigkeit'

Akan 635 57,3
Northeners 438 39,5
Ewe 26 2,4
Ga 3 0,3
Religionszugehorigkeit'

Christentum 889 80,2
Islam 197 17,8
andere 17 1,5
Mitgliedschaft in der nationalen Krankenversicherung’

ja 922 83,2
Schulbesuch?®

ja 161/191 84,3
Grunderkrankung

HIV-Infektion* 13/437 3,0
Sichelzellkrankheit 34 3,1
G6PD-Mangel 36 3,3
Tuberkulose 2 0,2
Akute Untererndhrung® Z-Score ,,Gewicht fiir KoérpergroBe* n=2811

guter Ernahrungszustand [-2 - +2] 655 80,8
moderate Untererndhrung [-2 - -3] 85 10,5
schwere Untererndhrung [< -3] 43 5,3
Chronische Untererndhrung® Z-Score ,,KérpergréRe fiir Alter n =759

guter Erndhrungszustand [-2 - +2] 617 81,3
moderate Unterernahrung [-2 - -3] 59 7,8
schwere Untererndhrung [< -3] 40 5,3

T Fehlende Angaben: Wohnort 2; Volkszugehorigkeit 6; Religion 5; Krankenversicherung 4.

2 ,andere*: 121 weitere Orte, aus denen jeweils weniger als 2 % der Studienkinder kamen.

3 Schulpflicht ab sechs Jahren. Anteil (%) der Kinder 2 6 Jahren (191 Kinder), 1 fehlende Angabe.

4437 Kinder waren mindestens 18 Monate alt. Ein beim ersten Besuch zu junges Kind wurden im weiteren
Verlauf positiv getestet und ist hier nicht mit aufgefiihrt.

5 Notwendige Daten zur Berechnung des Z-Score nur fiir Untergruppe verfligbar (siehe jeweiliges n).
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Tab. 12. Sozio6konomische Informationen zur Studienpopulation

Parameter Absolute Anzahl Anteil [%]
Gesamtzahl der Kinder = n 1.108 100
Begleitung lebt im gleichen Haushalt'

ja 1.095 98,8
Begleitung ist mit Kind verwandt'

ja 1.102 99,5
Geschwisteranzahl’

keine 244 22,0
1 245 221
2 215 19,4
3 155 14,0
4 110 9,9
5-12 124 11,2
Median (IQR) 2 (1-3)

Personen im Haushalt'

2-5 536 48,4
6-10 510 46,0
11-20 48 4,3
Median (IQR) 6 (4-7)

Verfiigbarkeit eines Mobiltelefons'

ja 718 64,8
Moskitogitter vor den Fenstern’

ja 473 42,7

Anzahl der Nachte, die das Kind wahrend der letzten
Woche unter einem Moskitonetz geschlafen hat'

7 771 69,6
4-6 20 1,8
1-3 25 2,3
0 278 251
Einkommensmanagement'

nicht schwierig 132 11,9
schwierig 782 70,6
sehr schwierig 188 17,0
Unterstiitzung durch Verwandte im Ausland’

ja 89 8,0
Soziokonomischer Status'’

hoch 586 494
niedrig 584 49,2

T Fehlende Angaben: Begleitung lebt im gleichen Haushalt 5; Begleitung ist verwandt 6; Geschwisteranzahl 15;
Personen im Haushalt 14; Verfugbarkeit Mobiltelefon 7; Verfligbarkeit Moskitonetz 14; Einkommensmanagement
6; Unterstiitzung durch Verwandte 8; Sozio6konomischer Status 16.

Zwischen dem Auftreten der ersten Beschwerden und dem Aufsuchen des Krankenhauses
mit der anschlieBenden Aufnahme auf die Kinderstation lagen im Median 2 d (Minimum O d,
Maximum 14 d). Die mittlere Aufenthaltsdauer lag ebenfalls bei 2 d, 130 Kinder (11,7 %)
blieben langer als 7 d in der stationaren Behandlung mit einem Maximum von 65 d. Vor der
Aufnahme bekamen 71,9 % (n = 853) der Kinder bereits Antipyretika, 11,4 % (n = 135)
Medikamente gegen Malaria und 4,9 % (n = 58) ein Antibiotikum. Ein Funftel der Kinder
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(n = 233) war in den sechs Monaten vor der Rekrutierung bereits mindestens einmal in

stationarer Behandlung.

Wahrend der 18-monatigen Rekrutierungsphase wurden 93,9 % (n = 1.040) der Kinder einmal
in die Studie aufgenommen, 5,3 % (n = 59) erfillten auch bei einem zweiten stationaren
Aufenthalt die Kriterien und wurden erneut eingeschlossen. Acht Kinder (0,7 %) wurden in dem
Zeitraum wahrend der stationaren Aufnahme dreimal in die Studie eingeschlossen und ein

einziges Kind (0,1 %) viermal.

Tab. 13. Informationen zu Krankenhausaufenthalt und Verlauf

Parameter Absolute Anzahl Anteil [%]

Anzahl der Krankenhausaufenthalte pro Kind (mit Einschluss in
die Studie)’ (n = 1.108)

1 1.040 93,9
2 59 5,3

3 8 0,7

4 1 0,1

Vorherige Medikamenteneinnahme?

Antibiotika 58 49

Antimalariamittel 135 11,4
Antipyretika 853 71,9
Tage zwischen Symptombeginn und Krankenhausaufnahme?

Minimum 0

Maximum 14

Median (IQR) 2 (1-3)

Dauer des Krankenhausaufenthaltes [d]?

Minimum 0

Maximum 65

Median (IQR) 2 (2-4)

Zustand bei Entlassung?

vollstandige Genesung 174 14,7
Entlassung mit anhaltender Medikation 964 81,3
Entlassen mit dauerhafter Medikation/Einschrankung 1 0,1

Verlegung in anderes Krankenhaus 3 0,3
verstorben 18 1,5
Follow-up

eingeschlossen 629

Follow-up 1 474/1037 45,7
Follow-up 2 417/1086 38,4
Follow-up 1 und 2 262/1037 25,3
Inpatient Review 837/927 90,3
Erneute Krankenhausaufnahme innerhalb eines Monats

unscheduled admission 16 1,4

T Einen Monat nach Erstaufnahme konnten die Kinder bei Wiederaufnahme ins Krankenhaus und Erfillung der
Einschlusskriterien erneut in die Studie aufgenommen werden.

2Fehlende Angaben: Antibiotika 18; Antimalariamittel 20; Antipyretika 18; Symptombeginn 291;
Aufenthaltsdauer 7; Zustand bei Entlassung 26.
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Die Mehrheit der Kinder wurden unter fortlaufender medikamentéser Behandlung entlassen
(81,3 %, n =964), 14,6 % (n = 174) hatten sich bereits vor der Entlassung wieder vollstandig
erholt. Nur ein Kind (0,1 %) verlie} das Krankenhaus mit einer bleibenden Beeintrachtigung,
drei Kinder (0,3 %) wurden zur Weiterbehandlung an ein anderes Krankenhaus verlegt. In der
gesamten Studienperiode verstarben 18 Kinder (1,5 %) wahrend des Aufenthalts an ihrer
Erkrankung. Tab. 13 fasst die allgemeinen Informationen zur Aufnahme, dem

Krankenhausaufenthalt und Verlauf zusammen.

Das studieninterne Follow-up-System wurde im Januar/Februar 2014 eingeflihrt. Am d 7 nach
der Entlassung kamen 45,7 % (474/1037) der Kinder (Follow-up 1) noch einmal ins
Krankenhaus, 38,4 % (417/1086) nahmen am Follow-up 2 einen Monat nach der Aufnahme
ins Krankenhaus teil. Die vollstandige Erfassung des Krankheitsverlaufes vom Tag der
Aufnahme bis zum Follow-up 2 gelang bei einem Viertel der Kinder (262 Kinder, 25,3 %).
Wenn ein Kind innerhalb des Follow-up-Zeitraumes erneut aufgenommen wurde, wurden
ungeachtet der Einschlusskriterien einige klinische Eckdaten zum Aufenthalt erfasst
(ungeplante Aufnahme, unscheduled admission). Wahrend der Studienperiode traf dies auf 16
Kinder zu (1,4 %). Ab Marz 2014 wurden die Kinder auch wahrend ihres Aufenthaltes begleitet
und der Verlauf im Inpatient Review erfasst. Von 927 Kindern konnten 90,3 %
(n = 837) in das System eingeschlossen werden. Abb. 8 zeigt die Teilnehmerzahlen am

Inpatient Review, Follow-up 1 und Follow-up 2.

Stationare Aufnahme
Eréffnung des Studienfalles: n=1186

Begleitung wahrend des Krankenhausaufenthaltes:
Inpatient Review n=927

Tag 1 (R1): 823

Tag 2 (R2): 567

Tag 3 (R3): 359

Tag 5 (R5): 170

A4 Tag 7 (R7): 93

= )
Erneute Aufnahme
’7:‘;”°W'”p; - 1037 bei Krankheit
’ Admission: 16
4 .
= y 7
Follow-up 2
28 Tage nach Aufnahme, n=1086
Teilnahme: 417
NV

Abb. 8. Teilnahmezahlen Inpatient Review und Follow-up — Insgesamt wurden 1186 Studienfalle er6ffnet. Der
Inpatient Review sowie die Follow-ups wurden zeitversetzt zum Studienbeginn eingefiihrt, sodass die Anzahl der
moglichen Teilnehmenden geringer war. Im Inpatient Review konnten 927 Krankenhausaufenthalte begleitet
werden. Am Follow-up 1 nahmen 1474 Kinder teil, am Follow-up 2 waren es 417 Kinder. Zwischen Entlassung und
Abschluss des Studienfalls wurden 16 Kinder erneut aufgenommen.
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3.2. Infektion mit Plasmodium falciparum

Alle 1.186 eingeschlossenen Falle wurden durch Blutausstrich und Mikroskopie auf das
Vorliegen einer P.-falciparum-Infektion untersucht. In 584 Proben (49,2 %) konnte
P. falciparum mit einer Parasitendichte von > 12.000/ul nachgewiesen werden. Dabei
prasentierten 80,3 % (n = 469) dieser Kinder die Symptome einer unkomplizierten Infektion
mit P. falciparum, wohingegen bei 115 Kindern (19,7 %) eine komplizierte P.-falciparum-
Infektion vorlag. In 2,9 % (n = 17) der Proben mit P.-falciparum fanden sich zeitgleich
P. malariae und in 0,5 % (n = 3) P. ovale. In weiteren 110 Proben (9,7 %) fand sich eine
Parasitendichte von weniger als 12.000/pl. Die Kinder mit einer P.-falciparum-Infektion waren
im Median 36 Monate alt (IQR: 21-60 Monate).

3.3. Parvovirus-B19-Infektion

3.3.1. Labordiagnostik

Molekulargenetische Untersuchungen: Von den 96 getesteten Pools erwiesen sich 37
Pools als positiv, zwei zunachst grenzwertige Pools zeigten sich bei der erneuten Testung
negativ. Alle Proben der positiven Pools wurden im Anschluss in einer Einzel-PCR mit
Inhibitionskontrolle erneut getestet. In zwei weiteren Pools war die Inhibitionskontrolle negativ,
sodass auch die Proben dieser Pools getestet wurden. Hierbei zeigte sich in einem Pool eine
positive Probe, in dem anderen keine. Insgesamt war die qualitative B19V-PCR in 36 Fallen

positiv, entsprechend 3,0 % der Studienpopulation.

Serologische Untersuchungen: Die primdre serologische Untersuchung mit dem Biotrin-
Testkit wies in 155 Proben (13,1 %) IgM-Antikdrper gegen B19V nach. Proben mit
intermedidarem Testergebnis wurden bei fehlender Nachtestungsméglichkeit als negativ
gewertet (139 Proben, 11,7 %). Spezifische IgG-Antikérper fanden sich in 172 Proben
(14,5 %).

Die Bestatigungstestung der Seren mit dem Mikrogen-Testkit wies bei 47 Proben (16,6 %) der
283 getesteten Proben spezifische IgM-Antikérper nach, die 236 (83,4 %) ubrigen Proben
waren negativ. Von den zwolf zufallig ausgewahlten und mit dem Mikrogen-Testkit auf IgG-
Antikorper untersuchten Proben wiesen insgesamt sechs Proben (50,0 %)
IgG-Antikdrper auf. Eine Gegenuberstellung der Ergebnisse der beiden Testsysteme zeigt
Tab. 14.

In 46 Proben (29,7 %) wurde der IgM-Antikérper-Nachweis durch das Mikrogen-Testkit

bestatigt. In den 109 weiteren Proben (70,3 %), in denen sich mit dem Biotrin-Testkit
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IgM-Antikérper nachweisen lieRen, fanden sich mit dem Mikrogen-Testkit aber keine
Antikérper. Die Ubereinstimmungsrate beider Testkits in Bezug auf den Nachweis spezifischer
IgM-Antikérper war mit rund 30 % gering. Im Gegensatz hierzu war die Ubereinstimmungsrate
bei den negativen Ergebnissen deutlich héher (99,2 %). Nur eine zunachst negative Probe
wies in der zweiten Testung IgM-Antikérper auf (0,8 %). Der p-Wert von < 0,01 (Exakter Test
nach Fisher) unterstitzt den Eindruck der unterschiedlichen Verteilung zwischen den beiden

Testverfahren.

Tab. 14. Gegeniiberstellung der serologischen Ergebnisse (Biotrin/Mikrogen)

IgM (Mikrogen) (%) p’
negativ positiv gesamt
IgM (Biotrin)
negativ 127 (99,2) 1(0,8) 128 (100)
positiv 109 (70,3) 46 (29,7) 155 (100)
gesamt 236 (83,4) 47 (16,6) 283 (100) <0,01
IgG (Mikrogen) (%) p’
negativ positiv gesamt
lgG (Biotrin)
negativ 6 (85,7) 1(14,3) 7 (100)
positiv 0 5(100) 5(100)
gesamt 6 (50,0) 6 (50,0) 12 (100) 0,02

1 Exakter Test nach Fisher

In der Abb. 9 sind die als IgM-positiv gewerteten Messungen (Index-Werte der
Extinktionsmessung > 1,1) der Biotrin-Testung dargestellt. Die in der zweiten Testung
(Mikrogen-Testkit) ebenfalls positiven Proben sind mit einer Raute markiert. Mit steigenden
Index-Werten in der Biotrin-Testung zeigte sich eine héhere Ubereinstimmungsrate zwischen
den beiden Testverfahren. Aufgrund der diskrepanten Ergebnisse der IgM-Testung, erfolgte
ein Vergleich in Bezug auf die PCR-Resultate (Tab. 15). Die prozentuale Verteilung zeigte sich
zwischen den beiden Untersuchungen annahrend gleich. Die Aussagekraft ist auch hier

aufgrund der kleineren Stichprobe der zweiten Testung reduziert.

In Bezug auf die IgG-Testung zeigten beide Testkits unter Vorbehalt der sehr kleinen
Stichprobe ahnliche Ergebnisse. Flinf der finf vormals positiven Proben wurden auch mit dem
Mikrogen-Testkit positiv getestet (100 %). Von den sieben negativen Proben wurden in sechs
Proben ebenfalls keine Antikdrper nachgewiesen und eine Probe war in der zweiten Testung

positiv (Ubereinstimmungsrate 85,7 %).
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Anteil bestéatigter Ergebnisse (Linie)

2 4 6 8 =10
Index-Werte des Biotrin-IgM-ELISA

Index-Werte der Biotrin-IgM-ELISA Messungen
<o Mit dem Mikrogen-lgM-ELISA bestatigte Messungen
Anteil der bestatigten Ergebnisse

Abb. 9. Gegeniiberstellung der positiven IgM-Ergebnisse der Biotrin- und Mikrogen-Testkits - In der Grafik
sind die positiv gewerteten Messungen der IgM-Biotrin-Testung (Index-Wert >1,1) in Abhangigkeit ihrer Index-Werte
(x-Achse) als Punkte dargestellt. Die Anordnung der Messwerte auf der y-Achse ist zufallig. Mit den Rauten
markierte Punkte markieren die mit dem Mikrogen-Verfahren bestatigten Ergebnisse. Die Linie zeigt den
proportionalen Anteil bestatigter Ergebnisse liber ansteigende Index-Werte (gleitender proportionaler Anteil Gber je
50 Patienten).

Des Weiteren erfolgte eine Gegenuberstellung der Antikorper-Ergebnisse in Bezug auf eine
Infektion mit P. falciparum (Tab. 16). Hierbei fiel eine Haufung der positiven IgM-Ergebnisse
der Biotrin-Testung in der Gruppe der Kinder mit P.-falciparum-Infektion auf. Wahrend
67,7 % der Kinder (n = 105) mit IgM-Antikérpern auch eine P.-falciparum-Infektion hatten,
hatten nur 32,3 % mit IgM-Antikérpern keine P.-falciparum-Infektion (n = 50; X?-Test
p < 0,01). In der Mikrogen-Testung hingegen zeigte sich nur bei 59,6 % (n = 28) der Kinder
mit B19V-IgM-Antikdrpern eine Infektion mit P. falciparum, bei den weiteren 40,4 % nicht
(n =19; X2-Test p = 0,76). Auch in der Gruppe der PCR-positiven Proben wiesen nur 55,6 %
(n = 20) eine Infektion mit P. falciparum auf, 44,4 % hingegen nicht (n = 16; X?-Test
p = 0,44). Die Verteilung der IgG-positiven Proben in Bezug auf das Vorhandensein einer
Infektion mit P. falciparum zeigte keine aullerordentliche Haufung. Es fanden sich 95
(55,2 %) lgG-positive Proben bei gleichzeitiger P.-falciparum-Infektion gegeniber 77
(44,8 %) IgG-positiven Fallen in der Gruppe ohne P.-falciparum-Infektion (X?-Test p = 0,09).
Mégliche Ursachen der unterschiedlichen serologischen Ergebnisse werden ausflihrlich in
Kapitel 4.1.1. diskutiert.
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Tab. 15. Gegeniiberstellung Biotrin- und Mikrogen IgM-Ergebnissen und B19V-PCR

PCR (%) p’
negativ positiv gesamt
IgM (Biotrin) (%)
negativ 1.003 (87,2) 28 (77,8) 1.031 (86,9)
positiv 147 (12,8) 8(22,2) 155 (13,1)
gesamt 1.150 (100) 36 (100) 1.186 (100) 0,10
IgM (Mikrogen) (%)
negativ 206 (83,4) 30 (83,3) 236 (83,4)
positiv 41 (16,6) 6 (16,7) 47 (16,6)
gesamt 247 (100) 36 (100) 283 (100) 0,99
1 X2-Test
Tab. 16. Assoziation von Parvovirus B19 und P. falciparum
keine P.-falciparum- P.-falciparum- gesamt (%) p’
Infektion (%) Infektion (%)
gesamt (%) 602 (50,7) 584 (49,2) 1.186 (100)
B19V
PCR 0,44
negativ 586 (51,0) 564 (49,0) 1.150 (97)
positiv 16 (44,4) 20 (55,6) 36 (3,0)
IgM (Biotrin) <0,01
negativ 552 (53,5) 479 (46,5) 1.031 (86,9)
positiv 50 (32,3) 105 (67,7) 155 (13,1)
IgM (Mikrogen) 0,76
negativ 101 (42,8) 135 (57,2) 236 (83,4)
positiv 19 (40,4) 28 (59,6) 47 (16,6)
" X?-Test

Fir die weitere Analyse wurden die Ergebnisse beider Testungen zusammengefasst.
Aufgrund der hohen Ubereinstimmungsrate beziiglich der IgM-negativen Proben wurden die
negativen Ergebnisse des Biotrin-Testkits Ubernommen. Ein positiver IgM-Status wurde
definiert, wenn beide Testkits ein positives Ergebnis zeigten. Damit waren in 46 Fallen
(3,9 %) IgM-Antikérper nachweisbar. Die IgG-Antikdrperuntersuchungen ergaben keine
Hinweise auf grolle Diskrepanzen zwischen den zwei Testungen, sodass auf groRere
Nachtestungen verzichtet und im Weiteren die Ergebnisse der Biotrin-Testung verwendet

wurden.
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3.3.2. Haufigkeit, Seropravalenz und Saisonalitat

Die aktuelle B19V-Infektion wurde Uber das Vorliegen eines positiven PCR-Ergebnisses

und/oder den Nachweis von spezifischen IgM-Antikdpern definiert.

Tab. 17. Ubersicht der endgiiltigen PCR- und IgM-Ergebnisse

PCR (%)
negativ positiv gesamt
IgM (%)
negativ 1.110 (93,6) 30 (2,5) 1.140 (96,1)
positiv 40 (3,4) 6 (0,5) 46 (3,9)
gesamt 1.150 (97,0) 36 (3,0) 1.186 (100)

Insgesamt fand sich in 76 Fallen (6,4 %) eine aktuelle B19V-Infektion. Hiervon waren 30
Proben (39,5 %) nur PCR-positiv, 40 Proben (52,6 %) nur IgM-positiv und lediglich 6 Proben
(8,6 %) in beiden Untersuchungen positiv (Tab. 17). Tab. 18 zeigt eine Ubersicht der
Antikorperkonstellationen bei aktueller B19V-Infektion. In der Gruppe mit positiver PCR
zeigten sich in drei Fallen keine Antikorper (3,9 %), in sechs Fallen IgM- und IgG-Antikérper
(7,9 %) und in 27 Proben nur IgG-Antikorper (35,5 %). Keine der Proben wies bei positiver
PCR nur IgM-Antikérper auf. Bei negativer PCR und aktueller B19V-Infektion lief3en sich in 32
Fallen (42,1 %) nur IgM-Antikdrper und in acht Fallen (10,5 %) IgM- und IgG-Antikdrper
nachweisen. Acht Faélle aus der Gruppe des positiven IgM-Antikérper-Status ohne
IgG-Seropositivitdt konnten nach einem Monat zum Follow-up 2 noch einmal untersucht

werden. Bei keinem der Félle liel sich eine Serokonversion beobachten.

Tab. 18. Antikorperkonstellation und PCR bei B19V-Infektion

IgM -/ 1gG - IgM +/1gG - IgM +/1gG + IgM -/1gG + gesamt (%)
B19V-PCR (%)
negativ - 32 (42,1) 8 (10,5) - 40 (52,6)
positiv 3(3,9) 0() 6 (7,9) 27 (35,5) 36 (47,4)
gesamt 3(3,9) 32 (42,1) 14 (18,4) 27 (35,5) 76 (100)

Insgesamt waren 172 Serumproben IgG-positiv und lie3en sich 163 unterschiedlichen Kindern
zuordnen. Zum Ausschluss der Ubertragung maternaler Antikdrper wurden fiir die Berechnung
der IgG-Seropravalenz nur Kinder bericksichtigt, die alter als ein Jahr waren. Demnach lag
die IgG-Seropravalenz in unserer Population bei 17,0 % (n = 155/889). Abb. 10 zeigt die
Anzahl der Patienten mit nachgewiesenen IgG-Antikérpern in den jeweiligen Altersgruppen.

Kinder zwischen 11 und 14 Jahren wurden zu einer Gruppe zusammengefasst, da sie einen
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prozentual geringen Anteil der Kinder ausmachten (43 Kinder; 3,9 %). In der Gruppe der
achtjahrigen Kinder fiel ein niedriger Prozentsatz mit
IgG-Antikérpern auf (4/29, 13,8 %). Demgegeniber liefsen sich unter den siebenjahrigen
Kindern bei 69,4 % (11/25) und unter den neunjahrigen Kindern bei 52,9 % (9/17)
lgG-Antikdrper nachweisen.

60

40 —

20 - T

Haufigkeit von IgG-Antikdrpern [in %]

T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11-14
Alter in Jahren

Abb. 10. IgG-Seropravalenz Parvovirus B19 - Die Grafik zeigt die prozentuale Haufigkeit von spezifischen IgG-
Antikdrpern in den jeweiligen Altersgruppen. Aufgrund der geringen Anzahl von Kindern zwischen 11 und 14 Jahren
(n =43, 3,9 %), wurde diese Gruppe zusammengefasst. In der Gruppe der achtjahrigen Kinder fiel ein niedriger
Prozentsatz mit IgG-Antikérpern auf (4/29, 13,8 %).

In den 18 Studienmonaten fanden sich bei einem bis maximal acht Fallen eine aktuelle B19V-
Infektion, entsprechend einem Anteil von 1,5-22,2 % der jeweils rekrutierten Falle. Dabei
zeigte sich eine temporare Haufung, innerhalb der ersten neun Studienmonate fanden 71 %
der Infektionen (n = 54) statt. Anhalt flr ein saisonales Vorkommen bot sich nicht. Die
beschriebene Haufung ist im Sinne eines zyklischen Auftretens der Viruserkrankung Uber
mehrere Jahre denkbar. Abb. 11 zeigt die relativen Haufigkeiten der Infektion Uber den

Studienzeitraum.
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Abb. 11. Haufigkeit von B19V-Infektionen iiber den Studienzeitraum - Die Abb. zeigt den prozentualen Anteil
der B19V-Infektionen bezogen auf die jeweilige monatliche Gesamtzahl der Rekrutierungen.

3.3.3. Klinische Prasentation

Die Kinder mit B19V-Infektion waren mit 37,5 Monaten im Median (IQR: 24-62 Monate) alter
als die Kinder ohne Infektion (Median: 29, IQR: 15-52 Monate; Median-Test p = 0,03). Die
Mehrheit der Kinder war mannlichen Geschlechts (n = 47, 61,8 %), gegenlber 53,9 % in der
Gruppe ohne Infektion (n = 598; X?>-Test p = 0,17). Die Temperatur lag im Median bei 39,3°C
(IQR: 38,8-39,8°C) und unterschied sich nicht wesentlich von der Gruppe ohne
B19V-Infektion (Median: 39,0°C IQR: 38,5-39,6°C; Median-Test p = 0,12). Im Median blieben
beide Gruppen 2 d im Krankenhaus. Bei Betrachtung des IQR fiel dennoch eine etwas kiirzere
Aufenthaltsdauer der Kinder mit B19V-Infektion auf (IQR: 1-3 d, ohne Infektion 2-4 d;
Median-Test p = 0,01). In Tab. 19 sind die Eckdaten der Falle mit B19V-Infektion der Gruppe
ohne B19V-Infektion gegenlbergestellt.

Bei keinem der Kinder mit aktueller B19V-Infektion stellten die behandelnden Arzte den
klinischen Verdacht auf ein Erythema infectiosum. Je zwei Kinder (2,6 %) hatten einen
Hautausschlag und eine generalisierte Lymphadenopathie. In der klinischen Untersuchung
fand sich bei 13,2 % (n = 10) eine Splenomegalie. Unter den Kindern mit B19V-Infektion
zeigten 44,7 % (n = 34) Erbrechen, 21,0 % (n = 16) Husten und 17,1 % (n = 13) Durchfall.
Weitere 11,8 % (n = 9) hatten Dyspnoe und 5,3 % (n = 4) Bauchschmerzen. Keines der Kinder
zeigte neurologische Auffalligkeiten. Eine Ubersicht der Symptome bei B19V-Infektion findet
sich in Tab. 20.
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Tab. 19. Eckdaten Parvovirus-B19-Infektion

Parameter keine B19V-Infektion (%) B19V-Infektion (%) p’
gesamt 1.110 (93,6) 76 (6,4)

Alter [Monate]

Median (IQR) 29 (15-52) 37,5 (24-62) 0,03
Geschlecht 0,17
mannlich 598 (53,9) 47 (61,8)

weiblich 512 (46,1) 11 (38,2)

Temperatur [°C]

Median (IQR) 39,0 (38,5-39,6) 39,3 (38,7-39,8) 0,12
Aufenthaltsdauer [d]

Median (IQR) 2 (2-4) 2 (1-3) 0,01

T Median-Test und X2-Test

Tab. 20. Symptome bei Parvovirus-B19-Infektion

Parameter keine B19V-Infektion (%) B19V-Infektion (%) p’
gesamt 1110 (93,6) 76 (6,4)

Erbrechen 437 (39,4) 4 (44,7) 0,36
Husten 285 (25,7) 6 (21,0) 0,37
Durchfall 189 (17,0) 3(17,1) 0,98
Splenomegalie? 98 (8,8) 0(13,2) 0,31
Dyspnoe? 106 (9,6) 9 (11,8) 0,60
Bauchschmerzen 56 (5,0) 4 (5,3) 0,79
Hepatomegalie? 76 (6,9) 7(9,2) 0,51
Lymphadenopathie? 3(0,3) 2(2,7) 0,02
Hautausschlag? 24 (2,2) 2(2,6) 0,20
Neurologische Symptomatik 32 (2,9) 0 0,26

1 X2-Test; bei Zellenhaufigkeit < 5 Exakter Test nach Fisher
2 Fehlende Angaben: Splenomegalie 12; Dyspnoe 9; Hepatomegalie 11; Lymphadenopathie 6;
Hautausschlag 1.

Anhand der klinischen Symptomatik wurde apparative und laborchemische Zusatzdiagnostik
durchgeflihrt und eine oder mehrere Behandlungsdiagnosen gestellt. In Tab. 21 sind die
weiteren Diagnosen der Kinder mit B19V-Infektion aufgefuhrt. Bei 14,5 % (n = 11) lie® sich
eine obere Atemwegsinfektion feststellen, bei 18,4 % (n = 14) eine untere Atemwegsinfektion
und bei 10,5 % (n = 8) eine Pneumonie. Diese Haufigkeiten unterschieden sich nicht relevant
von der Gruppe ohne B19V-Infektion. Auch die Haufigkeit einer Durchfallerkrankung war in
beiden Gruppen gleich (17,0 vs. 17,1 %, X?>-Test p = 0,98). Wahrend sich bei 13,2 % (n = 10)
der Kinder mit B19V-Infektion eine zeitgleiche Harnwegsinfektion fand, waren es in der
Vergleichsgruppe 17,8 % (n = 198; X?-Test p = 0,30). Die SIRS-Symptomatik war unter
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Kindern mit B19V-Symtomatik haufiger als in Abwesenheit der Infektion (68,4 %, n = 52 vs.
56,1 %, n = 620; X?-Test p = 0,04). Eine Sepsis trat jedoch nicht gehauft auf und war insgesamt
selten (3,4 %, n = 37 ohne B19V; 2,6 %, n = 2 mit B19V; X?>-Test p = 1,00). Bei den zwei
Kindern mit B19V-Infektion und Sepsis liel® sich eine Bakteriamie mit Haemophilus influenzae
bzw. Salmonella spp. nachweisen. Eine zeitgleiche Infektion mit P. falciparum fand sich bei 46
Kindern (60,5 %), wobei acht Kinder die Symptomatik einer komplizierten
P.-falciparum-Infektion prasentierten (10,5 %). Damit war ein komplizierter Verlauf im der
Gruppe der Koinfektionen haufiger als in der Gruppe der P.-falciparum-Monoinfektion
(n =538, 48,5 %; p = 0,04). Die Koinfektionen werden in Kapitel 3.4. weiterfuhrend dargestellt.

Tab. 21. Weitere Diagnosen bei B19V-Infektion

keine B19V-Infektion (%) B19V-Infektion (%) p’

gesamt 1.110 (93,6) 76 (6,4)

Oberer Atemwegsinfekt 162 (14,6) 11 (14.,5) 1,00
Unterer Atemwegsinfekt 264 (23,8) 14 (18,4) 0,28
Pneumonie 109 (9,8) 8 (10,5) 0,84
Durchfall 189 (17,0) 13 (17,1) 0,98
Harnwegsinfekt 198 (17,8) 10 (13,2) 0,30
SIRS 620 (56,1) 52 (68,4) 0,04
Sepsis 7 (3,4) 2(2,6) 1,00
P.-falciparum-Infektion 538 (48,5) 46 (60,5) 0,04
Komplizierte P.-falciparum-Infektion 107 (9,6) 8 (10,5) 0,80

1 X2-Test; bei Zellenhaufigkeit < 5 Exakter Test nach Fisher

3.3.4. Risikofaktoren fiir eine Parvovirus-B19-Infektion

Zunachst erfolgte die Betrachtung der prozentualen Haufigkeiten und die univariate Analyse
der moéglichen Risikofaktoren. Die Mehrheit der Kinder mit B19V-Infektion waren mannlichen
Geschlechts (n = 47, 61,8 %), in der Gruppe ohne B19V-Infektion zeigte sich dies weniger
ausgepragt (n = 598, 54,4 %). Das Risiko einer B19V-Infektion gegeniber dem weiblichen
Geschlecht stellte sich mit einer OR von 1,4 (95-%-Kl: 0,9-2,2; p = 0,17) als nicht signifikant
erhoht dar. Bei Betrachtung der prozentualen Haufigkeiten waren mehr Kinder mit
B19V-Infektion flinf Jahre oder alter als ohne B19V-Infektion (n = 23, 30,0 % vs. n = 248, 22,3
%). Die zugehorige OR lag bei 1,5 (95-%-KI: 0,9-2,5; p = 0,12).

Innerhalb der Gruppe der Kinder mit B19V-Infektion hatten 11,8 % (n = 9) keine Geschwister
und jeweils 43,4 % (n = 33) 1-2 und 3-12 Geschwister. Im Vergleich dazu hatten in der weiteren
Studienpopulation nur 34,6 % (n = 384) mehr als zwei und 22,6 % (n = 251) keine Geschwister.
Das Risiko einer B19V-Infektion zeigte sich mit einer OR von 2,0 (95-%-KI: 0,9-4,2, p = 0,07)
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fur Kinder mit 1-2 Geschwistern und mit einer OR von 24 (95-%-Kl: 1,1-5,1;

p = 0,02) fur Kinder mit mehr als zwei Geschwistern erhoht.

In der Vergleichsgruppe stammten 56,8 % (n = 630) aus der Volksgruppe der Akan und
40,0 % (n = 444) aus der Gruppe der Northeners. Innerhalb der Gruppe mit B19V-Infektion
gehorten im Vergleich etwas mehr Kinder Familien der Northeners an (51,3 %, n = 39). Dabei
ergab sich eine OR von 1,5 (95-%-Kl: 0,9-2,4; p = 0,09). Wahrend der soziobkonomische
Status innerhalb der Gruppe ohne B19V-Infektion nahezu ausgeglichen verteilt war, kamen
mehr Kinder mit B19V-Infektion aus einer Familie mit niedrigem sozio6konomischem Status
(n = 50, 65,8 %). Hieraus ergab sich ein erhohtes Risiko einer B19V-Infektion bei niedrigem
soziobkonomischem Status mit einer OR von 2,0 (95-%-KI: 1,2-3,3; p < 0,01).

Kinder mit der Grunderkrankung eines G6PD-Mangels wiesen nicht gehauft eine
B19V-Infektion auf (1,3 %, n = 1 vs. 4,1 %, n = 45), dementsprechend ergab sich eine OR von
0,3 (95-%-KlI: 0,0-2,6; p = 0,17). Auch Kinder mit einer Sichelzellkrankheit waren in der Gruppe
der B19V-Infektion nicht haufiger vertreten (3,9 %, n = 3 vs. 3,2 %, n = 36), die OR lag bei 1,2
(95-%-KI: 0,4-4,1; p = 0,75).

Nach Einschluss der Faktoren mit mdglicher Signifikanz (p < 0,1) in eine logistisches
Regressionsmodell stellte sich der soziobkonomische Status als einziger unabhangiger
Risikofaktor heraus (OR: 2,1; 95-%-KI: 1,3-3,4; p < 0,01). Die Ergebnisse der Risikoanalyse

sind in Tab. 22 zusammengefasst.
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Tab. 22. Risikofaktoren fiir eine B19V-Infektion (uni- und multivariate Analyse)

Parameter B19V-Infektion’ keine B19V-Infektion gesamt Univariate Analyse p? Multivariate Analyse? p?
OR (95-%-KIl) OR (95-%-KIl)

Gesamt 76 (6,4) 1.110 (93,6) 1.186

Geschlecht

weiblich 29 (38,2) 512 (46,1) 541 (45,6) 1 -

mannlich 47 (61,8) 598 (53,9) 645 (54,4) 1,4 (0,9-2,2) 0,17 -

Alter

Median (IQR) [Monate] 37,5 (24-62,5) 29 (15-52) 29 (15-53)

< 5 Jahre 53 (69,7) 862 (77,7) 915 (77,1) 1 -

= 5 Jahre 23 (30,3) 248 (22,3) 271 (22,9) 1,5 (0,9-2,5) 0,12 -

Geschwister*

keine 9(11,8) 251 (22,6) 260 (21,9) 1 -

1-2 33 (434) 460 (41,4) 493 (41,6) 2,0 (0,9-4,2) 0,05 -

3-12 33 (43,4) 384 (34,6) 417 (35,2) 2,4 (1,1-51) -

Volkszugehérigkeit*

Akan 37 (48,7) 630 (56,8) 667 (56,2) 1 -

Northeners 39 (51,3) 444 (40,0) 483 (40,7) 1,5(0,9-2,4) 0,09 -

Soziodkonomischer Status*>

hoch 26 (34,2) 560 (50,4) 586 (49,4) 1 1

niedrig 50 (65,8) 534 (48,1) 584 (49,2) 2,0 (1,2-3,3) <0,01 2,1(1,3-3,4) <0,01

G6PD-Mangel

nein 75 (98,7) 1.065 (95,9) 1.140 (96,1) 1 -

ja 1(1,3) 45 (4,1) 46 (3,9) 0,3 (0,0-2,6) 0,17 -

Sichelzellkrankheit

nein 73 (96,1) 1.074 (96,8) 1.147 (96,7) 1 -

ja 3(3,9) 36 (3,2) 39 (3,3) 1,2 (0,4-4,1) 0,75 -

1 Alle Proben mit tibereinstimmenden serologischen Resultaten in beiden Verfahren (Biotrin und Mikrogen) wurden als IgM-positiv gewertet. Alle Proben, die in der
qualitativen PCR positiv waren, sind hier ebenfalls als positive Falle aufgefiihrt. Sechs Proben waren PCR- und IgM-positiv.

2Der Vergleich dichotomer und nominaler Daten wurde mit einer logistischen Regressionsanalyse erstellt.

3 Die Werte sind fiir alle anderen aufgefiihrten Variablen adjustiert.

4Fehlende Angaben: Geschwister 16; Volkszugehorigkeit 5, 31 Kinder gehérten anderen Volksgruppen an; Soziotkonomischer Status 16.

5 Der soziookonomische Index wurde aus neun Indikatorvariablen konstruiert. Diese wurden in eine tetrachorische Korrelation und Hauptkomponentenanalyse
eingeschlossen. Im Anschluss wurde eine bindre Variable erstellt, hierbei wurde die Population in zwei gleich grof3e Gruppen geteilt.
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3.4. Koinfektionen

3.4.1. Haufigkeit und Verlauf der Koinfektion

Im Studienzeitraum hatten insgesamt 46 Kinder eine Koinfektion mit P. falciparum und B19V,
entsprechend 60,5 % der Gesamtzahl der B19V-Infektionen und 3,9 % der gesamten
Studienpopulation. Die Haufigkeit der Mono- und Koinfektionen Uber den Studienzeitraum ist
in der Abb. 12 dargestellt. Wahrend die P.-falciparum-Infektion ein saisonales Vorkommen

zeigte, fand sich dies fir B19V-Mono-und Koinfektionen nicht.
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Abb. 12. Auftreten von Mono- und Koinfektionen iiber den Studienzeitraum - Die Grafik zeigt die absolute
Anzahl der Infektionen mit P. falciparum und B19V Uber den Studienzeitraum von 18 Monaten. Zudem ist die
Haufigkeit der Koinfektionen dargestellt.

Unter den Kindern mit B19V-Monoinfektion waren 70,0 % (n = 30) mannlich, gegenuber
53,0 % (n = 285) der Kinder mit P.-falciparum-Monoinfektion und 56,5 % (n = 26) der Kinder
mit einer Koinfektion (X*-Test p = 0,18). Im Median waren die Kinder mit P.-falciparum-Mono-
infektion mit 35 Monaten (IQR: 20-58 Monate) am jlingsten, gefolgt von Kindern mit Koinfektion
(Median 37,5 Monate, IQR: 27-60 Monate) und Kindern mit einer B19V-Monoinfektion (Median
39,5 Monate, IQR: 20-65 Monate; Median-Test p = 0,26). In der Gruppe der B19V-
Monoinfektion lag die mediane Temperatur bei 39,0°C (IQR: 38,7-39,6°C), in der Gruppe mit
P.-falciparum-Monoinfektion bei 39,3°C (IQR: 38,8-39,8°C) und bei den Patienten mit
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Koinfektion bei 39,4°C (IQR: 38,8-39,8; Median-Test p = 0,69). Die mediane Aufenthaltsdauer
lag in allen Gruppen bei 2 d (Median-Test p = 0,39). Bei Betrachtung der IQR war die Gruppe
der B19V-Monoinfektionen mit 2-3 d im Vergleich zu 1-3 d Dbei
P.-falciparum-Monoinfektion sowie bei Koinfektionen etwas langer im Krankenhaus.
Insgesamt fand sich bei Betrachtung dieser Parameter kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen B19V-, und P.-falciparum-Mono- und Koinfektion
(Tab. 23).

Tab. 23. Eckdaten zu Mono- und Koinfektionen

Parameter B19V-Monoinfektion P.-falciparum- Koinfektion (%) p’
(%) Monoinfektion (%)

gesamtn =614 30 (4,9) 538 (87,6) 46 (7,5)

Geschlecht

mannlich 21 (70,0) 285 (53,0) 26 (56,5) 0,18

Alter [Monate]

IQR 20-65 20-58 27-60

Median 39,5 35 37,5 0,26

Temperatur [°C]

IQR 38,7-39,6 38,8-39,8 38,8-39,8

Median 39,0 39,3 39,4 0,69

Aufenthaltsdauer [d]

IQR 2-3 1-3 1-3

Median 2 2 2 0,39

" Median-Test und X2-Test

3.4.2. Klinische Symptomatik der Mono- und Koinfektionen

Respiratorische Symptome wie Dyspnoe, oberer Atemwegsinfekt und Pneumonie fanden sich
in der Gruppe der B19V-Monoinfektionen (16,7 %, 30 % und 20 %) haufiger als in den Gruppen
mit P.-falciparum-Monoinfektion und Koinfektion (5,2 %, 9,7 % und 2,0 % sowie
8,7 % und je 4,4 %; X°-Test/Exakter Test nach Fisher p = 0,02 und je p < 0,01).
Bauchschmerzen hatten 3,3-6,5 % der Kinder, 13,3 %-19,6 % hatten Durchfall und Erbrechen
lag bei 40-49,6 % vor. Relevante Unterschiede in der Haufigkeit zeigten sich zwischen den
Gruppen nicht (X%Test/Exakter Test nach Fisher p = 0,82, p = 043 und
p = 0,60). Harnwegsinfektionen waren in der Gruppe mit B19V-Monoinfektion mit 6,7 %
seltener als in der Gruppe mit P.-falciparum-Monoinfektion (18,6 %) sowie unter den Kindern
mit Koinfektion (17,4 %; Exakter Test nach Fisher p = 0,27). Ein SIRS fand sich bei der
Mehrheit der Kinder in allen drei Gruppen (62,4-69,6 %; X*Test p = 0,59). Eine Sepsis

hingegen trat selten auf, keines der Kinder mit Koinfektion war davon betroffen, unter den
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Kindern mit P.-falciparum-Monoinfektion waren es drei Kinder (0,6 %) und in der Gruppe der
B19V-Monoinfektion zwei Kinder (6,7 %; Exakter Test nach Fisher p = 0,03). Eine
neurologische Symptomatik fand sich nur unter den Kindern mit P.-falciparum-
Monoinfektionen (n = 18, 3,6 %). Eine Gegenlberstellung der klinischen Symptome und
Diagnosen bei B19V- und P.-falciparum-Monoinfektionen sowie der Koinfektion findet sich in
Tab. 24.

Tab. 24. Klinische Prasentation/Diagnosen bei Mono- und Koinfektionen

Parameter B19V-Monoinfektion P.-falciparum- Koinfektion (%) p’
(%) Monoinfektion (%)
gesamtn = 614 30 (4,9) 538 (87,6) 46 (7,5)
Dyspnoe 5(16,7) 28 (5,2) 4(8,7) 0,02
Oberer Atemwegsinfekt 9 (30,0) 52 (9,7) 2(4,4) <0,01
Unterer Atemwegsinfekt 6 (20,0) 94 (17,5) 8(17,4) 0,91
Pneumonie 6 (20,0) 11 (2,0) 2(4,4) <0,01
Bauchschmerzen 1(3,3) 26 (4,8) 3(6,5) 0,82
Erbrechen 12 (40,0) 267 (49,6) 22 (47,8) 0,60
Durchfall 4 (13,3) 70 (13,0) 9 (19,6) 0,42
Harnwegsinfektion 2 (6,7) 100 (18,6) 8(17,4) 0,27
SIRS 20 (66,7) 334 (62,4) 32 (69,6) 0,59
Sepsis 2 (6,7) 3(0,6) 0 0,03
Neurologische Symptome 0 18 (3,6) 0 0,43

1 X2-Test; bei Zellenhaufigkeit < 5 Exakter Test nach Fisher

Nicht in allen Fallen klinischer Diagnosen gelang im Nachhinein ein entsprechender
Erregernachweis. Bei 76,1 % der Kinder mit Koinfektion (n = 35) lieen sich keine weiteren
Krankheitserreger nachweisen; auch unter den Kindern mit P.-falciparum-Monoinfektion
waren bei 80,0 % (n = 428) die Malaria-Erreger die einzige nachgewiesene Krankheitsursache.
Unter den 30 Kindern mit B19V-Monoinfektion lie3 sich hingegen bei der Halfte (50,0 %) eine
weitere Krankheitsursache nachweisen. Bei den zwei Kindern mit Sepsis fand sich eine
Bakteriamie, bei drei Kindern ein Durchfallerreger und bei den Gbrigen zehn Kindern Erreger
von Atemwegsinfektionen. Auch unter den Kindern mit Koinfektion und weiterem
Erregernachweis fanden sich bei acht Kindern ein Erreger einer Atemwegsinfektion oder

Pneumonie und bei drei Kindern ein Durchfallerreger.

3.4.3. Verlauf der Mono- und Koinfektionen

Aus den Daten des Inpatient Review und der Follow-ups lieBen sich Rickschlisse auf den

Krankheitsverlauf einzelner Kinder schlieRen, flr eine generelle Beschreibung der Verlaufe
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von Mono- und Koinfektionen war die Fallzahl zu gering. Anhalt fur eine langere stationare
Aufnahme, schwerere Fieberverlaufe oder eine akute oder verzogerte Entwicklung schwerer
Anamie bei B19V-Mono- und Koinfektionen ergab sich nicht. Im Anhang findet sich eine Tab.

mit detaillierten Informationen zu den Kindern mit B19V-Mono- und Koinfektion.

3.5. Anamie

3.5.1. Haufigkeit und Charakteristika

Der Hb-Wert in der Studienpopulation lag im Median bei 10,2 g/dl mit einem IQR von 8,6-11,5
g/dl. Unter den Kindern hatten 11,7 % (n = 139) eine schwere, 38,7 % (n = 459) eine moderate,
17,3 % (n = 205) eine milde und 32,1 % (n = 381) keine Anamie. Nach Zusammenfassung der
Gruppen hatten 495 % (n = 586) keine Anamie gegenuber 50,5 %
(n =598) mit einer Anamie. In dieser Gruppe lag der Hb-Wert im Median bei 8,6 g/dl (IQR: 7,2-
9,4 g/dl). Der Altersmedian der Kinder mit Anamie lag bei 30 Monaten (IQR: 16-55 Monate).
In 54,8 % der Falle handelte es sich um eine normochrom-normozytare Anamie und in 23,2 %
um eine hypochrom-mikrozytare Form. Andere Unterformen waren selten, eine Ubersicht ist
in Tab. 25 aufgefiihrt. Auch in der Gruppe ohne Anamie waren die Erythrozytenindizes ahnlich
verteilt. Neben 67,9 % mit normochrom-normozytaren Erythrozyten hatten 23,7 % ebenfalls

hypochrom-mikrozytare Erythrozyten.

Tab. 25. Andamieformen

Parameter Korpuskulare Hb-Konzentration (MCH)

n = Anzahl der Falle mit Anamie (%)
Korpuskulédres Erythrozyten- hypochrom normochrom hyperchrom gesamt
volumen (MCV)
mikrozytar 139 (23,2) 59 (9,9) 0 198 (33,1)
normozytar 33 (5,5) 328 (54,8) 15 (2,5) 376 (62,9)
makrozytar 0 10 (1,7) 14 (2,4) 24 (4,0)
gesamt 172 (28,8) 397 (66,4) 29 (4,8) 598 (100)

3.5.2. Anamie bei Mono- und Koinfektionen

In der Studienpopulation hatten 50,5 % der Kinder eine Anamie, verglichen hierzu waren
Kinder mit einer B19V-Infektion mit einem Anteil von 64,0 % etwas haufiger betroffen
(X%-Test p = 0,02). Unter den Kindern mit einer B19V-Monoinfektion hatten 55,2 % eine
Anamie (n = 16), verglichen zu 42,0 % der Kinder (n = 240) ohne Nachweis der Virusinfektion
(X2-Test p = 0,16). In der Gruppe mit Koinfektion von B19V und. P. falciparum waren mit 69,9

% (n = 32) prozentual mehr Kinder von einer Anamie betroffen als bei Monoinfektion mit P.-
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falciparum-Monoinfektion (57,7 %, n = 310; X?Test p = 0,12). Der mediane Hb-Wert
unterschied sich zwischen den Gruppe B19V- und P.-falciparum-Monoinfektion sowie
Koinfektion beider Erreger nicht relevant (9,5 g/dl, 9,6 g/dl und 9,4 g/dl; Median-Test p = 0,95).
Eine Ubersicht der Anadmie bei Mono- und Koinfektion findet sich in Tab. 26. Bei Betrachtung
der Erythrozytenindizes in den einzelnen Subgruppen zeigte sich kein Unterschied im
Vergleich zur Gesamtpopulation, die Mehrheit der Falle hatte eine normochrom-normozytare

Anamie.

Tab. 26. Anidmie bei Mono- und Koinfektion (n = 1.184")

gesamt (%) keine P.-falciparum- P.-falciparum-Infektion
Infektion (%) (%)
keine Anamie keine Anamie keine Anamie
Andmie Anamie Anamie
gesamt 586 (49,5) 598 (560,5) 345(57,4) 256 (42,6) 241 (41,3) 342 (58,7)
keine B19V-Infektion 559 (50,4) 550 (49,6) 332(58,0) 240 (42,0) 227 (42,3) 310(57,7)
B19V-Infektion 27 (36,0) 48 (64,0) 13 (44,8) 16 (55,2) 14 (30,4) 32 (69,6)
p? 0,02 0,16 0,12
" Blutbild nur fir 1184 Falle vorliegend (75/76 B19V-Infektionen)

2 X2-Test

Unter den Kindern mit positiver B19V-PCR hatten 57,1 % (20/35) eine Anamie, gegenuber
71,7 % (33/46) der Kinder mit positivem IgM-Antikdrperstatus. Der mediane Hb-Wert der
B19V-PCR-positiven Gruppe lag bei 10,1 g/dl (IQR: 8,4-11,6 g/dl) und war gegenlber der
Gruppe mit positivem IgM-Antikdrperstatus héher (Medianer Hb-Wert 9 g/dl; IQR: 7,6-10,5
g/dl; Median-Test p = 0,08).

Bei Betrachtung der Altersverteilung fiel auf, dass die Kinder mit einer P.-falciparum-Mono-
infektion und einer Anamie junger waren als die Kinder ihrer Gruppe ohne Anamie
(29 Monate; IQR: 18-49 Monate vs. Median: 39 Monate; IQR: 24-64; Median-Test p < 0,01).
Die Kinder mit einer B19V-Monoinfektion waren insgesamt alter, allerdings waren auch die
Kinder mit Anamie im Median alter als die Kinder ohne Anamie (46 Monate; IQR: 19-72 vs. 35
Monate; IQR: 21-65; Median-Test p = 0,87). Das Alter der Kinder mit einer Koinfektion
unterschied sich in Abhangigkeit von der Anamie nicht wesentlich (ohne Anamie: 38,5 Monate;
IQR: 27-72 vs. mit Anamie 37,5 Monate; IQR: 26,5-60; Median-Test p = 0,75). Die

Altersverteilung in Abhangigkeit vom Infektionsstatus und Anamie ist in Tab. 27 aufgefuhrt.
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Tab. 27. Altersverteilung der Anamie bei Mono- und Koinfektion (n = 1184")

Parameter Gesamt (%) keine P.-falciparum-  P.-falciparum-Infektion
Infektion (%) (%)
keine Anamie keine Anamie keine Anamie
Anamie Anamie Anamie

keine B19V-Infektion 559 (50,4) 550 (49,6) 332 (58,0) 240 (42,0) 227 (42,3) 310 (57,7)
Alter [in Monaten]
Median 29 29 22 29,5 39 29
IQR 14-51 16-55 10-36,5 11,5-60 24-64 18-49
p? (Altersmedian gegen Hb) 0,53 <0,01 <0,01
B19V-Infektion 27 (36,0) 48 (64,0) 13 (44,8) 16 (55,2) 14 (30,4) 32 (69,6)
Alter [in Monaten]
Median 36 38,5 35 46 38,5 37,5
IQR 24-72 22-60 21-65 19-72 27-72 26,5-60
p? (Altersmedian gegen Hb) 0,93 0,87 0,75

1 Blutbild nur fiir 1184 Falle definiert; (75/76 B19V-Infektionen)
2 Median-Test

3.5.3. Verlauf der Anamie tiber den Beobachtungszeitraum

Von den 443 Faéllen mit Anamie konnten 92,3 % in das Inpatient-Review-System
eingeschlossen werden (Einfihrung des IR erst im Studienverlauf, daher n = 443). Innerhalb
der ersten 24 h bekamen hiervon 44 Kinder eine und zwei Kinder zwei Bluttransfusionen. Die
Ausgangs-Hb-Werte am Tag der Aufnahme lagen hierbei zwischen 2,4 und 10,9 g/dl, mit
einem Median von 8,2 g/dl. Insgesamt bekamen 90 der 443 im Inpatient Review erfassten
Kinder mit einer Anadmie wahrend ihres Krankenhausaufenthaltes in der Summe 114
Transfusionen. Aus der Gruppe mit Anamie konnten 170 Kinder (38,4 %) am Tag des Follow-
up 2 noch einmal untersucht werden. Wahrend des Krankenhausaufenthaltes oder nach
Entlassung erhielten 25 (14,7 %) von ihnen eine oder mehrere Bluttransfusionen. Aus der
Gruppe bekamen 62 Kinder (36,5 %) eine Eisensubstitutionsbehandlung, 17 (10,0 %) wurden
mit Folsdurepraparaten behandelt. Acht dieser Kinder hatten nach rund einem Monat immer
noch eine schwere Anamie (4,7 %), 36 Kinder eine moderate Anamie (21,2 %), 37 Kinder nur
noch eine milde Anamie (21,8 %) und 89 Kinder keine Anamie mehr (52,3 %). Bei Betrachtung
des medianen Hb-Wertes zeigte sich ein schrittweiser Anstieg um insgesamt 2,2 g/dl. Der
mediane Hb-Wert der Subgruppe lag am Aufnahmetag bei 8,9 g/dl (IQR: 7,8-9,5 g/dl), zum
Follow-up 1 bei 10,8 g/dl (IQR: 9,9-11,4 g/dl; n = 107) und am Tag des Follow-up 2 bei 11,1
g/dl (IQR: 10,3-11,9 g/dl). Abb. 13 vergleicht den Verlauf der Hb-Werte zwischen den Gruppen
mit und ohne Anamie. In der Gruppe ohne Anamie sind 224 Verlaufswerte zusammengefasst;
der Anteil der Kinder, die zusatzlich am Follow-up 1 teilgenommen haben war geringer
(143/224).
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Gruppe mit Andmie bei Aufnahme (n=170) Gruppe ohne Anamie bei Aufnahme (n=224)
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Abb. 13. Verlauf des Hb-Wertes bei Kindern mit und ohne Andmie - Die Grafik zeigt den Verlauf des Hb-Wertes
von 170 Kindern mit Anamie an d 0 und am Follow-up 2; am Follow-up 1 nahmen nur 107 Kinder teil. Dem
gegenuber ist der Verlauf in der Gruppe von Kindern ohne Anamie bei Aufnahme dargestellt. Von den 224 Kindern
die zum Follow-up 2 erschienen, konnten 143 Kinder auch zum Follow-up 1 untersucht werden. Wahrend sich bei
den Kindern ohne Anamie ein relativ konstanter Hb-Wert Uber einen Monat zeigt, erholt sich der Hb-Wert der Kinder
mit Andmie bei einem Grof3teil deutlich.

In der Vergleichsgruppe ohne Anamie (n = 224) lag der mediane Hb-Wert bei 11,6 g/dl (IQR:
11,1-12,3 g/dl). Im Verlauf fiel der mediane Hb-Wert am Tag des Follow-up 1 leicht auf 10,8
g/dl (IQR: 9,9-11,4 g/dl; n = 143), einen Monat nach Krankenhausaufnahme zeigte sich ein
erneuter Anstieg auf 11,6 g/dl (IQR: 11,1-12,3 g/dl). Insgesamt fand sich in dieser Gruppe ein
stabilerer Hb-Wert. Drei Kinder dieser Gruppe bendtigten wahrend ihres stationaren
Aufenthaltes eine Bluttransfusion. Zwei weitere gaben zum Follow-up 1 oder 2 an, in der
Zwischenzeit eine Bluttransfusion erhalten zu haben. Innerhalb der Gruppe wurden 27 Kinder

(18,9 %) mit Eisenpraparaten und acht Kinder (5,6 %) mit Folsaurepraparaten behandelt.

Bei 56 Kindern, die bei Aufnahme keine Anamie hatten, fand sich 7 d nach Entlassung eine
Anamie. Davon hatten 39 Kinder eine P.-falciparum-Infektion, finf darunter eine Koinfektion
mit B19V. Im Follow-up 2 konnten 30 Kinder erneut untersucht werden, wobei ein Kind eine
anhaltende moderate Anamie zeigte. Weitere zehn zeigten noch eine milde Anamie, bei den
Ubrigen 19 hatte sich der Hb-Wert erholt. Am Tag des Follow-up 2 fielen 17 Kinder erstmals
mit einer moderat-schweren Anadmie auf, sechs von ihnen hatten bei Aufnahme eine
P.-falciparum-Infektion, keines eine B19V-Infektion. Insgesamt gelang nur bei kleinen
Subgruppen der Einschluss in die Nachbeobachtung, sodass auf Basis unserer Daten keine
allgemeinen Aussagen beziglich der Krankheits- und Anamieverlaufe von B19V-Mono- und

Koinfektionen moglich waren.
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3.5.4. Risikofaktoren fiir eine Anamie

Die Tab. 28 zeigt eine Ubersicht der betrachteten Risikofaktoren und ihrer Haufigkeit bei
Kindern mit Anamie, sowie die in uni- und multivariater Analyse berechneten OR. Von allen
eingeschlossenen mannlichen Kindern hatten 52,9 % eine Anamie (n = 341) im Vergleich zu
47,6 % (n = 257) unter den Studienteilnehmerinnen. In der univariaten Analyse hatten Kinder
mannlichen Geschlechtes im Vergleich zu den weiblichen Kindern mit einer OR von 1,2 ein
leicht erhdhtes Risiko flr eine Anamie (95-%-Kl: 1,0-1,6; p = 0,07). In Bezug auf die
Altersgruppen unter finf Jahren und ab finf Jahren zeigte sich keine unterschiedliche
Haufigkeit der Anamie (50,2 %, n = 458 vs. 51,7 %, n = 140; OR: 1,1; 95-%-Kl: 0,8-1,4;
p = 0,70). Unter den Kindern mit 1-2 Geschwistern war ein prozentual gréRerer Anteil von einer
Anamie betroffen (n = 256, 43,2 %) als in der Gruppe ohne Geschwister (n = 119, 20,1 %) und
mit 3-12 Geschwistern (n = 217, 36,7 %), statistisch lie} sich dies nicht in einer deutlichen
Risikoerhéhung abbilden (OR von je 1,3; 1-2 Geschwister: 95-%-Kl: 0,9-1,7; 3-12 Geschwister:
95-%-KI: 1,0-1,8; p = 0,20). Von den Kindern aus der Volksgruppe der Akan hatten 39,8 % (n
= 265) eine Anamie, in der Volksgruppe der Northeners waren es 64,7 %
(n=312). Kinder aus Familien der Northeners hatten mit einer OR von 2,8 ein deutlich héheres
Risiko fur eine Anamie als Kinder der Akan (95-%-KI: 2,2-3,5; p < 0,01). Unter Kindern aus
Familien mit niedrigem sozio6konomischen Status waren 64,5 % anamisch, verglichen mit
36,9 % (n = 216) der Kinder mit hohem sozio6konomischem Status. Dies spiegelte sich in
einer mit 3,1 deutlich erhéhten OR wider (95-%-KI: 2,4-3,9; p < 0,01). Von den Kindern mit
einem G6PD-Mangel hatten 78,3 % (n = 36) eine Anamie, unter den Kindern mit einer
Sichelzellkrankheit waren es 82,1 % (n = 32). Beide Erkrankungen boten ein deutlich erhdhtes
Risiko an einer Anamie zu erkranken. Kinder mit einem G6PD-Mangel hatten eine OR von 3,7
(95-%-KI 1,8-7,5; p < 0,01), bei Kindern mit einer Sichelzellkrankheit lag die OR bei 4,7 (95-
%-Kl 2,0-10,7; p < 0,01) jeweils verglichen mit der Gruppe ohne die Grunderkrankung.

Eine Infektion mit P. falciparum stellte ebenfalls einen Risikofaktor dar, 58,7 % der Kinder
(n = 342) hatten eine Anamie. Die OR lag bei 1,9 (95-%-KI: 1,5-2,4, p < 0,01). Bei Betrachtung
der B19V-Infektion ohne Unterscheidung zwischen IgM und PCR positiven Fallen fand sich
mit einer OR von 1,8 (95-%-Kl: 1,1-2,9; p = 0,02) ein erhéhtes Risiko flir das Vorliegen einer
Andmie. Unter den Kindern mit positivem IgM-Antikérperstatus waren 71,7 % (n = 33) von
einer Anamie betroffen, in der Gruppe mit negativem Antikorperstatus 49,7 %
(n=565; OR 2,6; 95-%-KI: 1,3-4,9; p < 0,01). Unter Kindern mit positivem PCR-Ergebnis zeigte
sich prozentual eine leichte Haufung (57,1 %, n = 20 vs. 50,3 %, n = 578), jedoch ohne ein
statistisch signifikante Risikoerhéhung (OR: 1,3, 95-%-KI: 0,7-2,6; p = 0,43).
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Im nachsten Schritt erfolgte eine multivariate Analyse der moglichen Risikofaktoren. Zur
Differenzierung des Einflusses der B19V-Laborparameter wurden drei Modelle mit
unterschiedlicher B19V-Definition erstellt (B19V-Definition nur Uber das serologische
Ergebnis, nur Uber das PCR-Ergebnis sowie Uber einen der beiden Marker). Die kalkulierten
OR, Konfidenzintervalle und p-Werte zeigten sich fir die Mehrheit der Risikofaktoren in den
drei Modellen nahezu gleich. Den starksten Risikofaktor stellte die Sichelzellkrankheit mit einer
OR von 6,8 (95-%-KI: 2,9-16,3; p < 0,01) dar. Auch die Grunderkrankung des G6PD-Mangels
erhdhte das Risiko fir das Vorliegen einer Anamie mit einer OR von 2,4 (95-%-Kl: 1,1-5,0, p
= 0,03). Des Weiteren waren Kinder aus einfachen sozio6konomischen Verhaltnissen einem
hoheren Risiko ausgesetzt (OR 2,1; 95-%-Kl: 1,5-2,8; p < 0,01), ebenso wie Kinder aus der
Volksgruppe der Northeners (OR 1,8; 95-%-KI: 1,4-2,5; p > 0,01). Geschlecht, Alter und Anzahl
der Geschwister verloren im multivariaten Modell an Bedeutung. Zusatzlich wurden lineare
Regressionsanalysen mit dem Hb-Wert als kontinuierliche Variable durchgeflhrt, hier zeigten

sich vergleichbare Ergebnisse (tabellarische Ubersicht im Anhang).

P. falciparum und Parvovirus-B19-Infektion als Risikofaktoren: Die Infektion mit
P. falciparum zeigte in den multivariaten Modellen eine OR von 1,9 (95-%-Kl: 1,4-2,4;
p < 0,01). Die B19V-Infektion definiert Uber PCR- oder IgM-Ergebnis stelle sich nicht als
signifikanter Risikofaktor heraus (OR: 1,5; 95-%-KI: 0,9-2,5; p = 0,14). Kinder mit einem
positiven IgM-Antikérperstatus fir B19V zeigten jedoch auch im multivariaten Modell ein
deutlich erhdhtes Risiko fur das Vorliegen einer Anamie (OR: 2,6; 95-%-Kl: 1,3-5,3;
p < 0,01). Dieses erhohte Risiko lief3 sich fiir Kinder mit positiver B19V-PCR nicht darstellen
(OR: 0,9; 95-%-KI: 0,4-1,8; p = 0,70).

Sowohl die Infektion mit P. falciparum als auch eine B19V-Infektion, definiert Gber eine IgM-
Positivitat, nicht jedoch Uber eine positive PCR, bestatigten sich als unabhangige
Risikofaktoren flr das Vorhandensein einer Anamie. Eine Adjustierung der Faktoren im
multivariaten Regressionsmodell ergab keine Veranderungen der Ergebnisse, sodass kein
Hinweis fir eine gegenseitige Abhangigkeit bestand. Ein Likelihood-Ratio-Test der zwei
Modelle mit und ohne Interaktionsterm zwischen P. falciparum und B19V-Infektion zeigte keine
Effektmodifikation (IgM: p = 0,91; PCR: p = 0,79). Daher ergab sich kein Hinweis auf einen

additiven oder multiplikativen Effekt beider Infektionen auf das Vorhandensein einer Anamie.
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Tab. 28. Risikofaktoren fiir eine Anamie in uni- und multivariater Analyse

Falle mit Univariate Analyse p' Modell mit B19V p' Modell mit B19V-IgM p' Modell mit B19V-PCR p’
Anamie (%) OR (95-%-KIl) (PCR und/oder IgM) Adjustierte Analyse? Adjustierte Analyse?
Adjustierte Analyse? OR (95-%-KIl) OR (95-%-KIl)
OR (95-%-Kl)
gesamt 598 (50,5)
Geschlecht
weiblich 257 (47,6) 1 1 1 1
mannlich 341 (52,9) 1,2 (1,0-1,6) 0,07 1,3 (1,0-1,6) 0,07 1,3 (1,0-1,6) 0,07 1,3 (1,0-1,6) 0,06
Alter
< 5 Jahre 458 (50,2) 1 1 1 1
2 5 Jahre 140 (51,7) 1,1(0,8-1,4) 0,70 1,1(0,8-1,4) 0,73 1,1(0,8-1,4) 0,71 1,1 (0,8-1,5) 0,70
Geschwister
keine 119 (20,1) 1 1 1 1
1-2 256 (43,2) 1,3 (0,9-1,7) 0,20 1,1 (0,8-1,5) 0,83 1,1 (0,8-1,5) 0,90 1,1 (0,8-1,5) 0,80
3-12 217 (36,7) 1,3 (1,0-1,8) 1,0 (0,7-1,5) 1,0 (0,7-1,4) 1,0 (0,7-1,5)
Volkszugehorigkeit
Akan 265 (39,8) 1 1 1 1
Northeners 312 (64,7) 2,8 (2,2-3,5) < 0,01 1,8 (1,4-2,5) < 0,01 1,8 (1,4-2,5) < 0,01 1,8 (1,4-2,5) < 0,01
Soziobkonomischer Status®
hoch 216 (36,9) 1 1 1 1
niedrig 376 (64,5) 3,1(2,4-3,9) < 0,01 2,1(1,5-2,8) < 0,01 2,1(1,5-2,8) < 0,01 2,1(1,6-2,8) < 0,01
G6PD
nein 562 (49,4) 1 1 1 1
ja 36 (78,3) 3,7 (1,8-7,5) < 0,01 2,4 (1,1-5,0) 0,03 2,3 (1,1-5,0) 0,03 2,3 (1,1-4,9) 0,03
Sichelzellkrankheit
nein 566 (49,4) 1 1 1 1
ja 32 (82,1) 4,7 (2,0-10,7) < 0,01 6,8 (2,9-16,3) < 0,01 7,1 (3,0-17,0) < 0,01 6,9 (2,9-16,6) <0,01
P.-falciparum-Infektion*
nein 256 (42,6) 1 1 1 1
ja 342 (58,7) 1,9 (1,5-2,4) < 0,01 1,9 (1,4-2,4) <0,01 1,9 (1,5-2,4) < 0,01 1,9 (1,5-2,4) <0,01
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Fille mit Univariate Analyse p! Modell mit B19V p! Modell mit B19V-IgM p! Modell mit B19V-PCR p’
Anamie (%) OR (95-%-KIl) (PCR und/oder IgM) Adjustierte Analyse? Adjustierte Analyse?
Adjustierte Analyse? OR (95-%-KIl) OR (95-%-KIl)

OR (95-%-KI)

B19V-Infektion (PCR/IgM)

nein 550 (49,6) 1 1 - -

ja 48 (64,0) 1,8 (1,1-2,9) 0,02 1,5 (0,9-2,5) 0,14 - - - -
B19V-IgM®

negativ 565 (49,7) 1 - 1 -

positiv 33 (71,7) 2,6 (1,3-4,9) < 0,01 - - 2,6 (1,3-5,3) < 0,01 - -
B19V-PCR?®

negativ 578 (50,3) 1 - - 1

positiv 20 (57,1) 1,3 (0,7-2,6) 0,43 - - - - 0,9 (0,4-1,8) 0,70

" Der Vergleich dichotomer und nominaler Daten wurde mit einer logistischen Regressionsanalyse erstellt.

2Die Werte sind firr alle anderen aufgefiinrten Variablen adjustiert.

3 Der soziookonomische Index wurde aus neun Indikatorvariablen konstruiert. Diese wurden in eine tetrachorische Korrelation und Hauptkomponentenanalyse eingeschlossen. Im Anschluss wurde eine
binare Variable erstellt, hierbei wurde die Population in zwei gleich groRe Halften geteilt.

4 Eine klinisch relevante Malaria mit P. falciparum wurde Uber eine Parasitendichte > 12.000/ul und Fieber = 38,0°C definiert.

5 Alle Proben mit Gibereinstimmenden serologischen Resultaten in beiden Verfahren (Biotrin und Mikrogen) wurden als IgM-positiv gewertet. Alle Proben, die in der qualitativen PCR positiv waren, sind
hier als positive Falle aufgefihrt. Sechs Proben waren PCR- und IgM-positiv.
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4. Diskussion

Da die vorliegende Studie Teil einer grofkeren Studie mit anderen Kernfragen war, sind die
Ergebnisse als Resultat einer explorativen Analyse und Testung zu werten und nicht als
konformative Daten zu interpretieren. Vorab erfolgte keine Fallzahlberechnung mit Festlegung

von Power und Signifikanzniveau.

Innerhalb der untersuchten Population war eine B19V-Infektion in 6,4 % als Ursache des
Krankenhausaufenthaltes zu diskutieren und ist damit als Differentialdiagnose bei fieberhaften
Erkrankungen im Kindesalter auch in Malaria-Endemiegebieten zu beachten. Eine einheitliche
klinische Symptomatik zeigten die Patienten nicht, sodass eine zuverlassige Labordiagnostik
entscheidend ist. Nach Auswertung unserer Daten ist die Verlasslichkeit der hierzulande
etablierten B19V-Diagnostik in Gebieten sldlich der Sahara mit endemisch vorkommender

Malaria zu diskutieren und weitere Untersuchungen sind notwendig.

Unterschiede in der klinischen Prasentation, dem Schweregrad der Erkrankung und dem
Verlauf fanden sich, unter Vorbehalt der geringen Fallzahl und Follow-up-Einschlussrate,

zwischen B19V-Mono- und Koinfektionen nicht.

In unserer Studie zeigte sich eine Assoziation zwischen dem Nachweis von IgM-Antikdrpern
gegen B19V und dem Vorkommen einer Anamie. Dieser Zusammenhang liel3 sich unter den
Kindern mit positiver B19V-PCR-Diagnostik nicht darstellen. Zudem stellten sich eine
B19V-Infektion (definiert Uber IgM-Positivitdt) und eine Infektion mit P. falciparum als
unabhangige Risikofaktoren fir eine Andmie dar, ein Anhalt fir einen additiven oder

multiplikativen Effekt bot sich aber nicht.

4.1. Parvovirus-B19-Diagnostik

Die Untersuchung und Analyse unserer Daten verdeutlichen die Problematik der adaquaten
Diagnostik der Virusinfektion. Gerade die Validitat von IgM-Antikérper-Enzymimmuntesten im
epidemiologischen Kontext in Gebieten, in denen Malaria endemisch vorkommt, muss vor dem
Hintergrund unserer Ergebnisse hinterfragt werden. Die geeignete Diagnostik einer aktuellen
B19V-Infektion wurde in den letzten Jahren vielfach diskutiert (Hoebe et al., 2002; Young &
Brown, 2004). Die Kombination von PCR und serologischer Diagnostik ist aktuell empfohlen
und wurde in der vorliegenden Studie angewandt, da beide Parameter alleiniger Marker der

Infektion sein kdnnen (Gallinella et al., 2003).
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4.1.1. Sensitivitat und Spezifitat der serologischen Untersuchungen

Vergleich der Testkits: Die auffallige Diskrepanz zwischen der Anzahl PCR-positiver Proben
(36) und der sehr viel héheren Anzahl IgM-positiver Proben mit dem Biotrin-Testkit (155) warf
die Frage der Plausibilitdt und Spezifitdt der serologischen Untersuchungsergebnisse im
epidemiologischen Kontext auf. Nach Erhalt der Ergebnisse der zweiten Testung mit dem
Mikrogen-Testkit zeigte sich eine Ubereinstimmungsrate im Bereich der positiven Ergebnisse
von nur 30 % (p < 0,01). Auf der anderen Seite schien die Spezifitdt beider Testkits gut, hier

bestand nur eine Diskrepanz von 0,8 %.

Bisher verdffentlichte Daten zum Vergleich der beiden Testkits an Proben aus den USA und
Deutschland legen eine hohe Sensitivitat und Spezifitat sowie Ubereinstimmungsraten von
96,0-98,7 % nahe (Butchko & Jordan, 2004; Enders et al., 2007). Aus Landern suidlich der
Sahara liegen keine Vergleichsdaten vor. Bisher gibt es keine Publikationen, die eine derart
starke Diskrepanz der serologischen Ergebnisse (IgM) beschreiben. In Bezug auf die
IgG-Bestimmung wiesen beide Testkits unter Vorbehalt einer sehr kleinen Stichprobe eine

hohe Ubereinstimmungsrate in unserer Population auf (11/12).

Ursachen falsch negativer Ergebnisse

Komplexierung von Virus und Antikorper: Eine mdgliche Ursache falsch negativer
Ergebnisse ist in der Komplexierung von Virus und spezifischen Antikdrpern bis hin zur
fehlenden Nachweisbarkeit denkbar. In einer Studie konnten Bredl et al. diese Komplexierung
bei 24 Antikorper-negativen Proben mit mehrheitlich hoher Viruslast nachweisen. Nach
Bearbeitung mit Dissoziierungspuffer konnten in allen vormals negativen Proben mit
Enzymimmuntest und Immunblot (recomWell/Line, Mikrogen) IgG-Antikdrper nachgewiesen
werden. Eine Aussage zur IgM-Antikdrper-Diagnostik war aufgrund der Methodik nicht mdglich
(Bredl et al., 2011).

Kooistra et al. veroffentlichten Daten von Blutspendern aus den Niederlanden, wo sich bei
70 % der mit PCR auf B19V positiv getesteten Proben keine spezifischen Antikérper
nachweisen lieRen (Kooistra et al., 2011). Ob dies falsch negative Ergebnisse sind oder die
Proben keine Antikdrper aufweisen, ist unklar, da auch Konstellationen mit nachweisbarer

Viruslast ohne Antikdrper mdglich sind (Maple et al., 2014).

Moglicherweise ist ber diesen Mechanismus auch der geringe Anteil der Proben mit positiven

IgM- und PCR-Ergebnissen in unserer Population erklarbar. Aufgrund der durchgefiihrten rein
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qualitativen PCR ist eine Aussage zur Hohe der Viruslast in Abhangigkeit der IgM-Ergebnisse

nicht maoglich.

Detektion verschiedener Genotypen: Hinzu kommt der Aspekt, dass kommerzielle Testkits
primar fur die Detektion von Antikérpern gegen den Genotyp 1 des B19V entwickelt wurden.
Daten aus Kumasi, Ghana, zeigten, dass 38,5 % der Proben, die mit einem speziell fir den
Genotyp 3 entwickelten EIA-Test untersucht wurden, Antikdrper aufwiesen, die vorab in der

Testung mit dem Biotrin-Testkit negativ waren (Candotti et al., 2004).

Abgeschwidchte humorale Immunantwort: Im Rahmen einer Immunsuppression bei
Kindern kann die humorale Immunantwort abgeschwacht und/oder unzureichend sein, sodass
die Aussagekraft einer Antikérper-Testung unklar ist (Flunker et al., 1998). In wieweit dies auf

unserer Studienpopulation zutrifft, ist nicht bekannt.

Ursachen falsch positiver Ergebnisse

Polyklonale B-Zell-Stimulation: In Gebieten, in denen Malaria endemisch ist, kénnte die
polyklonale B-Zell-Stimulation bei Plasmodien-Infektion eine mdgliche Ursache falsch positiver

Antikérperdiagnostik darstellen.

Bei einer Infektion mit Malaria fanden sich bereits in den 1960er Jahren bei Menschen erhdhte
Immunglobulinspiegel (Abele et al., 1965), die nur zu einem geringeren Anteil Plasmodien-
spezifisch waren (Curtain et al., 1964). Nachdem unter anderem Greenwood 1974 die Existenz
von B-Zell-stimulierender Substanzen der Plasmodien als Ausloéser der Hypergam-
maglobulindmie zur Diskussion stellte (Greenwood, 1974), konnten sowohl Freeman und
Parish als auch Rosenberg in vivo zeigen, dass bei Plasmodien-Infektion die Anzahl
Immunglobulin-sezernierender Zellen stark anstieg (Freeman & Parish, 1978; Rosenberg,
1978). Im Jahr 1991 veréffentlichten Banic et al. Studienergebnisse, in der die Starke der B-
Zell-Stimulation anhand der Anzahl der IgA, IgG oder IgM sezernierenden Zellen im peripheren
Blut und der Hohe der Immunglobulintiter bei Infektionen mit
P. falciparum und P. vivax untersucht wurden. In den Gruppen mit akuter Infektion zeigte sich
eine in Abhangigkeit von der Parasitendichte steigende Anzahl Immunglobulin-sezernierender
Zellen und einen signifikanten Anstieg der IgM-Titer. Im Mittel waren die Antikdrpertiter im
frihen Verlauf der Infektion héher als nach flinf Tagen, die B-Zell-Stimulation sistierte bei P.-
falciparum-Infektion innerhalb von 15 d nach Behandlungsbeginn (Banic et al., 1991). Einige
Jahre spater konnte eine mitogene Substanz in Form einer Interaktion zwischen dem
Erythrozyten-Membran-Protein 1 und den B-Zellen als Hauptmechanismus der Stimulation

identifiziert werden (Donati et al., 2004).
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Falsch positive Antikérper-Ergebnisse bei gleichzeitigem Nachweis von P. falciparum wurde
kdrzlich auch in Untersuchungen zu Zikavirus-Infektionen in Madagaskar diskutiert (Schwarz
et al., 2017).

In unseren Ergebnissen der IgM-Antikorpertestung mit dem Biotrin-Testkit zeigte sich eine
Assoziation zwischen einer P.-falciparum-Infektion und positivem IgM-Ergebnis. Unter den
Kindern mit P.-falciparum-Infektion hatten 18 % einen positiven Antikérperstatus im Vergleich
zu 8,3 % innerhalb der Félle ohne P.-falciparum-Infektion (X2-Test p < 0,01; Tab. 16). Bei
Auswertung der Mikrogen-Ergebnisse zum IgM-Antikdrperstatus fand sich dieser
Zusammenhang nicht (X?-Test p = 0,76). Die Haufigkeit der IgG-Antikdrper verteilte sich
ebenfalls relativ gleichmafig zwischen den Kindern ohne und mit P.-falciparum-Infektion (44,7
% vs. 55,2 %; X?-Test p = 0,09; Daten nicht gezeigt).

Die beschriebene polyklonale B-Zell-Stimulation kdnnte damit flr einen Teil der
IgM-positiven Proben mit dem Biotrin-Testkit verantwortlich sein und stellt die Aussagekraft
von Antikérper-Enzymimmuntests in Gebieten mit endemischer Malaria in Frage. Unterstitzt
wird dieser Aspekt dadurch, dass die Assoziation in den Proben mit einer Parasitamie
< 12.000/pl nicht mehr nachweisbar war, moglicherweise bedingt durch eine geringere
polyklonale B-Zell-Stimulation. Unklar bleibt, in wieweit auch die Testung mit dem Mikrogen-
Enzymimmuntest davon betroffen sein konnte oder welche Faktoren gegebenenfalls diesen

dafur weniger anfallig machen.

Kreuzreaktion mit anderen Virusinfektionen: Mehrfach wurde beschrieben, dass falsch
positive B19V-Antikdrper als Kreuzreaktion bei Epstein-Barr-, Herpes-simplex-, Masern- oder
Rételn-Virusinfektion in der Diagnostik im klinischen Alltag auftreten kénnen (Jensen &
Vestergaard, 1997; Thomas et al, 1999; Gallinella, 2018), die Bedeutung im
epidemiologischen Kontext bleibt aber unklar. Unsere Studienpopulation wurde nicht auf diese
Virusinfektionen hin untersucht, sodass eine Kreuzreaktion nicht ausgeschlossen werden
konnte. Dennoch scheint dies als alleinige Ursache der ausgepragten Diskrepanz

unwahrscheinlich.

Festlegung des Cut-Off-Wertes: Zu diskutieren ist zudem ein mdglichweise zu niedrig
angesetzter Cut-Off-Wert bei der Auswertung der IgM-Extinktions-Indexwerte, wobei hier nach
den Herstellerangaben vorgegangen wurde. Aufgrund der fehlenden Mdglichkeit der erneuten
Testung bei grenzwertigen Ergebnissen wurden zudem grenzwertige Ergebnisse als negativ
gewertet. Bei Betrachtung der Extinktionsindexwerte der Biotrin-Testung der Proben, die sich
durch den Mikrogen-Test bestatigen lieRen, zeigte sich eine leichte Tendenz, dass Proben mit

hoéheren Index-Werten haufiger bestatigt wurden.
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Zusammenfassend sind die Komplexierung von Virus und Antikérpern mit konsekutiv
negativem Antikorpertest, eine mogliche unzureichende Immunreaktionen im Rahmen einer
Immunschwache sowie die Genotypenvarianz als Ursachen falsch negativer
Antikorpertestungen zu diskutieren. Andererseits kann ein falsch positives Testergebnis
moglicherweise durch Kreuzreaktion mit anderen Viren hervorgerufen werden, eine Reaktion
der Testmethode auf unspezifische Antikdrper im Rahmen einer Plasmodien-assoziierten
B-Zell-Stimulation ist ebenfalls denkbar. Zusatzlich kann die adaquate Festlegung von Cut-
Off-Werten zur Interpretation gemessener Extinktionsindexwerte nach Auswertung unserer

Daten diskutiert werden.

4.1.2. Validitat und Interpretation des Nukleinsaure-Nachweises

Die Haufigkeit der positiven B19V-PCR von 3,0 % in unserer Studienpopulation ist nicht mit
anderen Studien zu vergleichen, da bisher publizierte Daten andere Studienpopulationen zur
Basis hatten. Dennoch sind Méglichkeiten der falsch positiven oder negativen Testung, sowie

die adaquate Interpretation im epidemiologischen Kontext zu diskutieren.

Detektion unterschiedlicher Genotypen: Kenntnisse Uber in Ghana vorherrschende
Genotypen des B19V stammen aus einer Untersuchung von Blutspendern in Kumasi, der
Hauptstadt der Ashanti-Region. Hier zeigte sich eine Dominanz des Genotyp 3 (Candotti et
al., 2004). Die genetische Variation der Erythroviren ist mit 1-2 % relativ gering,
Untersuchungen zum Genotyp 3 (auch V9 genannt) zeigen aber, dass auch Unterschiede von
mehr als 11 % vorkommen. Diese betreffen auch die in der Diagnostik verwendeten Regionen
NS1 und VP2, sodass diskutiert wird, ob herkémmliche Tests den Genotyp 3 hinreichend
detektieren kénnen oder die Entwicklung spezieller PCRs notwendig ist (Heegaard et al.,
2001). Dies verdeutlichen Daten von Hokynar et al., welche die Ergebnisse zweier
quantitativer PCR-Diagnostik-Kits von Roche Diagnostics und Artus gegenuberstellten. Sie
zeigten, dass das LightCycler®-Kit hoch sensitiv den Genotyp 1 nachwies, aber fir die
Bestimmung der Genotypen 2 und 3 nicht geeignet war. Das Artus-Kit war weniger spezifisch,
wies aber alle Genotypen nach (Hokynar et al., 2004). Die in der vorliegenden Arbeit
verwendete PCR wurde unter Berlcksichtigung von Sequenzen aller drei Genotypen

entwickelt, dennoch lasst sich diese Fehlerquelle nicht ganzlich ausschliefl3en.

Persistenz nicht-infektioser DNA-Fragmente: In einer kleinen Untersuchung an zehn
Blutspendern mit asymptomatischer B19V-Infektion zeigten Molenaar-de Backer et al., dass
eine persistierend positive B19V-PCR nicht nur durch infektiése Viren, sondern auch durch
nackte DNA-Fragmente verursacht werden kann. Die Arbeitsgruppe diskutiert dies vor dem

Hintergrund einer moéglichen Assoziation von B19V mit Myokarditiden und Arthritiden. Wenn
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die positiven PCR-Ergebnisse auf einen Zelluntergang des betroffenen Gewebes mit
Freisetzung nicht-infektiéser DNA-Fragmente zuriickzufiihren sein kdnnten, misse damit der
kausale Zusammenhang zwischen B19V und den Krankheitsbildern in Frage gestellt werden
(Molenaar-de Backer et al., 2016).

Interpretation positiver PCR-Ergebnisse: Die durchgefiihrte PCR ergab zunachst 39/1189
positive Proben. Drei Proben lieBen sich Kindern zuordnen, die bereits in einem
vorangegangenen Studieneinschluss eine positive B19V-PCR aufwiesen. Mehrere Studien
haben gezeigt, dass das Virus sowohl bei symptomatischen als auch asymptomatischen
Tragern Uber Monate persistieren kann (Candotti et al., 2004). Daher wurde eine nach drei bis
acht Monaten weiterhin positive PCR nicht als Hinweis auf eine aktuelle Infektion gewertet und
nur 36 positive PCR-Ergebnisse mit den zugehoérigen Studienfallen in die weitere Analyse
eingeschlossen. Bei 75,0 % unserer Proben lieBen sich zeitgleich nur IgG- und keine IgM-
Antikérper nachweisen. Jensen & Vestergaard beschrieben ebenfalls, dass bei 25 Fallen mit
klinischem Verdacht auf eine B19V-Infektion und PCR-Nachweis 88,0 % der Proben auch IgG-
Antikérper aufwiesen (Jensen & Vestergaard, 1997). In einer Untersuchung von Gallinella et
al. traf dies nur auf 10,4 % (36/344) der untersuchten Proben zu. Dennoch ist die Interpretation
der Laborergebnisse zu diskutieren, insbesondere vor dem Hintergrund eines fehlenden
klinischen Verdachts, da diese Konstellation auch fiir eine chronische Infektion oder
Viruspersistenz sprechen kann (Gallinella et al., 2003). Eine quantitative PCR mit Bestimmung
der Viruslast und Anwendung von Grenzwerten fur aktuelle und zurtickliegende Infektion
kénnten in diesem Zusammenhang zur Klarung beitragen (Maple et al., 2014), in der
vorliegenden Studie war eine nachtragliche Erganzung aufgrund von begrenztem Material

nicht maoglich.

Letztlich ist die Interpretation unserer PCR-Ergebnisse besonders vor dem Hintergrund
mdoglicher anhaltender Positivitat nach stattgehabter Infektion sowie der Persistenz nicht-
infektioser DNA-Fragmente erschwert. Anhand aktueller Datenlage ist keine hinreichende
Einordnung positiver PCR-Ergebnisse mit gleichzeitig bereits erfolgter Serokonversion
madglich, wenn keine eindeutige klinische Symptomatik besteht, sondern Differentialdiagnosen

ursachlich fir die Beschwerden denkbar sein konnen.

4.1.3. Definition der aktuellen Parvovirus-B19-Infektion

In der vorliegenden Arbeit wurde, wie in friheren Arbeiten angewandt und empfohlen
(Gallinella et al., 2003; Manning et al., 2012), sowohl der Nachweis einer positiven PCR als
auch eine positive IgM-Diagnostik als Hinweis fir eine aktuelle B19V-Infektion gewertet. Bisher

publizierte Studien zum Themengebiet der B19V-Infektionen in Regionen stdlich der Sahara
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bzw. tropischen Regionen mit endemisch vorkommender Malaria verwendeten
unterschiedliche Definitionen der aktuellen Infektion, welches die Vergleichbarkeit der
Ergebnisse erschwert (tabellarische Ubersicht im Anhang). Wahrend Wildig et al. aufgrund
einer hohen Diskrepanz zwischen IgM- und PCR-Ergebnissen fiir eine Kombination aus
positivem IgM- Antikérperstatus und PCR-Ergebnis pladierten (Wildig et al., 2006), definierten
Manning et al. eine aktuelle B19V-Infektion Uber das Vorhandensein mindestens eines
positiven Markers (Manning et al., 2012). In einer vorherigen Arbeit wurde jedoch auch der
Nachweis beider Marker zur Definition einer akuten Infektion gefordert. Die Arbeitsgruppe von
Duedu et al. untersuchte die Proben nur mit einer PCR, im Gegensatz dazu wurde durch
Tizeba et al. nur serologische Diagnostik durchgefiihrt (Duedu et al., 2013; Tizeba et al., 2018).
In der Studie von Toan et al. wurde die serologische Diagnostik nur bei PCR-positiven Proben

erganzend durchgefliihrt (Toan et al., 2013) und damit nicht zur Definition herangezogen.

Ubereinstimmung von PCR und Serologie: Selbst bei klinischem Verdacht oder im Rahmen
eines Ausbruchs zeigten bisherige Studien keine klare Uberlegenheit der serologischen oder
der molekulargenetischen Diagnostik. So fanden sich wahrend eines B19V-Ausbruchs in den
Niederlanden bei zehn Patienten (58,5 %) Ubereinstimmende, aber bei sieben Patienten (41,2
%) divergente Ergebnisse der PCR und Serologie (Hoebe et al., 2002). Die insgesamt 83 PCR-
positiven Proben aus einer Studie von Bredl et al. stammten von 42 symptomatischen
Patienten und 41 asymptomatischen Blutspendern. IgM- und IgG-Antikorper fanden sich in 45
(54,2 %) Proben, je sieben (8,4 %) hatten nur IgM bzw. IgG-Antikdrper und 24 (28,9 %) wiesen
keine Antikorper auf (Bredl et al., 2011). Eine systematische Untersuchung beider Methoden
durch Gallinella et al. zeigte, dass durch die PCR ca. 80 % (99/125) und durch die
Antikoérperbestimmung ca. 60 % (75/125) aller Infektionen erfasst werden konnten. Gleichzeitig
war die PCR bei 40,0 % (50/125) und der IgM-Nachweis in 20,0 % (26/125) der Falle der
alleinige Hinweis auf eine aktuelle Infektion, sodass eine Kombination der beiden Methoden
empfohlen wurde (Gallinella et al., 2003). Eine ahnliche diagnostische Herausforderung mit
hohen Divergenzraten zwischen serologischer und molekulardiagnostischer Testung wurde in
Bezug auf die Infektion mit dem Hepatitis-C-Virus in Malawi (Afrika) beschrieben. Mdgliche
Ursachen wie falsch-positive serologische Ergebnisse oder fehlende Detektion aufgrund von
Genotyp-Variabilitat wurden diskutiert (Stockdale et al., 2018). Auf Basis der angeflihrten
Studien wurde fir die vorliegende Arbeit die Definition der B19V-Infektion Uber den
serologischen und molekulardiagnostischen Nachweis festgelegt. In unseren Daten zeigten
nur 16,7 % der PCR-positiven Proben auch IgM-Antikérper. Dementsprechend waren die PCR
in 30 Fallen (39,5 %) und positive IgM-Antikérper in 40 Fallen (52,6 %) der alleinige Hinweis

auf eine aktuelle B19V-Infektion.
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Weiterfiihrende Untersuchungen zur Diagnosestellung: Theoretisch ware eine genauere
zeitliche Einordnung der Infektion anhand der Antikérperkonstellationen moglich (siehe
Einleitung). So ist bei gleichzeitigem Nachweis von IgM- und IgG-Antikérpern eine aktuelle
Infektion immer noch denkbar (ab d 14), allerdings kdnnen IgM-Antikérper auch tGber Monate
hinweg nachweisbar bleiben. Der alleinige IgG-Nachweis kénnte bei positiver PCR ebenfalls
fir eine aktuelle als auch fir eine persistierende Infektion sprechen (Heegaard & Brown,
2002). Eine Serokonversion innerhalb eines Monats wirde ebenfalls eine aktuelle B19V-
Infektion stltzen, fand sich in unserer Population jedoch bei geringer Follow-up-Teilnahme
nicht. Interessanterweise zeigte sich bei elf Kindern, deren initiale B19V-Diagnostik unauffallig
war, eine neue alleinige IgG-Seropositivitdt (ohne IgM-Seropositivitat) einen Monat nach
Aufnahme. Dies suggeriert einen Kontakt mit B19V nach der Aufnahme, unterstreicht jedoch

andererseits die Frage nach Verlasslichkeit unserer initialen serologischen Testung.

Erganzend koénnen epitopspezifische Reaktionsmuster von IgG-Antikérpern  im
Enzymimmuntest sowie Aviditatstestungen eine zeitliche Einordnung der Infektion verbessern.
Grundsatzlich ist hierbei stets eine Interpretation im klinischen Kontext empfohlen, was den
Einsatz im epidemiologischen Kontext erschwert (Gallinella, 2018). Zum anderen wird die
Verwendung einer quantitativen PCR unter Anwendung von Grenzwerten zur Unterscheidung

zwischen aktueller und persistierender Infektion diskutiert (Maple et al., 2014).

Insgesamt gestaltet sich eine verlassliche Interpretation der Labordiagnostik im
epidemiologischen Kontext deutlich erschwert, sodass vor weiteren Studien ein diagnostischer
Algorithmus festgelegt werden sollte. Aufgrund der bisherigen Daten scheint die Kombination
von serologischer und molekulargenetischer Testung weiterhin sinnvoll. Die Auswertung
unserer Daten wirft zudem die Frage auf, ob die etablierte Diagnostik (sowohl Antikdérper-
Testkits als auch PCRs) fir eine Anwendung in Malaria-Endemiegebieten und in Landern
sudlich der Sahara ausreichend validiert ist. Eine systematische Untersuchung wére in einem

nachsten Schritt sinnvoll.

4.2. Infektionshaufigkeit von Plasmodium falciparum und

Parvovirus B19

4.2.1. Haufigkeit von Plasmodium-falciparum-Infektionen

Daten aus dem Studiengebiet belegen das endemische Vorkommen der durch P. falciparum
hervorgerufene Malaria tropica (Abonuusum et al., 2011). In unserer Population war die Halfte
der Kinder an einer unkomplizierten oder komplizierten Infektion mit P. falciparum erkrankt.

Dies unterstreicht jedoch auch die Bedeutung anderer Infektionserreger bei febrilen
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Erkrankungen. Aus den Daten der FWS-Studie lieR sich flr unser Studiengebiet eine
steigende Wahrscheinlichkeit anderer Fieberursachen mit sinkender Parasitendichte ablesen
(Hogan et al., 2018). Fur die vorliegende Analyse wurde zur Unterscheidung zwischen einer
klinisch fihrenden Malaria-Erkrankung und méglicher anderer Fieberursache eine Grenze der
Parasitamie von 12.000/ul festgelegt. In der Untersuchung einer gesunden Kontrollgruppe der
FWS-Studie fand sich bei 15 % eine Parasitdmie mit einem Dichteindex von > 10.000/ul. Dies
verdeutlicht die Relevanz und gleichzeitige Schwierigkeit der Festlegung eines Grenzwertes
(Hogan et al., 2018).

4.2.2. Haufigkeit der Parvovirus-B19-Infektion und Seropravalenz

Bei Betrachtung febriler Erkrankungen, die zu einem Krankenhausaufenthalt fihren, zeigt
unsere Studie in 76 Fallen (6,4 %) eine aktuelle B19V-Infektion. Aufgrund unterschiedlicher
Studienpopulationen, die in den bisherigen Studien vorrangig aus Kindern mit schwerer
Anamie bestanden, sowie der unterschiedlichen Diagnostik der B19V-Infektion ist ein

Vergleich der Haufigkeit sowie der klinischen Informationen nur eingeschrankt moglich.

Unter Kindern mit Anamie in Papua-Neuguinea fand sich bei 23,8 % (Manning et al., 2012)
und 30,2 % (Wildig et al., 2006) eine B19V-Infektion, im Niger lag die Haufigkeit sogar bei 54,2
% (Jones et al., 1990). In Studien in Gabun (Toan et al., 2013), im Niger (Jones et al., 1990)
und in Tansania (Tizeba et al., 2018) lag die Haufigkeit der Infektion um 10 %. Im Gegensatz
hierzu war eine B19V-Infektion in den anamischen Studienpopulationen mit
1,7 % in Malawi (Calis et al., 2008), 3,7 % in Kenia (Wildig et al., 2010), 4,7 % in Ghana (Duedu
et al., 2013) selten. In einer weiteren Studie in Malawi fand sich unter Kindern mit Anamie
keine B19V-Infektion (Yeats et al., 1999).

In einer Studie zum Vergleich von Antikdrper-Testkits fanden Parsyan et al. bei ghanaischen
Kindern unter sieben Jahren mit schwerer Anamie und geplanter Transfusion bei 29-35 von
400 Blutproben IgG-Antikorper (entsprechend 7,3-8,8 %). Uber 90 % dieser Kinder hatten eine
Malaria-Erkrankung. In einer Subgruppe von 200 Proben fand sich bei 14,7 % eine positive
B19V-PCR (Parsyan et al., 2006). Bei Kindern unter sechs Jahren in Kenia lag die IgG-
Seropravalenz bei 14,0 % (Wildig et al., 2010). Unter den Kindern unter sechs Jahren fand
sich in unserer Population im Vergleich eine IgG-Seropravalenz von 12,0 %. In unserer
Studienpopulation von Kindern unter 15 Jahren lag die 1gG-Seropravalenz bei 17,0 %. Die
Daten von Jones et al., nach denen bis zum Ende des zweiten Lebensjahres bei 90 % der
Kinder spezifische IgG-Antikdrper nachzuweisen waren, lassen sich am ehesten im Rahmen
eines stattgehabten Ausbruchs erklaren (Jones et al., 1990). Das Auftreten von

B19V-Infektionen in Ausbriichen bietet einen Erklarungsansatz fir die unterschiedlichen
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Haufigkeiten der Infektion innerhalb padiatrischer Populationen (Wildig et al., 2010). Zudem
sollten die unterschiedlichen Einschlusskriterien der Studien (Anamie vs. P.-falciparum-
Infektion vs. febrile Erkrankung) und Altersgruppen als Ursachen fur Unterschiede bedacht

werden.

Hinweise fUr ein saisonales Vorkommen der Erkrankung lieferten unsere Daten nicht. Auffallig
war jedoch eine Haufung der Falle aktueller B19V-Infektion innerhalb der ersten neun von 18
Monaten Rekrutierungszeit (71 %), die im Rahmen eines periodischen Vorkommens erklart
werden kénnte. Wahrend Wildig et al. in den vier Jahren Rekrutierungszeit in Papua-
Neuguinea keine temporare Haufung fanden (Wildig et al., 2006), beschrieben sie eine erhéhte
Pravalenz von IgM-Antikdrpern in einem der flnf Studienjahre in Kenia (Wildig et al., 2010).
Aufgrund des grof3en Einzugsgebietes unseres Studienkrankenhauses und den verwendeten
Einschlusskriterien ist fraglich, ob alle Erkrankungen und Infektionen eines Ausbruchs erfasst
worden waren. Eine Datensammlung in Ambulanzen einzelner Stadtteile hatte solche
Situationen maoglicherweise besser dargestellt. Auch ware eine Subtypbestimmung des Virus
zur Klarung dieser Fragestellung interessant gewesen. Eine mdgliche weitere Fehlerquelle
kann die Labordiagnostik darstellen, systematische Veranderungen wurden jedoch wahrend
der Studie nicht durchgefuhrt.

Ein weiterer Aspekt und Erklarungsansatz unterschiedlicher Pravalenzen von B19V ist eine
Stimulation der B19V-Replikation durch Derivate des 4-Aminochinolin. Sowohl fir das
Medikament Chloroquin, das viele Jahre als Erstlinienmedikament bei Malaria eingesetzt
wurde, als auch fur das heute noch in Kombinationstherapie gebrauchliche Amodiaquin,
zeigten Bonsch et al. in vitro und in vivo ein Verstarkungseffekt auf die B19V-Replikation. In
ihrer Studie war die Mehrheit der schwer anamischen Kinder zuvor mit einem der beiden
Praparate behandelt worden (Bonsch et al., 2010). Auch die Kinder der Studien von Jones et
al. und Wildig et al. wurden mit diesen Medikamente behandelt, aufgrund der Resistenzlage
nicht jedoch bei Yeats et al. In unserem Studiengebiet wurden auch Amodiaquin-
Kombinationspraparate verwendet, doch begann die Therapie zumeist erst bei
Krankenhausaufnahme. In wieweit die Kinder jedoch in den vorangegangenen Monaten mit
der flr die unkomplizierte Malaria-Erkrankung von der WHO empfohlenen Artesunat-

Amodiaquin-Kombinationstherapie behandelt wurden, lief3 sich nicht verlasslich ermitteln.

Somit sind neben den stark variierenden Studienpopulationen das periodische Vorkommen
von B19V-Infektion und ein moglicher Einfluss von 4-Aminochinolin-Derivaten auf die
B19V-Replikation als Ursache fir die unterschiedlichen Haufigkeiten der B19V-Infektion und

B19V-Seropravalenzen zu diskutieren.
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4.2.3. Haufigkeit der Koinfektion

In unserer Studienpopulation fand sich in 60,5 % der Falle mit B19V-Infektion auch eine
Infektion mit P. falciparum, in der Gruppe ohne B19V-Infektion hatten 48,5 % der Kinder eine
Infektion mit P. falciparum. Vergleichbare Haufigkeitsangaben finden sich in bisherigen
Studien aufgrund der unterschiedlichen Studienpopulationen nicht. In der anamischen
Studienpopulation von Duedu et al. in Ghana liel3 sich lediglich bei 2/11 Kindern (18 %) mit
positiver B19V-PCR keine Malaria-Infektion nachweisen (Duedu et al., 2013). Auch in einer
Fall-Kontroll-Studie zu Risikofaktoren einer Anamie aus Gabun wurde eine signifikante
Haufung der insgesamt 29 Falle mit B19V-Infektion innerhalb der Gruppe mit P. falciparum
postuliert (14,2 % vs. 1,2 %, p < 0,01), genaue Haufigkeitsangaben fehlen jedoch (Toan et al.,
2013). Bei Jones et al. zeigte sich bei 9/13 (54 %) Kindern mit B19V und Anamie (Hamatokrit
< 20 %) eine Koinfektion mit P. falciparum (Jones et al., 1990), unter Kindern mit schwerer
Andmie (Hb < 5 g/dl) in Kenia hatten sechs von zehn (60 %) Kindern mit
B19V-Infektion auch eine Koinfektion mit P. falciparum (Wildig et al., 2010). Die aktuellste
Studie aus Tansania beschrieb unter Kindern mit Anamie und B19V-Infektion ebenfalls eine
Haufigkeit von Koinfektionen von 50 % (12/24) (Tizeba et al., 2018).

4.3. Symptomatik bei Parvovirus-B19-Mono- und Koinfektionen

4.3.1. Symptomatik bei Infektion mit Parvovirus B19

In den vorliegenden Studien zu B19V-Infektionen bei Kindern stdlich der Sahara wurde neben
der Anamie als Leitsymptom die weitere klinische Symptomatik kaum beschrieben. Unter den
Kindern mit B19V-Infektion in unserer Studie stellten die behandelnden Arzte bei keinem Kind
den klinischen Verdacht auf ein Erythema infectiosum, ein Hautausschlag und eine
generalisierte Lymphadenopathie fanden sich bei je zwei Kindern. Die Mehrheit der Kinder
(68,4 %) bot bei Aufnahme eine SIRS-Symptomatik (vs. 56,1 %; p = 0,04). Andere spezifische
bzw. gegenuber der Vergleichsgruppe deutlich gehauft auftretende Symptome fanden sich
nicht. Vielmehr prasentierten sich die Kinder heterogen mit gastrointestinalen und
respiratorischen Beschwerden. Im Vergleich hierzu fanden sich unter den 24 Kindern mit
B19V-Infektion und Anamie in Tansania bei 7,2 % Gelenksschmerzen und 12,2 % ein
Ausschlag, die mediane Temperatur lag bei 37,1°C (IQR: 36,4-38,9°C) (Tizeba et al., 2018).

Anhalt fur einen langeren Krankenhausaufenthalt bei B19V-Infektion als Indikator einer

schwereren Erkrankung bot sich in unseren Daten nicht.
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Nachweis weiterer Krankheitserreger bei B19V-Monoinfektion: Die weiterfihrende
Labordiagnostik ermdglichte in 50,0 % der Falle mit B19V-Infektion ohne Infektion mit
P. falciparum den Nachweis eines weiteren Infektionserregers (Sepsis, Durchfall,
Atemwegsinfektion). Auch in anderen Féllen waren klinische Diagnosen wie
Harnwegsinfektion, Atemwegsinfektion oder Sichelzellkrankheit fihrend. Die Kinderarzte und
erganzende Labordiagnostik konnten bei neun Kindern keine weitere Krankheitsursache

ausmachen, sodass hier die B19V-Infektion als alleinige Fieberursache wahrscheinlich ist.

Damit sollten einerseits klinisch relevante Koinfektionen zwischen B19V und anderen Erregern
diskutiert werden. Andererseits verleiht die Datenlage der Frage nach der Aussagekraft
positiver B19V-Diagnostik im epidemiologischen Kontext und fehlendem klinischem Verdacht

erneut Nachdruck.

Vergleich zwischen Mono- und Koinfektion: Unter den Kindern mit B19V-Infektion lag bei
60,5 % (n = 46) eine Koinfektion mit P. falciparum vor. Im Vergleich zu B19V-Monoinfektionen
hatten die Kinder seltener Atemwegsinfektionen und etwas haufiger gastrointestinale
Beschwerden. Ein eindeutiger Symptomkomplex fand sich jedoch auch bei Kindern mit
Koinfektionen nicht. Dennoch lief3 sich bei 76 % der Kinder mit einer Koinfektion kein weiterer
Infektionserreger nachweisen, sodass diese, oder auch nur eine der beiden Infektionen alleine,

die wahrscheinlichste Ursache des Fiebers und der Krankenhausaufnahme war.

Eine typische Symptomatik einer B19V-Monoinfektion oder einer Koinfektion mit
P. falciparum lie sich nicht darstellen. Unter Kindern mit Koinfektion fand sich deutlich
seltener eine zusatzliche oder alternative klinische Krankheitsursache oder ein Nachweis
eines Krankheitserregers als bei Kindern mit B19V-Monoinfektion. Die héhere Anzahl von
Kindern mit B19V-Monoinfektion und alternativen Fieberursachen sollte in der Diskussion um

die Aussagekraft und Interpretation der Labordiagnostik bedacht werden.

4.3.2. Risikofaktoren einer Parvovirus-B19-Infektion

Einzig Tizeba et al. publizierten bisher Daten zu Risikofaktoren einer Uber eine
IgM-Seropositivitat definierten B19V-Infektion. Unter 265 Kindern mit Anamie (Hb < 11 g/dl)
hatten 24 eine B19V-Infektion. In der multivariaten Analyse stellte sich eine P.-falciparum-
Infektion als starkster unabhangiger Risikofaktor heraus (OR: 6,0; 95-%-KI 2,2-16,8;
p < 0,01). Auch Kinder aus landlichen Gebieten hatten eine erhéhte Chance einer B19V-
Infektion (OR: 3,4; 95-%-KI: 1,2-9,9; p = 0,03) (Tizeba et al., 2018).

In unserer Analyse stellte sich ein niedriger soziobkonomischer Status nach multivariater

Analyse als einziger Risikofaktor einer B19V-Infektion heraus (adjustierte OR: 2,1; 95-%-KI:
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1,3-3,4; p < 0,01). Die GroRe der Konfidenzintervalle lasst sich durch die kleine
FallgruppengroRe von nur 76 Personen mit B19V-Infektion erklaren. Die Relevanz des
soziodkonomischen Status bei der Haufigkeit von Infektionen ist vielfach beschrieben, sodass

sich unsere Ergebnisse in die allgemeine Datenlage einpassen.

4.4. Anamie

4.4.1. Haufigkeit der Anamie

Aufgrund der Einschlusskriterien der Studie mit einer stationdren Aufnahme und Fieber
> 38,0°C lassen sich keine Rickschlisse auf die allgemeine Haufigkeit einer Andmie im
Kindesalter im Studiengebiet schlielen. Mit 38,8 % hatte rund zwei Finftel der Kinder eine
moderate Anamie, 11,7 % eine schwere Anamie. Bei einem Grenzwert von 11 g/dl, wie er von
der WHO als allgemeiner Anamie-Grenzwert bei Kindern empfohlen und demnach in vielen
Pravalenzstudien verwendet wurde (WHO, 1968), fand sich in unserer Population bei 64,7 %
eine Anamie. Frihere Daten aus der Ashanti-Region wiesen bei 79,8 % der Kinder eine
Andmie (Hb-Wert < 11 g/dl) und 12,2 % eine schwerer Anamie (Hb-Wert < 7 g/dl) auf (Ewusie
et al., 2014). Duedu et al. beschrieben die Anamie bei 234 Kindern vorrangig normochrom-
normozytar, unter Individuen mit P.-falciparum- und B19V-Infektion fand sich eine Dominanz
der mikrozytaren Anamie (Duedu et al., 2013). In unserer Population lie sich dieser
Unterschied nicht reproduzieren, in der Mehrheit der Falle zeigte sich eine normochrom-
normozytdre  Anamie, unabhangig  vom Infektionsstatus mit  B19V  und

P. falciparum.

4.4.2. Risikofaktoren der Anamie

Zur Differenzierung zwischen IgM- und PCR-Positivitat in Bezug auf das Anamierisiko erfolgte
die Risikofaktoranalyse in drei Modellen. Die berechneten OR unterschieden sich flur die
weiteren betrachteten Variablen zwischen den Modellen nur unwesentlich, im Folgenden
werden daher nur die Werte aus dem multivariaten Modell mit der B19V-Definition tber PCR-

oder IgM-Positivitat aufgefuhrt.

Eine Studie aus der Brong-Ahafo-Region im Westen Ghanas beschrieb einen diskret
protektiven Charakter des weiblichen Geschlechtes gegentiber dem Auftreten einer Anamie
(Hb < 11 g/dl; OR: 0,7; 95-%-KI: 0,5-1,0; p = 0,05). In unserer Population zeigte sich eine
ahnliche adjustierte OR der mannlichen gegenuber den weiblichen Kindern von 1,3 (95-%-KI:
1,0-1,6), jedoch mit einem p-Wert von 0,07. Kinder unter einem Jahr hatten nach den Daten

von Van Buskirk et al. sowohl ein hoheres Risiko, von einer Anamie betroffen zu sein, als auch
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von einer schwereren Form (OR der Kinder > 12 Monate: 0,6; 95-%-Kl: 0,4-0,8;
p <0,01) (Van Buskirk et al., 2014). In unserer Population konnte zwischen den Altersgruppen
unter und ab funf Jahren kein Unterschied gezeigt werden (adjustierte OR: 1,1; 95-%-KI: 0,8-
1,4; p = 0,70). Eine Studie zu Anamieursachen aus Tansania stellte den erschwerten Zugang
zur Gesundheitsversorgung (eine Distanz von > 10 km) mit einer OR von 3,0 (95-%-KI: 1,9-
4,9; p < 0,01) und das Vorliegen einer schweren Unterernahrung (OR: 2,4; 95-%-KI: 1,3-4,3;
p < 0,01) als wichtige Risikofaktoren dar (Kahigwa et al., 2002). Die Risikofaktoren der akuten
und chronischen Unterernahrung konnten aufgrund inkompletter Daten in unserer Population
nicht abschlieRend untersucht werden. Die Bedeutung von Vitamin- und
Spurenelementmangelzustanden fir die Entwicklung einer Anamie ist weitreichend bekannt
(Crawley, 2004; Calis et al., 2008) und wurde in der vorliegenden Arbeit aufgrund limitierter
Ressourcen nicht untersucht. Calis et al. stellten das Vorliegen einer Bakteriamie unter
Kindern mit schwerer Anamie als Hauptrisikofaktor dar (OR: 5,3; 95-%-KI: 2,6-10,9), in unserer
Studienpopulation war die Anzahl der Bakteriamien mit 39 (3,3%) insgesamt gering. Die
Hakenwurm-Infestation stellte in Malawi ebenfalls einen wichtigen Risikofaktor dar (OR: 4,8;
95-%-KI: 2,0-11,8), in unserem Studiengebiet war bereits vorab eine niedriger Pravalenz
beschrieben worden (Krumkamp et al., 2015). Im Vergleich zu anderen Studien war die
Bedeutung eines G6PD-Mangels fur das Vorliegen einer Anamie ahnlich. In Malawi zeigte sich
eine OR von 2,4 (95-%-KI: 1,3-4,4) (Calis et al., 2008) wahrend sich in unserer Population eine
OR von 2,4 (95-%-Kl: 1,1-5,0; p = 0,03) fand. Starkster unabhangiger Risikofaktor in unserer
Population war jedoch das Vorliegen einer Sichelzellkrankheit (OR: 6,8; 95-%-KIl: 2,9-16,3; p
< 0,01). Mehrere Studien haben sozio6konomische Faktoren wie den Bildungsgrad der Eltern
oder die Art des Wohnhauses in univariaten Analysen als Risikofaktoren beschrieben (z. B.
Kahigwa et al., 2002). In unserer multivariaten Analyse stellte sich ein niedriger
soziobkonomische Status ebenfalls als relevanter unabhangiger Risikofaktor heraus (OR: 2,1;
95-%-Kl: 1,5-2,8; p < 0,01). Auch die Volkszugehdrigkeit zu den Northeners stellte einen
milden Risikofaktor dar (OR: 1,8;
95-%-Kl: 1,4-2,5; p < 0,01), die Anzahl an Geschwistern verlor in der multivariaten Analyse an

Bedeutung.

Eine Infektion mit P. falciparum erhdhte die Chance einer Anamie um den Faktor 1,9 (95-%-
Kl: 1,4-2,4; p < 0,01). In weiteren Studien hatte eine P.-falciparum-Infektion eine OR von 2,2
(95-%-Kl: 1,5-3,4; p < 0,01), 3,0 (95-%-Kl: 1,4-6,9; p < 0,01), 5,8 (95-%-KlI: 2,9-11,2;
p <0,01)und 9,5 (95-%-KI: 4,3-21,3; p < 0,01) (Kahigwa et al., 2002; Wildig et al., 2006, 2010;
Van Buskirk et al., 2014).
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B19V hemmt die Erythropoese Uber die Proliferation der erythroiden Progenitorzellen und
kann darlber eine Andmie verursachen (Morinet et al., 2011). Wahrend die ersten Studien
zum Zusammenhang zwischen B19V-Infektion und Anamie in Malaria-Endemiegebieten keine
Assoziation aufzeigten, (Jones et al., 1990; Yeats et al., 1999) haben aktuellere Studien die
Virusinfektion als relevanten Risikofaktor herausgearbeitet (Wildig et al., 2006; Manning et al.,
2012; Toan et al., 2013; Duedu et al., 2013; Tizeba et al., 2018). Duedu et al. zeigten ein
erhdhtes Risiko flr die Entwicklung einer schweren Anamie unter Kindern mit milder Anamie
im Fall einer positiven B19V-PCR (OR: 4,1; 95-%-KI: 0,8-20,3), aufgrund einer geringen
Fallanzahl ist die Aussagekraft jedoch deutlich abgeschwacht (Duedu et al., 2013). Unsere
Daten zeigten im Gegensatz kein erhdhtes Risiko flr eine Anamie bei positiver B19V-PCR
(OR: 0,9; 95-%-KI: 0,4-1,8; p = 0,70). Eine IgM-Seropositivitat hingegen war in unserer Studie
mit einer Anamie assoziiert (OR: 2,6; 95-%-Kl: 1,3-5,3; p < 0,01) und bestatigte damit die
Ergebnisse aus Tansania (Tizeba et al., 2018). Auch eine Studie aus Papua-Neuguinea
beschrieb diese Assoziation zwischen B19V-Infektion und Anamie in der Gruppe mit IgM-
Seropositivitat, nicht jedoch in der Subgruppe der B19V-PCR positiven Falle (Wildig et al.,
2006). Manning et al. definierten eine B19V-Infektion bei IgM- oder PCR-Positivitat und fanden
in der multivariaten Analyse die B19V-Infektion den starksten Risikofaktor mit einer OR von
75,8 (95-%-KI: 15,4-526; p < 0,01) (Manning et al., 2012). Daten aus Kenia hingegen zeigten
keinen Zusammenhang zwischen IgM- oder PCR-Positivitdt und Anamie, es wurde jedoch

eine Assoziation zwischen hohen IgM-Spiegeln und Anamie dargestellt (Wildig et al., 2010).

Da eine PCR-Diagnostik auch Uber Monate bis Jahre nach initialer Infektion positiv bleiben
kann, ist ein fehlender Zusammenhang mit einer Anamie denkbar (Candotti et al., 2004). In
unserer Studie wiesen 33/36 Proben mit positiver PCR auch IgG-Antikorper auf, sodass eine
vergangene Infektion maglich ware. Andererseits hatten auch sechs Faélle einen zeitgleichen
Nachweis von IgM, IgG und PCR. Der klare Zusammenhang zwischen IgM-Positivitat und
Anamie ist Uber den zeitlichen Zusammenfall zwischen Hb-Abfall und hohen IgM-Titern etwa
eine Woche nach B19V-Infektion zu erklaren (Wildig et al., 2010).

Da sowohl B19V als auch P. falciparum Ursache einer Anamie sein kénnen, wird die Rolle von
Koinfektionen seit Langerem diskutiert. Wie auch bei Wildig et al. (Wildig et al., 2006) stellten
sich in unserer Studie B19V und P. falciparum als unabhangige Risikofaktoren heraus. Ein
additiver oder multiplikativer Effekt bei Vorhandensein einer Koinfektion liel sich nicht
darstellen. Eine vorangegangene Studie aus Ghana beschrieb die Koinfektion als Risikofaktor
einer schweren Anamie (OR: 2,2; 95-%-KI: 0,4-12,5), aufgrund von einer geringen Fallzahl
(6/234) zeigte sich jedoch ein grofes Konfidenzintervall mit eingeschrankter Aussagekraft
(Duedu et al., 2013). Toan et. al. beschrieben einen Hb-Abfall durch B19V-Infektion bei
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Kindern mit leichter P.-falciparum-Malaria im Vergleich zu Kindern mit schwerer Malaria, ohne
mogliche Ursachen zu diskutieren (Toan et al., 2013). Die aktuellste Studie aus Tansania
beschrieb eine Differenz der medianen Hb-Werte zwischen Kindern mit Koinfektionen (n = 12)
und P.-falciparum-Monoinfektionen (4,6 Vvs. 7,1 g/dl,
p = 0,12), ebenfalls jedoch an kleinen Fallzahlen (Tizeba et al., 2018).

Je nach Studienpopulation zeigen sich unterschiedliche Risikofaktoren flir eine Anamie, die
bisherige Datenlage zum Einfluss der B19V und P.-falciparum-Mono- und Koinfektion auf eine
Andmie ist uneinheitlich. Mit unserer Studie konnte die bereits beschriebene Assoziation
zwischen positivem B19V-IgM-Antikorperstatus und moderater-schwerer Anamie bestatigt
werden. Unter Kindern mit positiver B19V-PCR fand sich dieser Zusammenhang nicht, auch

konnte kein erhéhtes Anamierisiko im Rahmen von Koinfektionen dargestellt werden.

4.5. Limitierungen der Studie

In den vorliegenden Daten wurde nur eine definierte Subgruppe der Population des
Studiengebietes erfasst. Die Aussagekraft zum Vorkommen der Anamie und auch der
Haufigkeit und Relevanz von B19V-Mono- und -Konfektionen ist in diesem Kontext durch die
Einschlusskriterien der Studie eingeschrankt. Zum einen wurden nur Kinder mit Fieber
(tympanale Temperatur Uber 38,0°C) eingeschlossen, unabhangig von einer
vorausgegangenen Therapie mit Antipyretika. Zum anderen wurden mdgliche B19V-Infektion
ohne Fieber mit fihrendem myelosuppressiven Aspekt der Erkrankung in der Studie nicht
erfasst. Letztlich ist daher eine Unterschatzung der Haufigkeit der B19V-Infektion und der

Relevanz auf das Vorliegen einer Anamie maoglich.

Trotz einer relativ grolRen Studienpopulation fanden sich nur 76 B19V-Infektionen,
dementsprechend zeigten sich kleinere Gruppen mit Koinfektionen und/oder Anamie. Die
nachfolgende Risikofaktoranalyse ist aufgrund der verhaltnismaRig kleinen Subgruppen in
ihrer Aussagekraft geschwacht. Fur die Risikofaktoranalyse der Andmie konnten aufgrund
limitierter Ressourcen keine Untersuchung auf nutritive Ursachen (insbesondere
Eisenmangel, aber auch Folsdure-, Vitamin-B12, Vitamin-A-Mangel) durchgefihrt werden.
Des Weiteren gilt auch eine akute und chronische Entziindung als wichtiger Risikofaktor einer
Anamie. Durch das Einschlusskriterium Fieber muss bei allen Kindern von diesem Zustand

ausgegangen werden.

Potenzielle Fehlerquellen in der Labordiagnostik bot der Probentransport vom
Studienkrankenhaus in das Labor in Kumasi, wo die DNA-Extraktion erfolgte. Im Anschluss

wurden die Proben mehrere Monate bei -20°C und -80°C in Ghana und Deutschland gelagert,
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bevor die PCR und serologische Diagnostik durchgefiuihrt wurden. Wegen der zeitlichen
Verzogerung war eine erneute Probengewinnung bei grenzwertigen Ergebnissen nicht
moglich. Auch die breite Diagnostik bezlglich weiterer Krankheitserreger limitierte das fur die

B19V-Diagnostik verfigbare Probenmaterial.

Die initial geplante Nachverfolgung der Kinder stellte sich aufgrund der lokalen Begebenheiten
deutlich erschwert dar, sodass letztlich aufgrund der geringen Einschlussraten keine

allgemeinen Schlussfolgerungen maoglich waren.

Damit eine validere Aussage zur Haufigkeit von B19V-Mono- und Koinfektionen ermoglicht
werden kann, ware eine Studie mit Einschluss aller hospitalisierten Kinder notwendig. Eine
zusatzliche Kontrollgruppe im ambulanten Bereich kénnte das Wissen Uber den Anteil

asymptomatischer Mono- und Koinfektionen erhéhen.

4.6. Schlussfolgerung und Ausblick

Zur abschlielRenden Beantwortung der Kernfragen werden konfirmative Daten bendtigt, die in

einer spezifisch zugeschnittenen Studie ermittelt werden mussten.

Die vorliegenden Daten unterstreichen jedoch die mégliche Relevanz von B19V-Infektionen
im Kindesalter, sowohl im Zusammenhang mit der Entwicklung einer Anamie als auch als
alleinige Ursache einer fieberhaften Erkrankung mit notwendiger stationarer Behandlung.
Trotz andauernder Bemihungen in der Entwicklung eines Impfstoffes sowie einer

zielgerichteten Therapie steht beides bisher nicht zu Verfligung.

Hierzulande besteht ein etablierter und validierter diagnostischer Algorithmus flr
B19V-Infektionen, zudem wird an der Verfeinerung der Diagnostik gerade in Bezug auf
persistierende bzw. reaktivierte Infektionen geforscht. Auf Grundlage unserer Daten scheint
die Aussagekraft dieser Methoden in Gebieten mit endemischer Malaria stdlich der Sahara
weniger zuverlassig und sollte vor der Durchfiihrung weiterer Studien systematisch untersucht
werden. Gerade  die Sensitivitdt ~ der  Erkennung der  vorherrschenden
B19V-Genotypen mit der PCR-Diagnostik sowie die Spezifitdt der serologischen Diagnostik

bei zeitgleicher P.-falciparum-Infektion sind noch ungeklart.
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5. Zusammenfassung

Die Infektion mit Parvovirus B19 (B19V) ist weltweit verbreitet und kann neben der
Kinderkrankheit ,Ringelrételn” zu schwerer Anamie und aplastischen Krisen fuhren. Die Rolle
der Viruserkrankung als Koinfektion mit Plasmodium (P.) falciparum in Malaria-
Endemiegebieten wird seit Langerem kontrovers diskutiert. Mit dieser Studie sollte die
Pravalenz und klinische Bedeutung von B19V-Infektionen untersucht, sowie die Auswirkung

einer Koinfektionen mit P. falciparum auf die Entwicklung einer Anamie bestimmt werden.

Zwischen November 2013 und April 2015 wurden Kinder mit febrilen Erkrankungen in
stationarer Behandlung im Presbyterian Hospital in Agogo, Ghana eingeschlossen. Die
Blutproben wurden mit dem Mikroskop auf eine Infektion mit P. falciparum untersucht, zudem
erfolgte die molekulargenetische und serologische Diagnostik einer B19V-Infektion. Eine
aktuelle B19V-Infektion wurde Uber einen positiven IgM-Antikérperstatus oder eine positive
B19V-PCR definiert. Fir die Anadmie wurden altersabhdngige Grenzwerte nach WHO-
Empfehlung angewandt. Eine Risikofaktorenanalyse erfolgte fir B19V-Infektionen sowie fiir
das Vorliegen einer Anamie. Die Haufigkeit der Anamie wurde zwischen Kindern mit und ohne

B19V-Infektion in Abhangigkeit von der Koinfektion mit P. falciparum verglichen.

Unter den 1.186 eingeschlossenen Fallen zeigte sich bei 76 (6,4 %) mindestens ein Labor-
marker fur B19V positiv (40 IgM+, 30 PCR+, 6 IgM+ und PCR+). Unter den B19V-Infektionen
hatten 60,5 % eine Koinfektion mit P. falciparum. Insgesamt fanden sich 598 Kinder (50,5 %)
mit einer Anamie. Ein positiver B19V-IgM-Antikorperstatus zeigte sich mit dem Vorkommen
einer Anamie assoziiert (OR: 2,6; 95-%-KI: 1,3-5,3; p < 0,01), wohingegen eine positive B19V-
PCR diesen Zusammenhang nicht aufwies (OR: 0,9; 95-%-KI: 0,4-1,8; p = 0,70). Eine Infektion
mit P. falciparum sowie eine B19V-Infektion, definiert Uber eine IgM- aber nicht PCR-
Positivitat, stellten sich als unabhangige Risikofaktoren einer Anamie dar; ein multiplikativer
Effekt konnte nicht nachgewiesen werden. Starkster unabhangiger Risikofaktor fir das
Vorliegen einer B19V-Infektion war ein niedriger soziobkonomischer Status (OR: 2,1; 95-%-
Kl: 1,3-3,4; p < 0,01). Kinder mit B19V-Infektionen boten ein heterogenes Beschwerdebild,

Anhalt fir einen schwereren Krankheitsverlauf bei Koinfektionen ergab sich nicht.

Komplizierend zeigten sich hohe Diskrepanzen zwischen den zwei verwendeten Antikérper-
Testkits sowie eine geringe Ubereinstimmungsrate zwischen PCR und serologischer
Diagnostik. Konsekutiv stellte sich die Validitat der bisherigen Labordiagnostik in Landern
sudlich der Sahara mit endemisch vorkommender Malaria in Frage und die Schwierigkeit der

Interpretation der B19V-Diagnostik wurde diskutiert.
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Abstract

Human parvovirus B19 (B19V) occurs globally and is a common cause of erythema
infectiosum but can also lead to severe anaemia. Children in malaria-endemic areas are a
vulnerable population, for which the role of co-infections has been controversially discussed.
The study aimed to determine prevalence and severity of B19V infection, and the effect of co-
infections with the malaria parasite Plasmodium falciparum (P. falciparum) on the risk for

anaemia.

Between November 2013 and April 2015, a total of 1.186 hospital visits of children with fever
admitted to a hospital in Ghana were recorded. Malaria, B19V and additional diagnostics for
fever causes were performed. Recent B19V infection was defined as PCR and/or IgM
positivity. Anaemia was defined by age-dependent cut-off values according to WHO
recommendation. Risk factors for a B19V infection and for anaemia were analysed. The
prevalence of anaemia was compared between children with/without B19V infection, stratified

for the presence of malaria.

B19V-IgM/-PCR was positive in 6.4 % (n = 76; 40 IgM+, 30 PCR+, 6 IgM+ and PCR+). Among
the B19V cases 60.5 % had a simultaneous P. falciparum infection. A total of 598 (50,5 %)
children presented with anaemia. B19V IgM positivity was associated with anaemia (OR = 2.6;
95-%-Cl: 1.3-5.3; p < 0.01), while B19V PCR positivity did not increase the risk for anaemia
(OR = 0.9; 95-%-CI: 0.4-1.8; p = 0.70). P. falciparum and IgM positive B19V infection were
independent risk factors for anaemia. A multiplicative effect of B19V and
P. falciparum infection was not found. A low socioeconomic status was the main risk factor for
a B19V infection. The clinical presentation of B19V was heterogeneous. The study results did

not indicate a more complicated course of infection in the case of coinfection.

We found high discordancy between performed serological assays as well as a small number
of samples with positive IgM and PCR results. Hence possible reasons and adequate
laboratory diagnostics in malaria-endemic regions in sub-Saharan Africa were discussed. Prior
to further investigation validation of existing assays in sub-Saharan Africa, including testing for
sensitivity of detection of different viral genotypes and possible interaction in malaria-endemic

areas should be performed.
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7. Anhang

Risikofaktoren fiir Anamie: Lineare Regressionsmodelle mit dem Hb-Wert als kontinuierliche Variable

Univariate Analyse:

Modell mit B19V
(PCR und/oder IgM)

Modell mit B19V-igM
Multivariate Analyse?

Modell mit B19V-PCR
Multivariate Analyse?

Koeffizient (95.% K1) p' x:étfif\ifzagitte(gf/:y;ﬁ P’ Konstante, Koeffizient P’ Konstant, Koeffizient '
Hb [g/dlF (95-%-KI); Hb [g/dI]* (95-%-KI); Hb [g/dI]®
Geschlecht
Weiblich
Mannlich -0,27 (-0,53- -0,01) 0,04 -0,23 (-0,47 - 0,02) 0,07 -0,23 (-0,47 - 0,01) 0,06 -0,24 (-0,49 - 0,00) 0,05
Alter
< 5 Jahre
2 5 Jahre 0,80 (0,49 - 1,11) < 0,01 0,88 (0,58 - 1,18) <0,01 0,90 (0,58 - 1,18) <0,01 0,86 (0,56 - 1,16) < 0,01
Geschwister
Keine
1-2 -0,14 (-0,49 - 0,21) -0,15 (-0,33 - 0,30) 0,004 (-0,31 - 0,32) -0,02 (-0,40 - 0,30)
3-12 -0,10 (-0,46 - 0,26) 0,73 -0,44 (-0,38 - 0,29) 0,96 -0,03 (-0,37 - 0,30) 0,96 -0,06 (-0,40 - 0,28) 0,93
Volkszugehorigkeit
Akan
Northeners -1,28 (-1,54- -1,02) < 0,01 -0,63 (-0,92- -0,33) < 0,01 -0,63 (-0,92- -0,34) <0,01 -0,63 (-0,92- -0,34) < 0,01
Soziobkonomischer
Status®
Hoch
Niedrig -1,38 (-1,63- -1,13) < 0,01 -0,88 (-1,17- -0,59) < 0,01 -0,87 (-1,17- -0,58) < 0,01 -0,91 (-1,20- -0,61) < 0,01
G6PD
Nein
Ja -1,63 (-2,30- -0,96) < 0,01 -0,95 (-1,57- -0,33) < 0,01 -0,96 (-1,58- -0,34) <0,01 -0,90 (-1,52- -0,28) < 0,01
Sichelzellkrankheit
Nein
Ja -2,36 (-3,08- -1,64) < 0,01 -2,82 (-3,50- -2,14) < 0,01 -2,87 (-3,55- -2,18) < 0,01 -2,86 (-3,54- -2,18) < 0,01
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Univariate Analyse:

Modell mit B19V
(PCR und/oder IgM)

Modell mit B19V-igM
Multivariate Analyse?

Modell mit B19V-PCR
Multivariate Analyse?

Kosffizient (85-5%-KI) p' Multivariate ;\5'[;'3;3? ' Konstante, Koeffizient P’ Konstant, Koeffizient '
Hb [od (95-%-KI); Hb [g/dI]* (95-%-KI); Hb [g/dI]®
P.-falciparum-Infektion”
Nein
Ja -0,60 (-0,86- -0,34) <0,01 -0,57 (-0,82- -0,32) <0,01 -0,57 (-0,81--0,32) <0,01 -0,58 (-0,83- -0,34) <0,01
B19V-Infektion
(PCR/IgM)
Nein
Ja - 0,48 (-1,02 - 0,05) 0,08 -0,29 (-0,78 - 0,20) 0,25 - -
B19V-IgM?
negative
positive -0,98 (-1,66- -0,31) <0,01 - -0,95 (-1,57- -0,34) <0,01 -
B19V-PCR®
negative
positive 0,18 (-0.59 - 0,95) 0,64 - - 0,58 (-0,12 - 1,28) 0,11

" Der Vergleich dichotomer und nominaler Daten wurde mit linearen Regressionsmodellen erstellt.

2Die Werte sind firr alle anderen aufgefiinrten Variablen adjustiert.

3R% 0,195
4R2 0,200
5R2 0,196

8 Der soziobkonomische Index wurde aus neun Indikatorvariablen konstruiert. Diese wurden in eine tetrachorische Korrelation und Hauptkomponentenanalyse eingeschlossen. Im Anschluss wurde
eine binare Variable erstellt, hierbei wurde die Population in zwei gleich groRe Halften geteilt.
" Eine Klinisch relevante Malaria mit P. falciparum wurde Uber eine Parasitendichte > 12.000/ul und Fieber = 38,0°C definiert.
8 Alle Proben mit tibereinstimmenden serologischen Resultaten in beiden Verfahren (Biotrin und Mikrogen) wurden als IgM-positiv gewertet. Alle Proben, die in der qualitativen PCR positiv waren, sind
hier als positive Falle aufgefiihrt. Sechs Proben waren PCR- und IgM-positiv.
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Uberblick der Studienpopulationen, Labordiagnostik und Definition der Animie- und B19V-Infektion der zitierten Studien

Autoren, Labordiagnostik Definition der Studienpopulation Definition der Anamie
Publikationsjahr, PCR Serologie B19V-Infektion

Studienort

Jones et al., In-situ Hybridisierung Radioimmunassay DNA Hybridisierung oder 120 ambulante Kinder mit einem Hkt ~ Schwere Anamie: Hkt < 20 %
1990; (Anderson et al., 1985) (Cohen et al., 1983) positives IgM-Ergebnis 10-20 %; 24 Félle wurden detailliert

Niger betrachtet

Yeats, Daley & Hardie, Nested-PCR nein Positives PCR-Ergebnis 313 stationare Kinder mit Malaria, Schwere Anamie: Hkt < 15 %;
1999; Vergleich von Kindern mit und ohne keine Anamie: Hkt =2 30 %
Malawi Anédmie

Wildig et al., Nested-PCR, Primerdesing EIA Biotrin, Irland; Positives IgM- und PCR- 169 Kinder mit V.a. Malaria in Schwere Anamie: Hb < 5 g/dl
2006; nach Genomsequenz zweifach getestet Ergebnis Gesundheitseinrichtung und schwerer

Papua-Neuguinea

Anamie, 6-59 Monate; Kontrollgruppe
(n=169)

Wildig et al., PCR (Primer nach EIA Biotrin, Irland; Positives IgM-Ergebnis 264 stationare Kinder unter sechs Schwere Anamie: Hb < 5 g/dl

2010; Candotti et al., 2004); zweifach getestet Jahren mit schwerer Anamie;

Kenia nur 198 Proben untersucht stationare Kontrollgruppe (n = 263)

Manning et al., PCR (Primers nach EIA Biotrin, Irland Positives IgM- oder PCR- 143 stationare Kinder (0,5-10 Jahre)  Schwere Anamie: Hb < 5 g/dI

2012; Wildig et al. 2006) Ergebnis mit schwerer Anamie; Kontrollgruppe

Papua-Neuguinea (n = 120) aus der Impfsprechstunde

Duedu et al., Semi-nested PCR nein Positives PCR-Ergebnis 234 stationare Kinder, 0-12 Jahre Schwere Anamie: Hb < 5 g/dl

2013 (Parsyan et al. 2006) altersunabhangige Gruppenbildung fir

Ghana (Accra)

die Analyse: Hb < 8 g/dlI;
8-10,9 g/dl; = 11 g/dl

Toan et al., Nested PCR (Toan et al. ELISA DxSelect Positives PCR-Ergebnis 197 stationare Kinder mit Malaria (P.  Vergleich von kontinuierlichen
2013 2006) und quantitative PCR  FocusDiagnostic, falciparum), gesunde Kontrollgruppe  Hkt-Werten, keine Kategorien
Gabun (Bultman et al. 2003, Deutschland; nurin (n = 85)

Tschope et al. 2005) Subgruppe durchgefiihrt
Tizeba et al, nein EIA DRG Instruments, Positives IgM-Ergebnis 265 stationare Kinder unter flnf Schwere Anamie Hb < 7 g/dl; moderate
2017, Deutschland Jahren Anamie Hb 7-9,9 g/dl; milde Anamie
Tansania Hb =10 g/dI
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Detaillierte Verlaufsinformationen zu Parvovirus-B19-Mono- und Koinfektionen

B19V-Monoinfektion

Verlauf des Hb-Wertes [g/dl] und der Temperatur [°C]

319 Alter IgM D0 Symptomatik und weitere Diagnosen D1 D2 D3 D5 D7 F1 F 2
[in Jahren] (neben Fieber)
1. m 1 + 8,0 Harnwegsinfektion (ohne Erregernachweis) 7,0 6,8 71
39,0 37,7 37,8 37,6
2 m 1 + 7.8 Obere Atemwegsinfektion (ohne Erregernachweis),
38,9  Durchfall (Rotavirus, Kryptosporidien)
3 m 4 + 7,5 Pneumonie (Adenovirus, Pneumokokken), SIRS, HIV-Infektion 7,7 7,6 7,7 7,9 7,8
38,6 36,6 36,3 36,9 36,9 37,3
4 w 11 + 12,0 SIRS
39,1
5 m 7 + 10,2 SIRS 10,7
40,2 37,0
6 m 4 + 5,1 SIRS
38,9
7 m 13 - 7.4 SIRS, Sichelzellkrankheit
38,9
8 m 8 + 9,0 Pneumonie (ohne Erregernachweis)
38,1
9 m 3 - 12,4  Untere Atemwegsinfektion (Influenza, Adenovirus, 12,1 12,6 13,3
38,9 Pneumokokken), SIRS 38,0 37,2 37,0
10. w 2 + 11,2  Untere Atemwegsinfektion (Influenza, Pneumokokken) 10,6 11,2 11,6 11,4
38,2 37,0 36,0 37,6 36,9
11. w 1 + 7,6 Pneumonie (ohne Erregernachweis), Diarrhoe (Salmonella 6,5 6,9 6,5 6,3
38,8  spp.), SIRS, HIV-Infektion 37,8 38,2 36,0 36,9
12. w 13 - 5,8 Pneumonie (Mykoplasmen) Sepsis (Salmonella spp.),
39,0 Sichelzellkrankheit => Kind verstorben
13. m 5 + 4,5 Diarrhoe (kein Erregernachweis), SIRS
39,3 =>Kind verstorben
14. m 8 - 11,3 keine weitere Symptomatik, Sichelzellkrankheit 11,1
38,0 38,2
15. m 4 - 12,3  Sepsis (Haemophilus Influenzae) 9,9 10,3 10,7 1,2 10,0 11,0
38,9 38,5 36,8 36,2 36,5 37,2 36,8
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31Q Alter PCR IgM D0 Symptomatik und weitere Diagnosen D1 D2 D3 D5 D7 F1 F2
[in Jahren] (neben Fieber)
16. m 1 - + 10,3  Oberer Atemwegsinfektion (Rhinovirus, Adenovirus, 8,8
39,4 Mykoplasmen) 36,3
17. w 1 - + 10,7  Atemwegs- und Harnwegsinfektion (je ohne Erregernachweis),
38,6 SIRS
18. m 2 - + 10,4  keine weitere Symptomatik/Diagnose 9,8 9,1
38,3 36,9 37,4
19. m 4 + + 9,4 Pneumonie (Pneumokokken), SIRS, HIV-Infektion 10,1 8,5 9,6
39,6 38,2 36,8 37,2
20. w 5 + - 12,5  Untere Atemwegsinfektion (Influenza, Pneumokokken) 12,9 13,9 12,8
39,5 37,0 37,3 36,7
21. w 6 + - 12,4  Bauchschmerzen, SIRS 10,6 10,5 1,3
39,8 37,2 36,9 36,4
22. m 1 - + 7,8  Atemwegsinfektion (Rhinovirus, Adenovirus, Pneumokokken), 6,1 51 54
39,8 SIRS; Bluttransfusion im stationaren Aufenthalt 36,8 37,2 37
23. m 3 + - 8,9 SIRS 10,0 10,4
38,2 36,0 36,5
24. m 1 - + 10,2  Pneumonie (Enterovirus), SIRS 10,6 10,0 10,9
38,7 36,3 36,4 36,3
25. m 0 + - 12,2  Obere Atemwegsinfektion (Enterovirus) 12,3
40,3 36,1
26. w 1 - + 8,0 keine weitere Symptomatik/Diagnose
39,4
27. m 2 + - - Diarrhoe (Salmonella spp.), SIRS
39,5
28. m 1 + - 9,6 Untere Atemwegsinfektion (ohne Erregernachweis), SIRS
39,9
29. m 2 - + 11,2  Obere Atemwegsinfektion (Enterovirus), SIRS 10,0
40,2 37
30. w 2 + + 9,9 SIRS
38,9
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Koinfektion mit B19V und P. falciparum
Verlauf des Hb-Wertes [g/dl] und der Temperatur [°C]

319 Alter PCR IgM D0 Symptomatik und weitere Diagnosen D1 D2 D3 D5 D7 F1 F 2
[in Jahren] (neben Fieber)
1. m 3 + - 10,8 SIRS 9,5 10,0 9,8
39,0 37,6 36,8 36,6
2 w 4 + - 12,7 Oberer Atemwegsinfekt (kein Erregernachweis), SIRS 12,2 9,7 11,5
39,2 37,0 371 371
3. m 3 - + 7,0  Unterer Atemwegsinfekt (Adenovirus, Humanes Coronavirus 1, 8,9
40,8 Pneumokokken), HIV-Infektion 37,0
4 m 6 + - 11,6 SIRS 11,2
39,3 36,8
5. w 3 - + 7,6  keine weitere Symptomatik/Diagnose
39,8
6. w 8 - + 10,9 SIRS
39,5
7. m 4 + - 9,5  Unterer Atemwegsinfekt (Adeno- und Rhinovirus, 8,8 9,5
39,8 Humanes Coronavirus OC34), SIRS 36,2 36,6
8. m 4 - + 6,0 Harnwegsinfektion (kein Erregernachweis), SIRS, G6PD- 4.4 9,3 9,8
40,4 Mangel, Bluttransfusion im stationaren Aufenthalt 37,2 36,8 36,8
9. m 2 - + 5,4 Unterer Atemwegsinfekt (Pneumokokken), SIRS 7,2 7.4 8,0
39,0 Bluttransfusion im stationaren Aufenthalt 36,9 36,2 35,9
10. m 11 - + 10,8 keine weitere Symptomatik/Diagnose
38,3
11. w 3 - + 75 SIRS 6,1 55 9,5
39,2 Bluttransfusion im stationaren Aufenthalt 37,9 37,0 36,5
12. w 6 + - 8,4  Diarrhoe (kein Erregernachweis), SIRS
40,1
13. m 2 + - 12,6  keine weitere Symptomatik/Diagnose
40,2
14. m 3 - + 7,4  keine weitere Symptomatik/Diagnose 7,5 7,5
38,3 36,4 36,9
15. m 1 - + 8,8  keine weitere Symptomatik/Diagnose 8,1
38,8 36,3
16. w 3 - + 12,7 SIRS 8,9 7,8 7,7 8,7 10,3
40,1 39,5 37,0 37,0 371 36,8
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312 Alter PCR IgM D0 Symptomatik und weitere Diagnosen D1 D2 D3 D5 D7 F1 F2
[in Jahren] (neben Fieber)
17. m 10 - + 10,0 keine weitere Symptomatik/Diagnose 8,7 7,2 7,7 12,4
38,4 38,8 3,6 37,0 37,0
18. w 1 + - 11,1 Diarrhoe (Shigella/EIEC, Giardia lamblia), Harnwegsinfekt 9,6 10,2
39,3 (ohne Erregernachweis), SIRS 36,9 38,9
19. w 1 - + 9,3 Unterer Atemwegsinfekt (kein Erregernachweis), 8,5 9,4 9,2
38,5 Diarrhoe (Giardia lamblia), SIRS 36,2 36,0 35,9
20. m 1 + - 9,8  Diarrhoe (kein Erregernachweis), SIRS 8,4 12,5
39,3 36,5 36,8
21. m 1 + - 8,1 Diarrhoe (kein Erregernachweis) 7,7 10,6
38,6 37,1 36,6
22. w 8 - + 10,1 Diarrhoe (Giardia lamblia), SIRS 9,6 15,1
38,9 371 36,0
23. w 10 - + 9,9  Harnwegsinfektion (kein Erregernachweis), SIRS 9,7 10,2 12,7
39,4 36,5 36,3 36,8
24. m 2 - + 11,6  keine weitere Symptomatik/Diagnose 9,7 9,3 9,3 9,1 9,2 10,3
38,0 39,8 36,8 36,7 36,5 36,9 37,3
25. w 5 - + 8,6  Harnwegsinfektion (kein Erregernachweis) 8,5 10,0 11,5
38,7 371 37,0 37,0
26. m 3 - + 10,5 Kkeine weitere Symptomatik/Diagnose 12,0
41,2 38,9
27. m 7 - + 11,6  Harnwegsinfektion (kein Erregernachweis) 9,2 11,3
39,5 36,7 37,8
28. w 1 - + 10,8 SIRS 10,5 10,2
39,1 36,7 36,2
29. m 9 + - 11,3  Durchfall (kein Erregernachweis), SIRS 10,5 11,3
39,8 36,7 36,2
30. m 2 + - 8,1 keine weitere Symptomatik/Diagnose 7,3 11,5
38,5 36.3 36,4
31. m 2 + - 9,3 Atemwegsinfekt (Pneumokokken), SIRS 11,4
38,6 37,1
32. m 3 + - 8,2  keine weitere Symptomatik/Diagnose
38,3
33. m 5 + - 10,6 SIRS 8,9
39,7 36,3
34. m 2 - + 8,9 SIRS 7,7
38,9 37,0
35. w 3 - + 8,8  Untere Atemwegsinfektion (Humanes Coronavirus OC34), 7,0 14,1 10,3
39,5 Diarrhoe (ohne Erregernachweis), SIRS 36,9
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31Q Alter PCR IgM D0 Symptomatik und weitere Diagnosen D1 D2 D3 D5 D7 F1 F2
[in Jahren] (neben Fieber)
36. m 1 + + 7,6 SIRS
39,7
37. m 2 + - 79 SIRS
39,8
38. w 3 + - 12,0 Pneumonie (Influenzavirus), SIRS 14,5
39,9 36,4
39. w 6 - + 11,1 Untere Atemwegsinfektion (Adenovirus), SIRS 9,1 11,1
40,1 37,0 36,9
40. m 6 - + 9,0 SIRS 8,1 7,7 6,9 11,1 18,4
39,4 38,5 36,2 36,8 37,0 37,0
41. w 0 + - 85 SIRS 7,5 6,6 7,0 7,2 9,3
40,0 371 36,0 36,9 36,6 36,6
42. w - + 6,5 Atemwegsinfektion (kein Erregernachweis)
38,9
43. w - + 84 SIRS 7,2 7,6
39,4 36,9 37,9
44. m + - 11,4 SIRS
39,5
45. w + - 10,1 Harnwegsinfektion (kein Erregernachweis), SIRS
39,9
46. w - + 4,6  Pneumonie (Rhinovirus, Pneumokokken, Chlamydien), 8,2 8,3 8,8
38,1 Harnwegsinfektion (kein Erregernachweis), SIRS, 36,4 36,5 35,8

Bluttransfusion im stationaren Aufenthalt
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- Page Dmultiple choice O single choice |__| alphanumeric
% BNITM T | ™

Grey sections to be completed by study nurse

Case Report Form
Agogo Presbyterian Hospital -

Children’s Ward

A. Gemaificatindition

Bees-te childbme 02~ | || |1 111111 -1_ll_I mquq.sdmm card av@italat breathing Ono Ovesono o yes
———————— s ho_oVyes ~>if yes, take a picture. Pictgredakan Ono OvYyesgno o vyes
) D ction D o | o i—nil—:j L' || >if yes, the child has beenfyagcisateshagzaingt - ono oyes
Insddvigwafatessue infectioh _||__| / |__||__| & ho_|k ve<dd/mm/yy) Tuberculosis (BCG) a sore throht || | / | || |/ 1__ll_ol kdd/ mmpeyy)
Adgyispian Waten: D Abstesd IEI ée||l.ul’t=s_|jl Mlﬂdﬁﬂ@mlyy) Poliomyelitis (at birth) & blolczedh 059 YA | | O| T&d/%%%,y)
Al () nasal ISCl r ny n
lizeals bro o 10pathy O no oMyeso yes Poliomyelitis (17) h ng(_r"} Y (ﬁ [ /1 |r$dd/mméé/y)
localized lymphadenopathy ono Oyes Poli litis (2nd acoug || | | || | d
S peniane — oliomyelitis (2n4) Is the sputdm—d}t'edht/tl\Le— N O | IS /@’WW)
Shicipating in-anetherstudy? f yes ) .
Is ! ; . Poliomyelitis (31) astridor |__lI__| / |__ll__I / |__ll_ol ked/trpeyy)
Istiiges awhnder swelling behind the ear? ono oyes gy I
Dopythecih) BV./HiB (1ktercostal fetrpictign o|lndd /e we;
The otoscopy exam. shows: uNormaI findings |_|Ot|t|s media uOtltls externa i FTeAMEV/HiB (140 tindr rch ctidng |__lI_I /1 _Il_dnady )
Al ba - ITTTN DPT/Pert/Tet/HBV/HiB (2“5es q > v T I A e OIWBd/RIK?f\/y)
f the throat ;..w” asal flaring
| [] I. | °C right e HiB (3 Qe WS
" ""_“"" m""""““* tonsHs — 9 A‘ui_ vorT: V4 A j'..'d'i'f‘hir‘i‘i'ih'ﬁq/rwsyrg/ Tedﬂun? S/Oranl oln?jd oyes
Sy WS WA/ 5 [ S famin A6 months) " ygeq 1l1—I 7 1Tl 489/ B
Measles bronchiallbrddth $otidds ||__| / |__||_olrndd/mwpesyy)
> th | ds||__ J | e
C.Pr ‘ﬁuﬂgquﬁagqm&gosmble (if applicable) i - wheezing AL o
|t Mezsi2gth the mA:hdeaa’teglven.. antibiotics l_luemﬂ -foogesnouthinknown " e Wi T
d | larials_] K Bre@themataccines (if applicable):[ /cpm | Oxygen saturation |__[1__[1__[.[_[%
Mumps Exanthema sulfitiimalarials,_efeke®ysz  © unknown T T T 7 T
D antipyretics ono oyes O unknown . Me_nlngococcus (serotype C) L/ 11 __| dd/mm/yy)
gih‘}??'@har? Erythema infectiosum D DiagnesticSncoccic ! !! _! / !_!! | / ! !!_! A immiyy)
Copdition,, oSk oy N9ad fathplogic
11) always |__[[_[l<HThrpat swAH__||__| (dd/mm/yy)
- St nd [ Pathologic
urrentiliness IR TN ANT LA e if any qur-son a2 "yer n|ESEI
the child admitted to any hospital if B Blepd oubntres? no | o yesd 12 itaavierdia 1 (heek 34/ 4th 5t Dlﬁé’giDllZ!hAgl] 3"D:| 9th [[:] 10t
fyes, specify the reason: H U‘R ) o ) E Chest X-ray D D
1T ?] .clinical suspicion of pneumonia
Dads he¥hild have any underlying disep{88l g no | oyés | F. Dahger signs
> iflyes, which? o Is the child... severely wasted ono oOyes
1 Malaria slide D unconscious ono oyes
SickTe cell anaemia IR 2ifno:  restless orirritable ono o vyes
[ Jf temperature >39°C AND WBC D Chest X-ray D D . Y
,U(ﬁ?/fﬁFt D ) - A"bm D FO1l weak/ lethargic ono oOyes
. Legionella Ag (u=e) unable to drink ono oyes
Diabetess tAsthma
D unable to eat ono oyes O onlybreastfed
Othrer: prostrated ono oOyes
Blantyre coma score:
i 2-localizes painful stimulus; 1-withdraws limb from painful stimulus;
Motor: |__| /2 0-no or inappropriate response
Fo2 L | | 2-cries appropriately with pain or speaks; 1-moan/ abnormal cry with pain;
Voice: /2 0-no verbal response to pain
Eyes: |__| /1 1-watches or follows; 0-fails to watch or follow

02_CRF_V30_150428
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Sl snitmEm | "

D multiple choice o single choice |__| alphanumeric

Grey sections to be completed by study nurse

Agogo Presbyterian Hospital - Children’s Ward

Case Report Form

J. Gastrointestinal condition

L. Neurological condition

Does/did the child have (last 24h)... vomiting ono oOyes Does/did the child have (last 24h)... convulsions or seizures ono oyes
->if yes, vomiting everything it takes o no o yes Does the child have... a stiff neck ono oyes
jot loose stool ono oyes L02 a positive Kernig’s sign o <1 year ono oyes
> if yes, how often |__Il__] times fontanelle bulging o0 >3 months ono o yes
->if yes, bloody or mucoid stool o no 0 yes
J02 Inspection: Jaundice o0 <l month ono oyes -> Diagnostics
Auscultation: Bowel sounds hyper peristaltic ono oyes Condition Test nd | Pathologic
Bowel sounds missing ono oOyes if any question in LO2 “yes” OR clinical
Palpation: Ascites ono oyes L1l suspicion of meningitis or encephalitis D CSF culture EI D
103 Abdominal muscular guarding ono oyes
Abdominal mass ono oyes M. Suspected diagnoses (on admission/OPD)
Abdominal pain ono oOyes
- if yes, McBurney positive ono oOyes Diagnoses:
Spleen enlargement no es
104 P 9 © oy MO1
Liver enlargement ono oOyes
-> Diagnostics
Condition Test nd | Pathologic

K02

J11

within the last 24 h: if loose stool =2
times OR =1 time bloody or mucoid stool

D Stool sample

4

N. Chest X-ray report

EI

|

NO1 Date of chest X-ray: [__Il

/1

[/ 1__l_| (dd/mm/yy)

I:I

4
|
4

U

K. Urinary tract condition

Does/did the child have (last 24h)...

Pathological findings in X-ray ?

> if yes, please specify:

oho oOyes

NO2

difficulty in passing urine ono oyes O unknown
discomfort/ pain in passing urine ono oyes O unknown
increased frequency of urination ono oyes O unknown
abnormal colour or odour of urine ono oyes O unknown
Does the child have renal angle tenderness ono oOyes O <5years

> Diagnostics

Condition

Test

Pathologic

K11

always

IZ| Urine stix

U

|

nd
N
[l

EI

02_CRF_V30_150428
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pm. | Page Dmultiple choice 0O single choice |__| alphanumeric
% BNITM &

Grey sections to be completed by study nurse

Agogo Presbyterian Hospital - Children’s Ward

Case Report Form

P. Diagnoses on discharge

R. Responsibilities

PO1

Date of discharge [Nl /7 1] 71—l dd/mm/yy)

P02

1st Diagnosis:

2nd Diagnosis:

3rd Diagnosis:

Q. Outcome of diagnoses on discharge

o fully recovered without ongoing treatment
o discharged with ongoing treatment
o discharged with permanent disability/treatment

Study nurse who filled out the questionnaire:

Initials |__[]__[I__| Date |__[I__I/I_ll__I/I__ll_I @dd/mm/yy)

Doctor who filled in the questionnaire on child’s admission day:

Initials |__[|__||_| Date |__[|__|/|_lI__[/]__ll__I @d/mm/yy

Doctor who filled in the questionnaire on child’s discharge day:

Initials |__|{__|__| Date |__|[__[/I__ll__I[/I_II__| dd/mm/yy)

Study nurse/ staff who performed the bedside tests:

Initials |__||__[|__| Date |__|[__[/I__ll__I/I__II__I dd/mm/yy)

Study Doctor who checked the questionnaire:

Initials |__||__[|__| Date |__|[__[/I__l__I/I_II__I dd/mm/yy)

Data staff who entered the data in the database:

Initials |__||__[|__| Date |__|I__[/1__I__I/I_II__I dd/mm/yy)

Q01 o referred to another hospital
o died
o still hospitalized, but case was closed
0 absconded/lost to follow-up
Remarks

02_CRF_V30_150428
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ETHIK-KOMMISSION DER

A:;ekammer”amburg Postfach 76 01 09 - 22051 Hamburg A RZT E KAM M E R
errn
Prof. Dr. med. Jurgen May H A M B U R G

Infectious Disease Epldemlology Korperschart des offentlichen Rec hts
Bernhard-Nocht-Institut fur Tropenmedizin

Bernhard-Nocht-Str. 74

20359 Hamburg

24.03.2015
UKu

Bearb.-Nr.: PV4592 (Bitte stets angeben!)
i Studientitel: Fever of Unknown Origin

Sehr geehrter Herr Kollege May,

den Eingang des Schreibens vom 12.02.2015 (Eingang am 13.02.2015) und lhres Schreibens vom
24.02.2015 (Eingang am 02.03.2012) mit |hrer Stellungnahme und den darin enthaltenen revidierten
Studienunterlagen bestatigen wir hiermit. Die Bedenken der Ethik-Kommission sind nunmehr
ausgeraumt.

Das Vorhaben entspricht den ethischen und fachrechtlichen Anforderungen. Die Ethik-
Kommission stimmt dem Vorhaben zu. Dieses Votum umfasst nicht das Amendment. Fur die
positive Bewertung des Amendments ware verfahrensmaBig unter anderem die Vorlage einer
entsprechend erweiterten Elterninformation erforderlich.

Die Kommission weist darauf hin, dass die Verantwortung des Versuchsleiters fir das
Forschungsvorhaben und seine Durchfuhrung durch das obige Votum der Kommission nicht beriihrt
wird.

Fur den Fall der Durchfuhrung der Studie in Zentren anderer Kammerbereiche geht die Kommission
~ von der Einbindung der lokal zustandigen Ethik-Kommission aus.

Die Ethik-Kommission bittet um Unterrichtung Uber alle schwerwiegenden oder unerwarteten
Ereignisse, die wahrend der Studie auftreten und die die Sicherheit der Studienteilnehmer gefahrden,
in Verbindung mit |hrer Stellungnahme.

Die Kommission geht davon aus, dass die personenbezogenen Daten der Probanden / Patienten den
datenschutzrechtlichen Vorschriften entsprechend behandelt werden.

Die Ethik-Kommission erwartet, dass ihr nach Abschluss des Projektes unaufgefordert ein Abschluss-
Bericht ibersandt wird (unter Angabe der Bearb.-Nr.), aus dem der Erfolg/Misserfolg der Studie sowie
Angaben darlber, ob die Studie abgebrochen oder ge&ndert bzw. ob Regressanspriche geltend
gemacht wurden, ersichtlich sind.

Mit verb dlicher Empfehlung
im Auftr eder ommlssmn

Prof. E’w med R\Stahl

- Vorsitzender -

P.S. Die Ethik-Kommission arbeitet auf der Grundlage deutschen Rechts und Berufsrechts sowie in Anlehnung an die ICH-

GCP.
WeidestraBe 122 b - 22083 Hamburg
Arztel Telefon 040/20 22 99-240 - Fax 040/20 22 99-410
- U, Arz 1k
%i“ﬁ??ﬁ%ootgé?éoﬁ oorogﬁg'u 13. BIC: DAAEDEDDXXX ethik@aekhh.de - www.aerztekammer-hamburg.de
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ETHIK-KOMMISSION DER

Arztekammer Hamburg - Postfach 76 01 09 - 22051 Hamburg A RZT E KA M M E R

Kérperschaft des 6ffentlichen Rechts
Herrn
Prof. Dr. med. Jurgen May
Infectious Disease Epidemiology
Bernhard-Nocht-Institut fiir Tropenmedizin
Bernhard-Nocht-Str. 74
20359 Hamburg

27.04.2015

Bearb.-Nr.: PV4592 (Bitte stets angeben!)
Studientitel:  Fever of Unknown Origin
Amendment vom 12.02.2014

Sehr geehrter Herr Professor May,

den Eingang des Schreibens vom 12.02.2015 (Eingang am 13.02.2015) und 24.02.2015
(Eingang am 02.03.2012) mit |hrer Stellungnahme und den darin enthaltenen revidierten
Studienunterlagen, sowie Ihrem Schreiben vom 15.04.2015 bestétigen wir hiermit. Die
Bedenken der Ethik-Kommission sind nunmehr ausgeraumt.

Die Ethik-Kommission hat die eingereichten Unterlagen geprift und erhebt keine Einwéande
gegen eine Fortfuhrung der Studie. Der Hinweis aus unserem Schreiben vom 24.03.2015

= beziiglich des Amendments wurde umgesetzt. Das bereits erteilte positive Beratungsergebnis
behalt seine Gultigkeit.

Mit freundlichen GriRen
im Auftrag der Kommission

Ci //m ;Z*/ (W

Maike Habeck-Heyer, Dipl.-Dok. Carmen Stéhr
Qeschaﬂsfuhrung Projektmanagement

WeidestraBe 122 b - 22083 Hamburg
| X Telefon 040/20 22 99-240 - Fax 040/20 22 99-410

sche Apotheker- u. Arztebank :
:ED;/\.\LQ‘(S:’/W%?OS o%o?oorozngeﬂ 13. BIC: DAAEDEDDXXX ethik@aekhh.de - www.aerztekammer-hamburg.de
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KWAME NKRUMAH UNIVERSITY OF SCIENCE AND TECHNOLOGY
COLLEGE OF HEALTH SCIENCES

COMMITTEE ON HUMAN RESEARCH PUBLICATION AND ETHICS

Our Ref: CHRPE/AP/427/13 : 29" November, 2013.
Prof. Jurgen May

Bernhard-Nocht-Str. 74

F-20359 Hamburg

GERMANY.

Dear S,

LETTER OF APPROVAL

Protocol Title  “Assessment of Causes of Fever without Source (FWS).”

Proposed Site: Agogo Presbyterian Hospital (APH), Agogo, Asante Akim North, Kiumasi
Cenire for Collaborative Research in Tropical Medicine (KCCR), Kumasi, Ghana,
Bernhard Nocht Institute for Tropical Medicine (BNITM), Hamburg, Germany.

Sponsor: German Centre for Infectious Discase Research (DZIF), Inhoffentralie 7, 38124
Braunschweig, Germany (Federal Ministry of Research and Education, Germany).

Your submission to the Committee on Human Research, Publications and Ethics on the above named protocol refers.

The Committee reviewed the following docunients:

¢ A memorandum of understanding between Agogo Presbyterian Hospital and Kumasi Centre for
Collaborative Rescarch in Tropical Medicine (KCCR) to petform joint medical studies research.
A completed CHRPE Application Form.

Participant Information Leaflet and Consent Form.

Research Proposal.

e @ o o

Case Report Form.
The Committee has considered the ethical merit of your submission and approved the protocol. The approval is for a fixed
period of one year, renewable annually thereafter. The Committee may however, suspend or withdraw ethical approval at anytime

if your study is found to contravene the approved protocol.

Data gathered for the study should be used for the approved purposes only. Permission should be sought from the Commuttee if
any amendment to the protocol or use, other than submitted, is made of your research data.

The Committee should be notified of the actual start date of the project and would expect a report on your study, annually or at
close of the project, whichever one comes first. It should also be informed of any publication arising from the study.

Thank you Sir, for your application.

Yours faithfully,

Osomfuor Prof. Sir J. W. Acheampong MD, FWACP
Chairman

Room 8 Block J, School of Medical Sciences, KNUST, University Post Office, Kumasi, Ghana
Phone: +233 3220 63248 Mobile: +233 20 5453785 Email: chrpe knust.kath@gmail.com / chrpe@knust.edu.gh
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KWAME NKRUMAH UNIVERSITY OF SCIENCE AND TECHNOLOGY
- COLLEGE OF HEALTH SCIENCES

SCHOOL OF MEDICAL SCIENCES / KOMFO ANOKYE TEACHING HOSPITAL
COMMITTEE ON HUMAN RESEARCH, PUBLICATION AND ETHICS

Our Ref: CHRPE/AP/218/14 : 23 June, 2014

Prof. Jurgen May

Bernhard-Nocht-Str. 74 .
F-20359 Hamburg

GERMANY.

Deat Sir,

LETTER OF APPROVAL

Protocol Amendment: “Assessment of Causes of Fever without Source (FWS).”

Proposed Site: Agogo Presbyterian Hospital (APH), Agogo, Asante Akim North, Kumasi
j Centre for Collaborative Research in Tropical Medicine (KCCR), Kumasi, Ghana,
Bernhard Nocht Institute for Tropical Medicine (BNT TM), Hambutg, Germany.

Sponsor: German Centre for Infectious Disease Research (DZIF), Inhoffentralle 7, 38124
Braunschweig, Germany (Federal Ministry of Research and Education, Germany).

AMENDMENTS:

1. To include additional investigations during the hospital stay and follow-up after discharge to assess the
association between server febrile illness and risk of post-hospital illness.
To add the investigation of healthy controls to estimate the pathogenetic potential of the organisms identified
in children with fever without source.
3. To extend the project until 315t October, 2015.
To modify the following: Work Plan, Study Aim, Study Design, Inclusion and Exclusion Ctiteria for the Study
Population, Items 2.5 and 2.6, Procedure to be Undertaken, Potential Direct Benefits to Participants and
Sample Size (all on Application Form).

2

The Committee has considered the ethical merit of your proposed amendment and approved it.
Thank you Sir, for your application,

Yours faithfully,

' f/
R t. JohglAp iil’oku
Honorary Secretary
FOR: CHAIRMAN

Room 7 Block J, School of Medical Sciences, KNUST, University Post Office, Kumasi, Ghana
Phone: +233 3220 63248 Mobile: +233 20 5453785 Email: chrpeknustkath@gmail.com / chrpe@knust.edu.gh
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A cross-sectional study on risk
factors for infection with Parvovirus
B19 and the association

with anaemia in a febrile paediatric
population in Ghana

Wiebke Herr'*¢, Ralf Krumkamp’¢, Benedikt Hogan?, Denise Dekker*, Kennedy Gyau?,
Ellis Owusu-Dabo?, Nimako Sarpong?, Anna Jaeger*, Wibke Loag?, Doris Winter?,
Charity Wiafe Akenten?, Daniel Eibach?, Helmut Fickenscher?®, Anna Eis-Hibinger®,
Jirgen May*® & Benno Kreuels'¢>

Parvovirus B19 (B19V) occurs globally and can cause severe anaemia. The role of co-infections with
Plasmodium falciparum (P. falciparum) has been controversially discussed. The study aimed to
determine prevalence and severity of B19V infection, and the effect of co-infections on the risk for
anaemia. Between November 2013 and April 2015 a total of 1186 hospital visits of children with

fever admitted to a hospital in Ghana were recorded. Malaria, B19V and additional diagnostics for
fever causes were performed. Recent B19V infection was defined as PCR and/or IgM positivity. Risk
factors for a B19V infection and for anaemia were analysed. The prevalence of anaemia was compared
between children with/without B19V infection, stratified for the presence of malaria. B19V IgM/PCR
was positive in 6.4% (n=76; 40 IgM +, 30 PCR +, 6 IgM + and PCR +). Among the B19V cases 60.5%

had a simultaneous P. falciparum infection. B19V IgM positivity but not PCR positivity was associated
with moderate-severe anaemia (OR=2.6; 95%-Cl: 1.3-5.3; P<0.01 vs. OR=0.9; 95%-Cl: 0.4-1.8;
P=0.70). P. falciparum and IgM positive B19V infection were independent risk factors for anaemia with
no evidence of effect modification. Our data show a significant association between B19V infection,
defined as IgM but not PCR positivity, and moderate-severe anaemia. A multiplicative effect of BL9V
and P. falciparum infection was not found.

Infections with human parvovirus B19 (B19V) occur worldwide; seroprevalence data in paediatric populations in
sub-Saharan Africa vary between 14% in Kenya (children <6 years)' and more than 90% in a Nigerian population
(children <2 years)> The virus mainly leads to asymptomatic infection and primarily in children can cause ery-
thema infectiosum, a self-limiting viral exanthema. B19V infection can also result in severe anaemia, especially
in immunocompromised individuals and patients with underlying erythropoietic disorders’. BI9V can induce
cell apoptosis and inhibition of erythropoiesis, lasting on average ten days through targeting of the erythroid
progenitor cells, i.e. the burst forming unit erythroid (BFU-E) and colony forming unit erythroid (CFU-E)**.
While healthy individuals can compensate these temporary changes due to the long lifespan of erythrocytes®,
vulnerable subgroups can suffer from serious illness as transient aplastic crisis and chronic anaemia’.

!Department of Infectious Disease Epidemiology, Bernhard Nocht Institute for Tropical Medicine,
20359 Hamburg, Germany. Kumasi Centre for Collaborative Research in Tropical Medicine, College of Health
Sciences, Kwame Nkrumah University of Science and Technology, Kumasi, Ghana. 3Institute for Infection
Medicine, Christian-Albrecht University of Kiel, University Medical Center Schleswig-Holstein, 24105 Kiel,
Germany. “University of Bonn Medical Center, Institute of Virology, 53127 Bonn, Germany. *Department of
Tropical Medicine, Bernhard Nocht Institute for Tropical Medicine and I. Department of Medicine, University
Medical Center Hamburg-Eppendorf, Martinistr. 52, 20246 Hamburg, Germany. °DZIF-German Center for Infection
Research, Partnersite Hamburg-Libeck-Borstel, 38124 Braunschweig, Germany. “email: b.kreuels@uke.de
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One such risk group is children in malaria-endemic areas. In this population, P. falciparum-malaria itself
leads to anaemia via different pathogenetic mechanisms. First, intraerythrocytic parasite-growth causes acute
haemolysis and decreased cell flexibility, followed by increased removal by the reticuloendothelial system in the
spleen®. This effect can also be observed in non-affected erythrocytes®. In the course of the disease, especially in
recurrent infection, hypersplenism may develop, which reinforces this selection mechanism. Second, autoim-
mune haemolytic factors can increase anaemia®. Lastly, cytokine responses mediate malfunctioning erythro-
poiesis, leading to a lack of reticulocytes and general dyserythropoiesis’.

Research on B19V infection in children from tropical areas has focused on anaemic study populations with
contradictory conclusions about frequencies and clinical significance. In studies from Papua New Guinea, Kenya,
Ghana and Tanzania B19V infection was described as a major risk factor for the development of anaemia®>!*-'2. A
study from Niger rather suggests a temporary significance during viral outbreaks®. In contrast data from Malawi
do not show any correlation between anaemia and the B19V infection'®. Similarly, conflicting data have been
published about the influence of co-infections of B19V and P falciparum on the development and frequency of
anaemia"'"'4,

The aim of this study was to determine the prevalence of B19V infection, its association with anaemia, and
the effect of BL9V co-infection with the malaria parasite P. falciparum in febrile hospitalized children.

Methods
Patients and clinical procedures. Between November 2013 and April 2015 all children with fever (tym-
panic temperature > 38.0 °C) between four weeks and <15 years of age, admitted to Agogo Presbyterian Hospital
in Ghana were prospectively recruited. Repeated inclusion was possible at least 30 days after initial recruitment.
If a child presented twice with a positive BI9V PCR, only the first visit was included in the analysis as we aimed
at investigating acute B19V infections.

Depending on the presented symptoms blood, stool, urine, respiratory and/or cerebrospinal fluid samples
were collected and screened for parasitic, viral and bacterial infection by microscopy, culture or PCR. A detailed
description of the diagnostic evaluation has previously been published'”.

Laboratory analysis and case definitions. Thin and thick blood films were examined for malaria para-
sites, counting parasite number and species determination. Clinical malaria due to P. falciparum was defined as
a parasite-density of asexual P. falciparum stages >12,000/ul and fever>38.0 °C. The density cut-oft was intro-
duced using data of a control group from the study area in order to avoid overdiagnosis'*'®.

For B19V diagnostics, serum collected on the day of admission was tested both by B19V qualitative real-time
PCR and IgM- and IgG-antibody assays. The PCR followed an in-house protocol established under accredita-
tion conditions according to EN-DIN-ISO-15189 at the Institute for Infection Medicine, University of Kiel,
Germany. The sensitivity was 300 B19V genome copies/ml serum and the PCR primer and probe sequences
targeted conserved sequences of all three genotypes. DNA was extracted with the RTP Pathogen Kit (STRATEC
Molecular, Birkenfeld, Germany) from 100 pl serum after addition of lambda-phage DNA (Thermo Scientific
SD0011, Waltham, MA, USA) as internal extraction and inhibition control. Nucleic acids were collected in 100 pl
eluate. Five ul DNA eluate were added to 7.5 ul LC 480 Probe Master (Cat. No: 04707 494 001; Roche, Mannheim,
Germany), 0.5 pl LC uracil-DNA glycosylase (Roche), and oligonucleotide primers and probes each at 1.0 pM
concentration leading to total reaction volume of 15 pl. The PCR was performed on a Lightcycler 480 instrument
(Roche) with the following amplification procedure: initially 40 °C for 10 min for uracil glycosylase treatment,
the denaturation at 95 °C for 10 min followed by 45 amplification cycles of 95 °C for 10 s, 60 °C for 30 s, and
terminating in 40 °C for 30 s. The B19V-specific primers and probe targeted the VP2 region: BI9vp2F (TGG-
CCC-ATT-TTC-AAG-GAA-GT), B19vp2r (CTG-AAG-TCA-TGC-TTG-GGT-ATT-TTT-C), and B19vp2TM
(6FAM-CCG-GAA-GTT-CCC-GCT-TAC-AAC-BBQ). The internal lambda-phage DNA control was detected
by the following primers and probe: Lambda-F (ATG-CCA-CGT-AAG-CGA-AAC-A), Lambda-R (GCA-TAA-
ACG-AAG-CAG-TCG-AGT), and LAM-TM2 (YAK-ACC-TTA-CCG-AAA-TCG-GTA-CGG-ATA-CCG-BBQ).
Each PCR was run together with a negative and positive control (TIB Molbiol, Berlin, Germany).

Serum samples were tested with IgM- and IgG-antibody assays (LIAISON Biotrin, Parvovirus B19 IgG, IgM
ELISA, DiaSorin, Italy; recombinant VP2 expressed in baclovirus, qualitative assay). All IgM positive samples
were retested with a second IgM-antibody assay (recomWell Parvovirus B19 IgM, Mikrogen, Neuried, Germany;
recombinant VP1 and VP2, qualitative and quantitative assay). Only samples with positive results in both tests
were considered positive for IgM.

Both, PCR or IgM positivity, were used as an indicator for recent B19V infection. For further analysis, B19V
infections were divided into two groups (PCR positive and IgM positive). Six children were positive for both
PCR and IgM and counted in both groups.

Blood count analysis on admission was performed with Sysmex KX-21N (Automated Hematology Analyzer,
Sysmex Europe GmbH, Norderstedt, Germany). Anaemia cut-offs were used to differentiate between mild,
moderate and severe anaemia among different age groups according to the World Health Organization (WHO)
classification!” (Table 1). Anaemia was categorised into two groups: none or mild, and moderate to severe. This
is in view of the limited clinical relevance of mild anaemia and the lack of association observed between B19V
and mild anaemia (data not shown).

Statistical analysis. Statistical analysis were performed using STATA/SE v14 (StataCorp LLC, Texas, USA).
Patient data were summarized using descriptive statistics. Categorical variables were displayed as percentages
while continuous data were summarized as median and interquartile range (IQR). Comparisons of the median
of non-parametric data among subgroups of the study were made using the median-test, as we anticipated low
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Anaemia Hb (g/dl)
Age No anaemia Hb (g/dl) | Mild Moderate | Severe
1-59 months 211 10.0-10.9 |7.0-9.9 <7
5-11 years z115 11.0-11.4 | 8.0-10.9 <8
12-14 years 2120 11.0-11.9 | 8.0-10.9 <8

Table 1. Classification of anaemia.

numbers of individuals in each group. Bivariate comparisons for categorical data were performed using the X*-
Test and Fisher’s exact test as appropriate. Missing values were excluded from the analysis, which led to differing
denominators in some analyses.

A socioeconomic score was constructed from nine indicator variables using principal component analysis
(PCA) based on a tetrachoric correlation matrix. Subsequently, a binary variable on socioeconomic status was
created by dividing the study group into two equally sized groups'®. The nine indicator variables were: (1)
membership in national health insurance, (2) subjective assessment of the financial situation of the family, (3)
cooking inside/outside the house, (4) type of water supply, availability of (5) electricity and (6) window screens,
ownership of (7) mobile phone, (8) television and (9) fridge.

To assess factors associated with B19V infection (defined as IgM or PCR positivity) a logistic regression
analysis was performed. All variables with P<0.1 in the univariate model were included in a multivariate logistic
regression model. Variables were then removed using a stepwise backwards selection method based on a likeli-
hood-ratio test between the models including and excluding the respective variable, using P=0.05 as the cut-off.

To detect a possible association between B19V infection and anaemia univariate logistic regression analysis
was performed, distinguishing between the three subgroups of B19V IgM positive, B19V PCR positive and
B19V IgM or PCR positive cases. Other factors putatively associated with anaemia (sex, age, siblings, ethnicity,
socioeconomic status, glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency, sickle cell disease, P. falciparum infection)
were assessed for an association in univariate logistic regression models. To adjust for possible confounding all
variables were included in multivariate models with B19V IgM, B19V PCR and B19V IgM/PCR respectively.
In addition all possible risk factors were analysed in uni- and multivariate linear regression models using the
haemoglobin concentration (Hb) as a continuous variable as the outcome variable.

Possible effect-modification between B19V and P. falciparum was assessed by adding an interaction term to
the full model. A likelihood-ratio test for interaction comparing the models was performed.

Ethic approval. The Committee on Human Research, Publications and Ethics, School of Medical Science,
Kwame Nkrumah University of Science and Technology, Kumasi, Ghana and the Ethics Committee of the Medi-
cal Association Hamburg, Germany approved the study. After informing about the study and procedures written
informed consent was obtained from the guardian or parent prior to recruitment. The study was performed in
accordance with all relevant national and international guidelines including the declaration of Helsinki.

Results

Study population. From November 2013 to April 2015, 1,238 hospital visits by children with fever
(238.0 °C) were recruited to the study. Due to missing B19V PCR or serological results 49 visits were excluded. A
further three visits were excluded as these children presented with positive B19V PCR for a second time. There-
fore, a total of 1186 visits by 1108 children were included in the analysis. Of the 1108 children, 68 were recruited
to the study more than once. The median age was two years (IQR 1-4 years), 54.4% of the children were male.

IgM was positive in 155/1186 (13.1%) participants by the Biotrin assay, of which a total of 46 samples (29.7%,
46/155) were confirmed positive using the Mikrogen assay. Of these 46 samples, six were also PCR positive. A
further 30 samples were PCR positive alone, resulting in 76 samples (6.4%) positive for B19V in IgM and/or
PCR. Among the 36 PCR positive samples, only three were IgG negative and six were positive for IgM and IgG.

Due to limited serum volume, not all negative samples could be tested with both assays. Results in a subset of
initially (Biotrin assay) B19V IgM negative samples tested with both assays were in agreement in 99.2% (127/128).

Among patients with P. falciparum infection, more samples were IgM positive by the Biotrin assay (18.0% vs.
8.3%, P<0.01). This was not the case for the Mikrogen assay (17.2% vs. 15.8%, P=0.76). Index values of Biotrin
assay and the associated Mikrogen result are displayed in the suppl. Figure 1. The proportion of confirmed posi-
tive results increased with higher sample to cut-off ratio (S/CO) values in the initial Biotrin assay result.

Among 76 children with B19V infection, 46 (60.5%) were co-infected with P. falciparum however in 92.1%
(538/584) of children with P. falciparum, PCR and IgM were negative for B19V.

The majority of all BI9V infections (67.1%, 51/76) occurred during the first eight months of recruitment,
suggesting a cluster between November 2013 to June 2014 (suppl. Figures 2 and 3). Among children 13 months
and older, B19V IgG-antibodies (Biotrin assay) were detected in 151 samples, resulting in a seroprevalence of
17.0% (151/889).

Risk factors for B19V infection. Frequencies and associations of possible risk factors for B19V infection
are shown in Table 2. Univariate logistic regression analysis showed weak evidence for an association between
B19V infection and ethnicity, with a higher risk in children from ethnic groups originating in the North of
Ghana (OR=1.5; 95%-CI: 0.9-2.4; P=0.09). Also children with a low socioeconomic status were more likely
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Multivariate
B19V infection Univariate analysis analysis®
(IgM +and/or Odds ratio (95%- Odds ratio (95%-
PCR+)* No B19V infection | Total CI) P° CI) P®
Number of cases 76 (6.4) 1,110 (93.6) 1,186
Sex
Female [29382) [512(46.1) [se1656) |1 \ \ \
Male [17 619 | 598 (53.9) [615G1.4) | 1.4(09-22) | o17]- \
Age
z\fg]‘g“ inmonths | 5, 5 (54 g25) 29 (15-52) 29 (15-53)
<5 years 53 (69.7) 862 (77.7) 915 (77.1) 1
>5 years 23(30.3) 248 (22.3) 271 (22.9) 1.5(0.9-2.5) 012 | -
Siblings?
None 9(11.8) 251 (22.6) 260 (21.9) 1
1-2 33 (43.4) 460 (41.4) 493 (41.6) 2.0 (0.9-4.2) 0.05
3-12 33 (43.4) 384 (34.6) 417 (35.2) 2.4(1.1-5.1) -
Socioeconomic status®*
High 26 (34.2) 560 (50.4) 586 (49.4) 1 1
Low 50 (65.8) 534 (48.1) 584 (49.2) 2.0(1.2-3.3) <0.01 | 2.1 (1.3-3.4) <0.01
Ethnicity?
Akan 37 (48.7) 630 (56.8) 667 (56.2) 1
Northeners 39(51.3) 444 (40.0) 483 (40.7) 1.5 (0.9-2.4) 0.09 | -
G6PD
No 75(98.7) 1065 (95.9) 1140 (96.1) |1
Yes 1(1.3) 45 (4.1) 46 (3.9) 0.3 (0.0-2.6) 017 | -
Sickle cell disease
No 73 (96.1) 1074 (96.8) 1147 (96.7) |1
Yes 3(3.9) 36(3.2) 39(3.3) 1.2 (0.4-4.1) 0.75 | -

Table 2. Risk factors for B19V infection. *All samples with concordant positive serological results in Biotrin-
and Mikrogen-assays were considered positive for IgM, all samples reactive by a qualitative PCR assay were
considered PCR-positive. Six cases had a positive IgM and PCR result. "Comparison for dichotomous or
nominal data was performed using a logistic regression model. “After stepwise backwards selection based on
a likelihood ratio test between the models the socioeconomic status was the only remaining variable and risk
factor. ‘Missing data not listed (number of missing data for siblings and socioeconomic score n = 16, ethnicity
n = 5; in addition 31 children belonged to other ethnicities). “The socioeconomic score was constructed using
nine indicator variables (membership of national health insurance, subjective assessment of the financial
situation of the family, cooking inside/outside the house, type of water supply, availability of electricity and
window screens, ownership of mobile phone, television and fridge) that were included into a tetrachoric
correlation and principal component analysis (PCA). Subsequently, a binary variable on socioeconomic status
was created in further risk factor analysis by dividing the population into two groups.

to be infected with B19V (OR=2.0; 95%-CI: 1.2-3.3; P<0.01), as well as children with siblings (1-2 siblings:
OR=2.0; 95%-CI: 0.9-4.2; 3-12 siblings: OR=2.4; 95%-CI: 1.1-5.1; P=0.05). There was no evidence for an
association with B19V and sex, age, glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency or sickle cell disease. In
multivariate analysis BI9V infection only remained associated with a low socioeconomic status (OR =2.1; 95%-
CI: 1.3-3.4; P<0.01).

Clinical presentation of B19V infection. There was no specific symptom that could be used to clinically
diagnose a B19V infection. A rash only occurred in two patients (2.6%). As fever was an inclusion criterion to
the study, all children presented with this symptom. Common symptoms in patients with B19V infection were
vomiting (44.7%), cough (21.1%) and diarrhoea (17.1%). Children with B19V infection had a similar admission
duration as children without markers of BI19V infection (median=2; IQR: 1-3 vs. median =2; IQR: 2-4 days
respectively; P=0.01). There were no relevant differences in clinical presentation between the two groups of
B19V infection (IgM positive and PCR positive, data not shown). Symptom frequencies and anaemia prevalence
are summarized in Table 3.

Risk factors for anaemia. Overall prevalence of anaemia in the study population was 67.8% (803/1184;
two cases without Hb-value). Of these 17.3% (n=139) had severe anaemia, 57.2% (n=459) had moderate anae-
mia and 25.5% (n=205) mild anaemia. For risk factor analysis cases of moderate and severe anaemia were
compared to the group of children with mild and no anaemia. By univariate analysis, associations between
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No B19V infection (%) | B19V infection (IgM and/or PCR +) (%)
Total 1110 (93.6) 76 (6.4)
Vomiting 437 (39.4) 34 (44.7)
Cough 285(25.7) 16 (21.1)
Diarrhoea 189 (17.0) 13 (17.1)
Spleen enlargement 98 (8.8)* 10(13.2)
Respiratory distress 106 (9.6)* 9(11.8)
Liver enlargement 76 (6.9) 7(9.2)
Abdominal pain 56 (5.1) 4(5.3)
Generalized lymphadenopathy 3(0.3)* 2(2.7)
Rash 24 (2.2 2(2.6)
Neurological symptoms 32(2.9) 0
Body temperature (°C)
Median (IQR) [ 39 (38.5-39.6) [393 (38.7-39.8)
Duration of admission (days)
Median (IQR) ‘ 2(2-4) ‘ 2(1-3)
Anaemia®
Severe 131 (11.8) 8(10.5)
Moderate 419 (37.8) 40 (52.6)
Mild 195 (17.6) 10(13.2)
No anaemia 364 (32.8) 17 (22.4)

Table 3. Clinical details of children with B19V infection. *Missing data (No B19V infection: spleen
enlargement n=12, resp. distress n=9, liver enlargement n =11, gen. lymphadenopathy n=5, rash n=1; BI9V
infection: gen. lymphadenopathy n=1). "Hb-value available for 1184 cases.

moderate-severe anaemia were observed among children with sickle cell disease (OR=4.7; 95%-CI: 2.0-10.7;
P<0.01), glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency (OR=3.7; 95%-CI: 1.8-7.5; P<0.01), children with
low socioeconomic status (OR=3.1; 95%-CI: 2.4-3.9; P<0.01) and children from the north of Ghana relative
to children from the Akan ethnicity (OR =2.8; 95%-CI: 2.2-3.5; P<0.01). Infection with P. falciparum increased
risk for moderate-severe anaemia with an OR of 1.9 (95%-CI: 1.5-2.4; P<0.01). These effect estimates changed
slightly in the multivariate models, but the interpretation of the results remained similar (Table 4).

Among the children with B19V infection 64.0% (48/75) had moderate-severe anaemia. In univariate asso-
ciation the odds ratio for moderate-severe anaemia among those with any marker of B19V infection was of 1.8
(95%-CI: 1.1-2.9; P=0.02), the association weakened in multivariate analysis (OR: 1.5; 95%-CI: 0.9-2.5; P=0.14).
More children with a positive IgM result had moderate-severe anaemia relative to children with a positive PCR
result (71.7% vs. 57.1%). PCR positivity was not associated with a higher risk for moderate-severe anaemia (OR:
1.3;95%-CI: 0.7-2.6; P=0.43), while children who were IgM positive had an increased risk for moderate-severe
anaemia (OR: 2.6, 95%-CI: 1.3-4.9; P<0.01). In the multivariate analysis with adjustment for all parameters
found to be associated with moderate-severe anaemia, IgM positivity and not PCR positivity remained associ-
ated with moderate-severe anaemia (IgM: OR: 2.6, 95%-CI: 1.3-5.3; P<0.01; PCR: OR: 0.9; 95%-CI: 0.4-1.8;
P=0.70), Similarly, the median Hb-level was lower (9.0 g/dl vs. 10.1 g/dl; P=0.08). Linear regression models
using the Hb as a continuous variable led to similar results (suppl. Table 1).

B19V, P. falciparum and anaemia.  As illustrated above, both P. falciparum infection and B19V infection,
defined as IgM positivity, were independent risk factors for moderate-severe anaemia while there was no evi-
dence for an association between B19V PCR positivity and moderate-severe anaemia (Table 4). The likelihood-
ratio-test between models with and without an interaction term between B19V and P. falciparum did not support
the hypothesis of effect modification between the two (IgM: P=0.91; PCR: P=0.79).

Discussion

Studies on the clinical relevance of B19V infection in malaria-endemic areas and the role of B19V and P. falcipa-
rum co-infections in severe anaemia show contradictory results>*®1°-% In our study among febrile, hospitalized
children in Ghana, an association was observed between moderate-severe anaemia and B19V IgM positivity but
not with B19V PCR positivity. In addition, P. falciparum and IgM positive B19V infection were independent risk
factors for moderate-severe anaemia with no evidence of effect modification.

B19V affects erythropoiesis by its replication in erythroid progenitor cells and thereby may cause anaemia®.
While early studies on B19V infection and anaemia in malaria-endemic areas showed no association with
anaemia®'’, more recent studies found the viral infection to be an important risk factor. In studies from Papua
New Guinea and Ghana B19V infection was a major risk factor for anaemia®'®'!,

As the definition of B19V infection varies between studies, the comparison of the results is challenging. While
Wildig et al. defined the B19V infection as presence of IgM and DNA®, Manning et al. required positivity of at
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Model with B19V Model with B19V- Model with BI9V-

Cases with moderate (PCR or IgM) PCR

and severe anaemia Univariate analysis Adjusted analysis” Adjusted analysis” Adjusted analysis”

(%) 0dds ratio (95%-CI) | P* 0dds ratio (95%-CI) | P* 0dds ratio (95%-CI) | P* Qdds ratio (95%-CI) | P*
Total 598 (50.5)
Sex
Female [257 476) [ ‘ [1 ‘ [ ‘ [1 ‘
Male | 311 529 [12(10-16) | 007[1300-16) | 007[1300-16) | 007[1300-16) | o00s
Age
<5 years 458 (50.2) 1 1 1 1
>5 years 140 (51.7) 1.1(0.8-1.4) 0.70 | 1.1 (0.8-1.4) 073 | 1.1 (0.8-14) 071 | 1.1(0.8-15) 070
Siblings
None 119 (20.1) 1 1 1 1
1-2 256 (43.2) 1.3(09-17) 020 | 1.1 (0.8-15) 083 | 1.1 (0.8-1.5) 090 | 1.1(0.8-15) 0.80
3-12 217 (36.7) 1.3(1.0-1.8) 1.0 (0.7-1.5) 1.0 (0.7-1.4) 1.0 (0.7-15)
Ethnicity
Akan [ 265 (398) [ ‘ [t ‘ [1 ‘ [1 ‘
Northeners [312647) [28@22-35) | <001]18014-25) | <001[18014-25) | <001]18(14-25) | <00t
Socioeconomic status®
High 216 (36.9) 1 1 1 1
Low 376 (64.5) 3.1(2.4-3.9) <0.01]2.1(1.5-2.8) <0.01] 2.1 (1.5-2.8) <0.01]2.1(1.6-2.8) <0.01
G6PD
No 562 (49.4) i 1 1 1
Yes 36 (78.3) 3.7(1.8-7.5) <0.01 | 2.4 (1.1-5.0) 0.03 [ 2.3 (1.1-5.0) 003 [ 2.3 (1.1-4.9) 0.03
Sickle cell disease
No 566 (49.4) 1 1 1 1
Yes 32(82.1) 47 (2.0-10.7) <0.01]68(29-16.3) <001 | 7.1 (3.0-17.0) <0.01 [ 69 (29-16.6) <001
P. falciparum®
No [ 256 (42.6) [1 [ [1 [ [1 [ [1 [
Yes | 32 (587) |19 a5-29) | <o01]1904-29) | <001 [1905-29 | <o01|19035-29) | <001
Parvovirus B19
Negative 550 (49.6) 1 1 - -
IgM or PCRpos | 48 (64.0) 1.8 (1.1-2.9) 0.02 | 15 (0.9-2.5) 014 | - -
IgM*
Negative 565 (49.7) 1 - 1 -
Positive 33(717) 2.6 (1.3-4.9) <001 - 2.6(1.3-5.3) <0.01 |-
PCR¢
Negative 578 (50.3) 1 - - 1
Positive 20 (57.1) 13 (0.7-2.6) 043 - - 0.9(0.4-1.8) 0.70

Table 4. Risk factors for anaemia, univariate and adjusted analysis. *Comparison for dichotomous or nominal
data was performed using a logistic regression model. ®Adjusted for all other variables in the table. “The
socioeconomic score was constructed using nine indicator variables (membership of national health insurance,
subjective assessment of the financial situation of the family, cooking inside/outside the house, type of water
supply, availability of electricity and window screens, ownership of mobile phone, television and fridge) that
were included into a tetrachoric correlation and principal component analysis (PCA). Subsequently, a binary
variable on socioeconomic status was created in further risk factor analysis by dividing the population into two
groups. “Clinical malaria with P. falciparum was defined as a parasite-density of P. falciparum >12,000/ul and
fever >38.0 °C. ¢All samples with concordant positive serological results in Biotrin- and Mikrogen-assays were
considered positive for IgM, all samples reactive by a qualitative PCR assay were considered PCR positive. Six
cases had a positive IgM and PCR.

least one of the two markers'® and Duedu et al. tested the samples only by PCR'". Toan et al. conducted serologi-
cal assays only in PCR positive samples'* and Tizeba et al. performed only IgM and IgG testing'2 Table 2 in the
supplement provides an overview of the cited studies, their study populations, BI9V definitions and performed
laboratory analysis.

In contrast to our findings, Duedu et al. found a higher risk for severe anaemia in already mildly anaemic
children if BI9V PCR was positive (OR =4.1; 95%-CI: 0.82-20.28) however the number of BI9V infections was
too low to draw robust conclusions'’. Nevertheless our study accords with recently published data from Tanza-
nia where an association between anaemia and B19V (defined as IgM positivity) was found'” Similarly, a study
from Papua New Guinea found an association between severe anaemia and B19V infection in the subgroup of
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individuals with positive IgM, but not in the subgroup of children with positive PCR only®. In data from Kenya
no association between severe anaemia and B19V IgM or IgG or DNA positivity was found, but an association
between high IgM-levels and severe anaemia was shown'. The clear association of IgM positivity and anaemia
would fit to the temporal coincidence of haemoglobin drop and high IgM levels during the natural course of
B19V infection, when DNA-levels may already have dropped’. On the other hand, in some patients with BI9V
infection low amounts of B19V DNA may be detected in blood for years after acute infection'®?. In addi-
tion, remnant B19V DNA strands may cause positive PCR results*’. Therefore a positive PCR result might not
unequivocally indicate an acute infection leading to a possible underestimation of the risk for anaemia in B19V
infections. In our population 15 children with positive BI9V PCR did not have moderate or severe anaemia.
These cases could represent persistent PCR positive results following past infection. In support of this, 33 of 36
PCR positive samples had additional IgG-antibodies, possibly indicating past infection. Concomitant IgG and
IgM were identified in six PCR positive cases. Differentiation of active B19V infection and detection of BI9V
viral DNA indicating past infection is challenging.

Our study highlights diagnostic difficulties that may be common in several viral infections in sub-Saharan
Africa. Commonly used PCRs may not detect the genotype 3 of B19V, that is characterized by higher genome
diversity** and predominantly found in sub-Saharan-Africa?. Our PCR was developed using all available infor-
mation about genome diversity, but not previously validated in sub-Saharan-African populations. Therefore,
non-detection cannot be fully excluded and could contribute to the low number of patients that were positive
for both PCR and IgM in our study.

We found B19V and P. falciparum to be independent risk factors for anaemia, as described before’. Our data
showed no effect modification between simultaneous B19V and P. falciparum infection. Previous data from
Ghana described co-infections as a risk factor for severe anaemia with an OR of 2.2 (95%-CI: 0.4-12.5), however,
the confidence interval around this estimate was wide due to a small sample size (6/234)"". Toan et al. found
B19V to decrease hemoglobin levels in children with mild but not in children with severe P. falciparum-malaria.
The authors did not provide explanations for this finding'®. The most recent study from Tanzania described a
difference of median Hb between small groups of children with co-infections (n=12) and P. falciparum mono-
infection (n=34) (4.6 vs. 7.1 g/d])">.

In our study 67.1% of B19V infections occurred during the first eight months of recruitment. The first publica-
tion on B19V infection reported a high prevalence in the first study period, followed by a rather low prevalence
during the second observation time, suggesting an epidemic outbreak?. While Wildig et al. found no temporal
clustering during the four years of sample collection in Papua New Guinea’, they described a increased preva-
lence of BI9V IgM in one of five years of analysis in Kenya'. Seasonal occurrence might partly explain different
findings and prevalence of B19V. Furthermore varying inclusion criteria of the studies (anaemia vs. P. falciparum
infection vs. febrile infection) and age distribution in the study populations should be considered.

The role of laboratory diagnostics for acute B19V infection have been discussed extensively elsewhere*?". The
testing of both, serology and PCR, has been recommended, as each can be the only marker of recently acquired
or acute infection®”.

We found high discordancy between the IgM results obtained by the Biotrin and Mikrogen assays that has
not been described before. Former systematic comparisons of these assays revealed no relevant differences®?,
but were performed in different settings. In our study, false positive IgM results could have been triggered by the
polyclonal B-cell-stimulation during P. falciparum infection?. While 18.0% of the children with P. falciparum
infection were IgM positive with the Biotrin assay, the percentage among children without P. falciparum infection
was only 8.3% (P<0.01). Also, false positive cross-reaction during measles, rubella virus, EBV or HSV infection
or other infections have been described and cannot be ruled out in our study population? but probably will not
account for the great difference between the two assays. On the other hand the Mikrogen assay could be less
sensitive in the studied setting, but existing literature provides no evidence of differing sensitivity***” and it is
unclear how a lower sensitivity specifically in this setting could be explained.

In the cases of HCV infection in Africa, high rates of discordancy between serological and molecular assays
have been described. The reason for this remains unclear (false positive serological results vs. non-detection
of genotype differences of the RNA assay), but may indicate a high unspecific background activity in African
populations leading to unreliability of some serological tests”.

The combination of PCR and serological testing is broadly established for the diagnosis of acute B19V
infection®’. However, we illustrated several aspects of diagnostic uncertainty. To improve B19V diagnostics the
viral load can be determined by quantitative PCR and it may be possible to develop cut-off values suggestive of
acute, past or rather persistent infection®. IgG-avidity-testing may also help to diagnose an acute infection®.
Furthermore, our data indicate that the currently available commercial antibody-assays and PCR may not be
sufficiently validated for testing in African population and further validation is warranted.

Due to our study design only children with fever at admission were included, while children with intake of
antipyretics and therefore presentation without fever as well as anaemic children without fever were not included.
This may have led to exclusion of children with B19V infection possibly with anaemia but no fever leading to an
underestimation of the effect B19V has on the risk of anaemia. Due to limited resources iron deficiency, known
as a major contributor to anaemia in children in low-income settings was not assessed. Probably all children were
in an inflammatory status, therefore inflammation could not be studied as a risk factor for anaemia. Despite a
large number of study participants only 76 children had a B19V infection resulting in smaller subgroups with
anaemia and/or simultaneous P. falciparum infection, limiting the available power to perform subgroup analysis.
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Conclusion

Our data show a significant association between B19V infection and moderate-severe anaemia in febrile hospi-
talized children in Ghana. We can confirm the previously described significance of P. falciparum infection for
anaemia in this context, while a multiplicative effect of B19V and P. falciparum infection could not be found.
Prior to further investigation existing assays should be validated in sub-Saharan Africa, tested for sensitivity of
detection of different viral genotypes and possible interaction in malaria-endemic areas.

Data availability
The datasets generated and analysed during the current study are available from the corresponding author on
reasonable request.
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