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1. WSTEP

1.1. Malaria jako istotny problem zdrowia miedzynarodowego

Malaria (zimnica) jest chorobg ogdlnoustrojowg, wywotywang przez
wewngtrzkomorkowego pierwotniaka z rodzaju Plasmodium, ktéra moze przebiegaé
w sposob ostry lub przewlekty z zajeciem wielu narzgdow wewnetrznych i uktadow
oraz wysokim ryzykiem zgonu. Malaria wraz z gruzlicg i zakazeniem ludzkim wirusem
upos$ledzenia odpornosci (HIV) nalezy aktualnie do grupy choréb powodujgcych
najwiekszg liczbe zachorowan i zgonéw w skali ogélnoswiatowej. Jest ona szeroko
rozpowszechniona w krajach strefy miedzyzwrotnikowej, szczegolnie w Afryce
Subsaharyjskiej, gdzie wystepuje ponad 90% wszystkich przypadkéw zimnicy
notowanych przez Swiatowg Organizacje Zdrowia (WHO, 2011a). Liczba nowych
przypadkow zimnicy moze dochodzi¢ do prawie 500 milionéw zachorowan w ciggu
kazdego roku, a wysoka liczba zgonéw w grupie oséb chorujgcych na malarie jest
wcigz niepokojgca. Mimo znacznej wiedzy na temat zapobiegania i wielu narzedzi
stuzgcych do ograniczenia rozprzestrzeniania sie malarii w srodowisku, zimnica jest
odpowiedzialna za blisko milion przypadkéw smiertelnych w skali catego Swiata i
nadal pozostaje ona jednym z najwiekszych zabojcow kobiet ciezarnych i matych
dzieci do 5 roku zycia (O'Meara i wsp., 2010). Wysoka S$miertelnos¢ w przebiegu
zimnicy wynika z jej ciezkiego, wielonarzgdowego przebiegu klinicznego oraz braku
dostepu do specjalistycznych  metod  diagnostycznych  potwierdzajgcych
zachorowanie, co opdznia, a takze czesto uniemozliwia, zastosowanie wtasciwego
leczenia z uzyciem lekow przeciwmalarycznych, zgodnie z aktualnymi wytycznymi
uwzgledniajgcymi zmieniajgcg sie oporno$¢ zarodzca malarii na leki. W sytuacji
utrudnionego dostepu do badan wykluczajgcych zachorowanie na malarie, o
wigczeniu leczenia przeciwmalarycznego decyduje obraz kliniczny, ktéry w
przypadku zimnicy nie zawsze jest specyficzny (Luxemburger i wsp., 1998; Bojang i
wsp., 2000; Chandramohan i wsp., 2002; Magill, 2006). Podawanie lekdéw
przeciwpasozytniczych ~w  kazdym  przypadku stanéw  gorgczkowych i
podgorgczkowych stymuluje rozwdj opornosci zarodzca malarii na leki i znacznie
utrudnia kontrole malarii w srodowisku (Congpuong i wsp., 2002). Wptyw zimnicy na
zycie wielu spotecznosci zamieszkujgcych obszary odmiennej strefy geograficzno-
srodowiskowej i higieniczno-sanitarnej jest ogromny nie tylko ze wzgledu na aspekt

zdrowotny, ale takze niewatpliwe konsekwencje ekonomiczno-gospodarcze
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odczuwane dotkliwie zarobwno przez pojedyncze osoby i ich rodziny, jak i systemy
ekonomiczne i spoteczne catych panstw (Sachs i Malaney, 2002; Jowett i Miller,
2005). To wiasnie malaria tropikalna wywotywana przez Plasmodium falciparum jest
zrodtem najwiekszej liczby zgtaszalnoéci pacjentéw do osrodkéw zdrowia |
dyspensariow w ramach pomocy ambulatoryjnej, a takze najczestszg przyczynag
hospitalizacji i absencji chorobowej mieszkancow strefy miedzyzwrotnikowej (Ryc. 1).
Miedzynarodowe fundusze przeznaczone na walke z malarig osiggnety w 2011 r.
rekordowg do tej pory warto$¢ okoto 2 bilionow US$, ale pozostajg one i tak w
granicach wyraznie ponizej poziomu wymaganych wydatkow 5 bilionéw USS,
przewidywanych na programy kontroli i zwalczania malarii w latach 2010-2015
(WHO, 2011a).

Ryc. 1. Chlopiec 2-letni hospitalizowany z powodu zagrazajacej zyciu

malarii mézgowej wywotanej przez Plasmodium falciparum. Kenya
Medical Research Institute w Kilifi (Kenia).

Malaria staje sie narastajgcym problemem zdrowotnym takze w nie-endemicznych
krajach strefy umiarkowanej, gdyz szybki rozwdj srodkow tgcznosci, transportu i
komunikacji, a takze bogate oferty organizatorow ustug turystycznych, bedgce
odpowiedzig na zwiekszajgce sie zainteresowanie podrézowaniem powodujg, ze
liczba oséb wyjezdzajgcych do obszarow strefy tropikalnej ciggle sie zwieksza. Wraz
z ekspansjg cziowieka w rejony krajow gorgcych zwieksza sie ryzyko importowania
wielu egzotycznych jednostek chorobowych, w tym malarii, ktéra jest jedng z
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najciezszych choréb importowanych do krajow europejskich z innych stref
klimatycznych. Liczba zgonow spowodowanych malarig w Europie i w Polsce jest
nadal zbyt duza i wynika, nie z braku dostepu do osrodkéw opieki zdrowotnej, czego
doswiadczajg osoby chore na zimnice w krajach rozwijajgcych sie, lecz z istotnego
opo6znienia w postawieniu prawidtowego rozpoznania (Whitty i wsp., 2012). Poza
rejonami jej endemicznego wystepowania, malarii nie uwzglednia sie zwykle w
diagnostyce réznicowej choréb gorgczkowych, gdyz swiadomos$é zagrozenia jest w
srodowisku medycznym nadal zbyt niska, a fakt, iz kazdy objaw kliniczny u chorego
powracajgcego z tropiku moze by¢ przyczyng zimnicy, znacznie utrudnia wysuniecie
podejrzenia zachorowania. Zbyt pézne rozpoznanie malarii u pacjenta moze takze
wynika¢ z niedostatecznej liczby referencyjnych laboratoriéw parazytologicznych i
tropikalnych, w ktérych pracujg osoby z duzym doswiadczeniem praktycznym w
rozpoznawaniu choréb pasozytniczych i stosujg aktualnie obowigzujgce na swiecie,
specjalistyczne metody diagnostyczne (Kain i Keystone, 1998). W rozprawie
doktorskiej poddano wnikliwej analizie szeroka grupe pacjentow
goraczkujacych po powrocie z krajow strefy miedzyzwrotnikowej i
subtropikalnej, hospitalizowanych w Klinice Choréb Tropikalnych i
Pasozytniczych Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, oceniajgc szczegétowo
odsetek oséb, u ktérych ostatecznie potwierdzono inwazje wywotane przez
zarodzca zimnicy Plasmodium spp.

Na przestrzeni ostatnich lat, dokonujg sie znaczgce postepy w dziedzinie
ograniczenia rozprzestrzeniania sie malarii na swiecie. Do roku 2010, dzieki szeroko
propagowanym akcjom Swiatowej Organizacji Zdrowia w ramach programu ,Roll
Back Malaria” i wspotpracy lokalnych stuzb sanitarno-epidemiologicznych, udato sie
w istotny sposdb ograniczy¢ liczbe zachorowan o co najmniej 50% w poréwnaniu do
roku 2000. Do najwazniejszych wyzwan w zakresie kontroli i zwalczania malarii w
krajach endemicznych nalezg w chwili obecnej: (i) zmniejszenie liczby zgonow z
powodu malarii do liczby bliskiej zeru do konca 2015 roku, (ii) ograniczenie ogdlne;j
liczby zachorowan na malarie do kohca 2015 roku o 75%, w poréwnaniu do roku
2000, (i) uzyskanie catkowitej eradykacji malarii w 10 nowych krajach, w ktérych
pojawita sie ona po 2006 roku, z uwzglednieniem rejonéw potudniowo-europejskich,
(iv) opracowanie i wdrozenie do codziennej praktyki klinicznej skutecznej szczepionki
przeciwmalarycznej zarowno dla mieszkancéw strefy endemicznej, jak i dla oséb

podrézujgcych do obszarow strefy tropikalnej i subtropikalnej (WHO, 2011a).
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Natomiast w krajach nie-endemicznych, w ktorych obserwuje sie jedynie
przypadki importowane z obszaréw strefy gorgcej, do wiodgcych zadan programu
walki z malarig nalezg: (i) promowanie referencyjnych osrodkow medycyny
tropikalnej, posiadajgcych praktyczne doswiadczenie kliniczne i diagnostyczne w tej
dziedzinie, (ii) profesjonalne szkolenie lekarzy réznych specjalnosci klinicznych w
zakresie chorob tropikalnych i medycyny podrézy, (iii) doskonalenie umiejetnosci
mikroskopowego rozpoznawania malarii wsréd diagnostow laboratoryjnych oraz (iv)
zaciesnienie wspotpracy z organizatorami ustug turystycznych i biurami podrézy, w
zakresie informowania klientdw o szczegdlnych zagrozeniach zycia i zdrowia na
odwiedzanych terenach oraz skutecznych mozliwosciach im zapobiegania, zgodnie z
obowigzujacg w Polsce ,Ustawg o ustugach turystycznych” z dnia 29 sierpnia 1997
roku (Dz. U. z 2004 r., Nr 223, poz. 2268), z pdzniejszymi zmianami oraz ,Ustawg o
zmianie ustawy o ustugach turystycznych” z dnia 29 kwietnia 2010 roku (Dz. U. z
2010 r., Nr 106, poz. 672).

1.2. Rozprzestrzenienie geograficzne malarii na swiecie

Aktualnie, malaria wystepuje endemicznie w 107 krajach i terytoriach
administracyjnych sSwiata, ktore rozmieszczone sg przede wszystkim w Afryce
Subsaharyjskiej, Ameryce Potudniowej, Azji Potudniowo-Wschodniej i wyspach
Dalekiego Pacyfiku (Ryc. 2). Wedtug danych szacunkowych Swiatowej Organizadii
Zdrowia, w krajach endemicznego wystepowania zimnicy zyje okoto 3,3 miliarda
oséb, co stanowi okoto 42% populacji catego Swiata. W latach 2000-2010,
zanotowano znaczgcg redukcje liczby zachorowan na malarie o ponad 50% w 43
sposrod 99 krajow ze statg transmisjg Plasmodium spp., a w pozostatych 8 —
spadkowg tendencje liczby zarazen o 25-50%. W roku 2006, az 1,2 mld oso6b
zamieszkiwato tereny wysokiego ryzyka malarii (wiecej niz 1 przypadek na 1000
mieszkancow), przewaznie w Afryce Subsaharyjskiej (49%) oraz Azji Potudniowo-
Wschodniej (37%). Liczba objawowych przypadkéw malarii zostata oszacowana na
247 min, z czego 230 min to zachorowania na ztosliwg malarie tropikalng P.
falciparum (91%). Najwiekszg liczbe zachorowan zaobserwowano w Afryce (212 min,
86%), Azji Potudniowo-Wschodniej (21 min, 9%), a zdecydowanie mniej w krajach
Basenu Morza Srédziemnego (8 min, 3%). Sposérod krajow afrykanskich, najwiekszg

liczbe przypadkow malarii notowano w Nigerii, Republice Demokratycznej Konga,
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Etiopii, Tanzanii i Kenii, natomiast na pozostalym obszarze geograficznym — w
Indiach, Sudanie, Birmie (Myanmar), Bangladeszu, Indonezji, Papui-Nowej Gwinei i
Pakistanie. Zarejestrowana w 2006 roku liczba zgonéw z powodu malarii wynosita
881 tysiecy, z czego w Afryce zanotowano najwiekszg liczbe przypadkéw
Smiertelnych wynoszgca 801 tys. (90%), natomiast we wschodnim obszarze
srodziemnomorskim - 38 tys. (4,3%), a w Azji Potudniowo-Wschodniej - 36 tys.
(4,1%). Najmniej przypadkow zachorowan i zgonéw notowano w krajach Ameryki
tacinskiej, odpowiednio 6 min i 6 tys. (2%). Zgony wsréd dzieci ponizej 5 roku zycia,
stanowity 85% wszystkich przypadkow Smiertelnych z powodu malarii. Najwyzszy
odsetek zgonow z powodu zimnicy u najmiodszych pacjentéw zarejestrowano w
Afryce (88%) i krajach Basenu Morza Srdédziemnego (76%), znaczgco nizszy w Azji
Potudniowo-Wschodniej (35%) oraz Ameryce tacinskiej (29%) (WHO, 2008).

Wystepowanie malarii na swiecie
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Ryc. 2. Rozprzestrzenienie geograficzne oraz liczba zarejestrowanych przypadkéow

malarii na $wiecie w 2010 roku (wg Swiatowej Organizacji Zdrowia, 2012).

Ostatni raport Swiatowej Organizacji Zdrowia wykazat, iz w roku 2010,
zarejestrowano juz tylko 216 milionow epizodéw malarii w rejonach endemicznych, z
czego 174 min, czyli 81% dotyczyto rejonéw tropikalnej Afryki. Zarejestrowana liczba

przypadkow smiertelnych z powodu malarii w 2010 r. osiggneta 655 tysiecy, z czego
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91% byto odnotowanych w Afryce i az 86% u matych dzieci ponizej 5 roku zycia. Od
2010 r., szacunkowa czestos¢ wystepowania malarii na swiecie ulegta istotnemu
zmniejszeniu 0 17%, a liczba przypadkéw Smiertelnych znaczgco spadta o 26%
(WHO, 2011a).

Wysoka $miertelnos¢ z powodu zimnicy w krajach rozwijajgcych sie jest
spowodowana brakiem wtasciwej opieki medycznej, ktdéra gwarantowataby szybkie
rozpoznanie choroby i wigczenie skutecznego leczenia przyczynowego oraz wcigz
niewystarczajgcym dostepem do $rodkéw profilaktycznych w postaci lekow
przeciwmalarycznych i mechanicznych srodkéw ochrony przed uktuciami komarow,
ktore w znaczny sposob zmniejszajg ryzyko zachorowania.

Na malarie choruje takze duza grupa osob, ktére przebywajg w krajach
tropikalnych okresowo. Nalezg do nich turysci, dyplomaci, misjonarze, wolontariusze
akcji humanitarnych, pracownicy medyczni, zotnierze misji stabilizacyjnych, personel
samolotéw pasazerskich oraz emigranci i ich potomkowie, wsréd ktorych znajdujg sie
podrézni (czesto studenci i ich bliscy) odwiedzajgcy czionkéw swoich rodzin,
krewnych i przyjaciét w rejonach endemicznego wystepowania zimnicy. U kazdej z
powyzszych grup podréznych, ryzyko rozwoju ciezkiej postaci zimnicy moze wzrasta¢
nawet 27-krotnie w poréwnaniu do oséb mieszkajgcych w tropiku na state. Wynika to
z braku obecnosci swoistych przeciwciat przeciwmalarycznych, ktére pojawiajg sie w
ustroju cztowieka po przechorowaniu malarii i ktérych statg synteze stymuluje ciggty
kontakt z antygenami pasozyta. U osoOb dorostych zamieszkujgcych tereny
endemicznego  wystepowania  Plasmodium  spp., czesciowg odpornos$c¢
przeciwmalaryczng (ang. antimalarial semi-immunity) warunkuje state utrzymywanie
sie niewielkiej parazytemii we krwi obwodowej w wyniku kolejnych, regularnych
zarazen zarodzcem zimnicy, przy braku obecnosci objawow klinicznych choroby.

Utrzymywanie sie malarii na danym terenie geograficznym wymaga wystepowania
tacznie kilku czynnikéw, takich jak: (i) rezerwuar ludzi zarazonych, (ii) podatne osoby
niezarazone, (iii) wtasciwy wektor, ktérym jest samica komara z rodzaju Anopheles
(Ryc. 3) oraz (iv) szereg czynnikow Klimatyczno-srodowiskowych, umozliwiajgcych
przezywalnos¢ zarbwno wektora jak i pasozyta. Cziowiek jest jedynym rezerwuarem
w przyrodzie dla zarodzcow P. vivax, P. ovale, P. malariae i P. falciparum oraz wraz z
matpami makakowatymi w Azji Potudniowo-Wschodniej — dla zarodzca P. knowlesi.
Szacunkowy pomiar odsetka zarazonej populacji umozliwia wskaznik $ledzionowy,

okreslajgcy procent oséb z powigkszong sledziong na danym terenie (tzw. wskaznik
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Hackletta). W strefie hipoendemicznej wskaznik sledzionowy u dzieci w wieku 2-9 lat
nie przekracza 10%, w mezoendemicznej wynosi od 11% do 50%, w
hiperendemicznej jest zawsze wiekszy niz 50% i jest wysoki takze u oséb dorostych,
a strefa holoendemiczna to obszar, gdzie wskaznik sledzionowy u dzieci jest bardzo
wysoki (przekracza 75%), a u dorostych niski przy wspdtistniejgcej duzej tolerancji na
zarazenie (Allam i wsp., 2008; Dzbenski i wsp., 2009).

Ryc. 3. Tropikalny las deszczowy strefy rownikowej, sSrodowiskiem
sprzyjajagcym transmisji zarodzcéw zimnicy przez komary z rodzaju

Anopheles. Osada w Dzungli Amazonskiej, Iquitos (Peru).

Gtownym sposobem rozprzestrzeniania sie malarii jest uktucie cziowieka przez
zarazong samice komara z rodzaju Anopheles, co wskazuje na to, ze temperatura i
wilgotnos¢ otoczenia regulujgce zasieg geograficzny i natezenie wektora sg gtdwnymi
czynnikami decydujgcymi o wystepowaniu malarii w $rodowisku. Zarazenie
Plasmodium spp. nie wystepuje w rejonach, gdzie temperatura w ciggu doby spada
ponizej 16 °C i przekracza 33 °C, na wysokosci powyzej 2000-2200 m n.p.m. oraz na
obszarach pustynnych (Gilles, 1988). Niestety, zasieg geograficzny zimnicy ciggle
sie poszerza i nieustannie zmienia, co wynika niewatpliwie z wptywu cztowieka na

srodowisko. Natomiast, globalne ocieplanie sie klimatu, dynamika migracji ludnosci
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na Ziemi, zaludnianie terendbw wczesniej niedostepnych i ich adaptacja poprzez
wycinanie lasow, zmiane stopnia nawodnienia gleby oraz proces urbanizacji decydujg
0 powrocie zimnicy na terytoria wczesniej uwolnione od tej groznej dla zycia
cztowieka choroby. U pacjentow z malaria hospitalizowanych w Kilinice,
przeprowadzono szczegbétowe badania epidemiologiczne dla oceny
geograficznej miejsca zarazenia Plasmodium spp., dlugosci pobytu w rejonach
endemicznego wystepowania choroby, celu i charakteru podrézy tropikalnej
oraz warunkéw pobytu na obszarach odmiennej strefy klimatyczno-sanitarnej.
Do chwili obecnej nie notowano w Osrodku Poznanskim przypadkéw malarii
importowanych z obszaru klimatu srédziemnomorskiego.

Sposrdd innych, rzadszych sposobdw transmisji zarodzca zimnicy, ktére réwniez
wptywajg na wzrost jej rozprzestrzenienia geograficznego, zalezy wzigé pod uwage
(i) transfuzje zarazonej krwi, zwlaszcza na obszarach endemicznych (1/25.000
przetoczen) (Diop i wsp., 2009; Garraud i Andreu, 2009), (ii) transplantacje narzgdéw
wewnetrznych (Chiche i wsp., 2003), (iii) zarazenie poprzez strzykawki
zanieczyszczone krwig chorego w okresie parazytemii (narkomani, zaniedbania
higieniczne personelu medycznego) (Kociecka i wsp., 1990; Dziubek i wsp., 1993),
(iv) przypadkowe zaktucia w trakcie pracy z zarazonym materiatem biologicznym w
laboratorium diagnostycznym (Herwaldt i Juranek, 1993), a takze (v) droge
przeztozyskowg (malaria wrodzona) (Rijken i wsp., 2012). Aktualnie obowigzuje
miedzynarodowa klasyfikacja przypadkéw zimnicy, opracowana przez Swiatowg
Organizacje Zdrowia, ze wzgledu na roznorodne mechanizmy transmisji zarazenia u
cztowieka: (i) rodzime przypadki przenoszone przez lokalne komary Anopheles spp.
(malaria autochtoniczna), (ii) przypadki przenoszone przez komary przywleczone z
tropiku (malaria wprowadzona), jak np. malaria lotniskowa wsréd personelu
naziemnego miedzynarodowych portow lotniczych, (iii) przypadki importowane, czyli
przywlekane z rejondw endemicznych (malaria importowana), (iv) przypadki
przeniesione w sposob sztuczny, np. przez przetoczenie zarazonej krwi z przyczyn
jatrogennych (malaria indukowana) (Kitchen i Chiodini, 2006) oraz (v) przypadki
malarii nawrotowe] (np. w wyniku reaktywacji P. vivax, P. ovale lub P. malariae)
(WHO, 2005; Dzbenski i wsp., 2009). Globalny wptyw malarii na stan zdrowia i zycie
spoteczenstw jest ewidentny nie tylko w rejonach endemicznych, ale takze poza tymi

obszarami, gdyz obserwuje sie staty wzrost zachorowan opisywanych jako kolejne,
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zaskakujgce przypadki rodzimej (autochtonicznej) malarii na coraz to nowych

obszarach geograficznych (Cuadros i wsp., 2002; Danis i wsp., 2011).

1.3. Aktualna sytuacja epidemiologiczna malarii w Polsce i Europie

W Polsce wystepujg jedynie przypadki malarii importowanej (zawlekanej) z krajow
endemicznych odmiennej strefy geograficzno-klimatycznej, a ich liczba utrzymuje sie
kazdego roku na poziomie okoto 20-50 nowych zachorowan. Szacunkowe dane
epidemiologiczne wskazujg, iz rocznie okoto 120-150 zarazehn Plasmodium spp.
wsrod obywateli polskich jest leczonych poza terytorium naszego kraju, gtdwnie u
misjonarzy, wolontariuszy akcji humanitarnych, marynarzy, personelu samolotéw
pasazerskich, zotnierzy misji pokojowych i rzadziej podréznikow (Dzbenski i wsp.,
2009).

Malaria utrzymywata sie w Polsce przez wiele stuleci, o czym $wiadczag
Sredniowieczne opisy przypadkéw ,napadowej febry”, leczonej wodwczas w
tradycyjnej medycynie ludowej ziotami, a zwtaszcza wywarem z lisci bukszpanu
(Buxus semperiverens). To wtasnie w tych czasach powstata polska nazwa ,zimnica”,
wywodzgca sie od charakterystycznej cechy obrazu klinicznego choroby (,zimna
febra”). Jedynym, rodzimym gatunkiem zarodzca zimnicy rozwijajgcym sie w Polsce
byt wytacznie Plasmodium vivax. Pierwsze naukowe opisy malarii pochodzg dopiero
z roku 1835, a wielkie polskie epidemie malarii z drugiej polowy XIX wieku leczone
chining byty tematem obszernych opracowan klinicznych Tytusa Chatubinskiego i
Wiadystawa Bieganskiego. Wiadze sanitarne wprowadzity, trwajgcy do dzisiaj,
obowigzek rejestracji wszystkich przypadkéw zachorowan na malarie w Polsce w
1919 roku. Swiatowa Organizacja Zdrowia uznata Polske za wolng od rodzime;
transmisji malarii dopiero w 1963 roku. Mimo, iz od ostatniego zarejestrowanego w
Polsce przypadku malarii rodzimej (autochtonicznej) na Zutawach Wislanych, ktory
miat miejsce w 1957 roku, mineto juz prawie 55 lat, nadal istniejg w naszym kraju
niezbedne warunki srodowiskowe, sprzyjajgce transmisji P. vivax na cziowieka.
Dogodne dla rozwoju komaréw z rodzaju Anopheles czynniki klimatyczne utrzymujg
sie w Polsce przez okres 99-118 dni i trwajg od czerwca do poczgtku wrzesnia, ze
szczytem przypadajgcym w miesigcu lipcu (Dzbenski i wsp., 2009).

Zgodnie z aktualnie obowigzujgcg ,Ustawg o zapobieganiu oraz zwalczaniu

zakazen i choréb zakaznych u ludzi” z dnia 5 grudnia 2008 r. (Dz.U. Nr 234, poz.
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1570), kazdy przypadek zimnicy podlega w Polsce obowigzkowi zgtoszenia do staciji
sanitarno-epidemiologicznej. Wedtug meldunkow Panstwowego Zaktadu Higieny —
Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego w Warszawie, w 2010 roku
zarejestrowano w kraju 35 nowych zachorowah na zimnice u pacjentéw
hospitalizowanych w klinikach choréb tropikalnych i oddziatach chorob zakaznych,
ktorzy pochodzili gtéwnie z wojewodztwa zachodniopomorskiego, todzkiego,
mazowieckiego i Slgskiego. Natomiast pojedyncze przypadki zachorowanh objete
zgtoszeniem, notowano na terenie wojewddztwa dolnoslgskiego, Ilubelskiego,
matopolskiego, podkarpackiego, pomorskiego i wielkopolskiego. Niestety, rejestr
Panstwowego Zaktadu Higieny — Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego w
Warszawie nie uwzglednia szczegétowo nazw gatunkowych zarodzcow zimnicy,
rozpoznawanych u polskich pacjentéw. W rozprawie doktorskiej podsumowano
udokumentowane parazytologicznie przypadki malarii, rozpoznane w Klinice
Choréb Tropikalnych i Pasozytniczych Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu,
u pacjentéw z wojewoédztwa wielkopolskiego oraz przekazywanych z oddziatéw
choréb zakaznych lub szpitalnych oddziatéw ratunkowych z calej Polski
transportem sanitarnym (w tym lotniczym) w trybie naglym z powodu stanu
zagrozenia zycia i zdrowia.

Do niedawna uwazano, iz w Europie nie wystepuje stata transmisja zarodzcow
zimnicy, z wyjatkiem nielicznych przypadkéw malarii lotniskowej rozwijajgcej sie
sezonowo w poblizu duzych, miedzynarodowych portéw lotniczych, np. w Madrycie i
Londynie. Rzadkie przypadki krétkotrwatej transmisji, wywodzgcej sie od zarazen
importowanych z obszarow endemicznych notowano w ostatnich latach w Butgarii,
Grecji, Hiszpanii, Macedonii, Motdawii, Niemczech, we Wioszech oraz na Biatorusi
(Dzbenski i wsp., 2009).

Wszystkie przypadki malarii rejestrowanej w Europie pozostajg pod Scistym
nadzorem Europejskiego Centrum Kontroli i Zwalczania Choréb (ECDC) w
Sztokholmie oraz European Network for Tropical Medicine and Travel Health
(TropNet) z osrodkiem koordynujgcym w Bazylei (dawniej: European Network on
Imported Infectious Diseases Surveillance - TropNetEurop), ktérej lokalne
przedstawicielstwo miesci sie w Katedrze i Klinice Choréb Tropikalnych i
Pasozytniczych w Poznaniu (Muahlberger i wsp., 2004; Jelinek, 2008). Wedtug
aktualnych danych epidemiologicznych, w Europie rejestruje sie okoto 15 tys.

przypadkow malarii importowanej rocznie (Steffen i wsp., 2007). W okresie od
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stycznia 2004 roku do marca 2010 r., wiodgce w Europie instytuty chordb
tropikalnych, zrzeszone w ramach Europejskiej Sieci Naukowej TropNetEurop
udokumentowaty tgcznie 4533 przypadkéow malarii, w tym az 3828 zachorowan
wywotanych przez najbardziej niebezpiecznego dla cztowieka zarodzca sierpowatego
P. falciparum. W 2009 roku, w ramach programu TropNet zarejestrowano 560
przypadkow malarii importowanej do Europy z krajow endemicznych, w tym 470
zachorowan na zimnice P. falciparum, 49 przypadkow zarazenh P. vivax, 17 inwazji P.
ovale, 13 przypadkow zachorowan na P. malariae, 5 inwazji mieszanych oraz 9
zarazen Plasmodium spp. o nieustalonej nazwie gatunkowej pasozyta. Wsréd
pacjentow z malarig importowang do Europy, przewazajgcg grupe chorych stanowili
nie turysci, ale imigranci i uchodzcy (62%) z Afryki Zachodniej - Nigerii, Kamerunu,
Beninu i Ghany. W pierwszych trzech miesigcach 2010 roku, potwierdzono kolejnych
49 przypadkow zimnicy wsrdéd oséb powracajgcych do Europy z obszaréw
tropikalnych i subtropikalnych, przy czym 86% zachorowan stanowity przypadki
najgrozniejszej dla cztowieka inwazji P. falciparum (41 pacjentéw) (European
Network for Tropical Medicine and Travel Health, dane niepublikowane).

Niezalezne badania European Network for Tropical Medicine and Travel Health
wykazaty, iz w latach 2000-2005 udokumentowano w Okregu Moskiewskim 851
przypadkow malarii wywotanej przez P. vivax, z czego az 206 zachorowan (24%)
stanowity przypadki malarii autochtonicznej rozwijajgcej sie sezonowo na obszarze
cieptych jezior rekreacyjnych w okolicach Moskwy; 96% przypadkéw zachorowan
odnotowano wsrdd mieszkancow stolicy. Szczepy P. vivax wystepujgce na terytorium
Federacji Rosyjskiej wykazujg wrazliwos¢ na chlorochine. Przyczyng utrzymywania
sie miejscowej transmisji malarii, byly najprawdopodobniej osoby podrézujgce,
powracajgce z krajow tropikalnych z malarig P. vivax, lokalnie wystepujgce komary z
rodzaju Anopheles oraz sprzyjajgce warunki srodowiskowe w wiosenno-letniej porze
roku. W 2005 roku, sposrod zarejestrowanych 98 zachorowan na malarie w rejonie
moskiewskim, 34 przypadki byty nastepstwem lokalnej transmisji zarazenia na
terytorium Rosji (35%). Aktualnie, niepokojgce ryzyko rodzimej transmisji malarii,
utrzymuje sie rowniez w potudniowej czesci Rosji przy granicy z Azerbejdzanem oraz
w dolinach rzeki Wotgi i Donu (Pshenichnaya i Paul, 2011). Sposrdd bytych Republik
Zwigzku Radzieckiego, malaria autochtoniczna wywotana przez P. vivax jest
rozprzestrzeniona nie tylko w Azerbejdzanie, ale réwniez w Kirgizji, Uzbekistanie i

Tadzykistanie. Gruzja, Turkmenistan i Armenia sg wolne od rodzimej transmisiji
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zarodzca ruchliwego dopiero od 2010-2011 roku. Natomiast, ostatnie przypadki P.
falciparum byly notowane w Tadzykistanie w 2009 r. Z kolei w Turcji, notowano
jeszcze 9 przypadkow P. vivax w 2010 roku (WHO, 2011a). Do chwili obecnej nie
obserwowano w Klinice zachorowan na malarie nabywanych na terytorium bytych
republik Federacji Rosyjskiej.

W maju 2011 roku, pojawity sie kolejne doniesienia o przypadkach rodzimej
transmisji zarodzca zimnicy na terytorium Grecji, w ktérej malaria autochtoniczna
zostata juz catkowicie wyeliminowana do 1974 roku, w wyniku narodowego programu
eradykacji. Wedlug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia, do pazdziernika 2012
roku, potwierdzono ponad 30 przypadkéw malarii P. vivax o lokalnej transmisji
zarazenia wsrdéd mieszkancoéw wysp greckich, ktérzy nie podrézowali poza terytorium
swego ojczystego kraju. Pacjenci pochodzili z potudniowej czesci Pétwyspu
Peloponeskiego, rolniczych rejonéw Attyki (Marathon i Markopoulo) oraz Lakonii
(Evrotas), a takze wyspy Eubeja w Grecji wschodniej. Centrum Kontroli i Zwalczania
Choréb Zakaznych (CDC) w Atlancie (Georgia, Stany Zjednoczone) zaleca
podréznym udajgcym sie na tereny wiejskie wysp greckich farmakologiczng
profilaktyke przeciwmalaryczng w postaci chlorochiny, potgczenia atowakwonu z
proguanilem (Malarone) lub meflochiny (Lariam) oraz stosowanie mechanicznych

srodkow ochrony przed uktuciami komaréw (Danis i wsp., 2011).

1.4. Biologia i cykl rozwojowy zarodzca malarii

Zimnice wywotuje u cztowieka pie¢ gatunkow zarodzca malarii, do ktérych naleza:
zarodziec ruchliwy Plasmodium vivax, zarodziec owalny Plasmodium ovale,
zarodziec pasmowaty Plasmodium malariae, pochodzgcy od matp makakowatych
Plasmodium knowlesi oraz zarodziec sierpowaty Plasmodium falciparum,
odpowiadajgcy za najwiekszg liczbe zachorowan i zgonoéw z powodu malarii na
Swiecie. Istniejg uzasadnione przypuszczenia, iz w niedalekiej przysztosci réwniez
inne gatunki Plasmodium chorobotwércze dla zwierzat, bedg mogly stanowic
potencjalne zagrozenie dla cztowieka, np. Plasmodium cynomolgi lub Plasmodium
gaboni. Zarodziec zimnicy jest wewngtrzkomorkowym pierwotniakiem, ktory posiada
w swym ztozonym cyklu rozwojowym dwdéch zywicieli, a mianowicie - samice komara
z rodzaju Anopheles (Ryc. 4), bedgcag zywicielem ostatecznym i zarazem wektorem

(przenosicielem zarazenia) oraz cziowieka, ktéry jest dla pasozyta zywicielem
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posrednim. W ciele komara dochodzi do rozmnazania ptciowego (sporogonia), a w
organizmie cztowieka - do rozmnazania bezptciowego (schizogonia) (Ryc. 5). Po
uktuciu skory cztowieka przez samice komara widliszka, z przewodoéw slinowych do
krazenia zywiciela posredniego uwalniajg sie formy inwazyjne, czyli sporozoity, ktére
w ciggu okoto 45 minut przedostajg sie do komorek parenchymalnych watroby.
Liczba wstrzyknietych sporozoitow wynosi najczesciej od 8 do 15, ale w niektorych
sytuacjach moze dochodzi¢ nawet do 100 (Garnham, 1988).

Ryc. 4. Cechy morfologiczne réznych stadiéw rozwojowych komaréw z rodzaju
Anopheles: A) posta¢ larwalna rozwijajgca sie¢ w zbiornikach wodnych, B) posta¢

dorosta (imago).

W komoérkach watroby rozpoczyna sie pierwszy cykl rozwojowy pasozyta, czyli
schizogonia watrobowa, ktérego rezultatem jest wytworzenie merozoitéw
odpowiedzialnych za zniszczenie hepatocytow i w dalszej kolejnosci - zarazenie
erytrocytow krwi obwodowej. Czas podziatéw schizogonicznych w watrobie wynosi od
5,5 (P. falciparum) do 15 dni (P. malariae) (Garnham, 1988; Warrell i Gilles, 2002).
Liczba merozoitéw wytworzonych w hepatocytach zalezy od gatunku pasozyta i waha
sie od 2.000 w przypadku P. malariae, poprzez 10.000 i 15.000 dla P. vivax i P. ovale
oraz do 30.000 w inwazji P. falciparum. Cze$¢ wytworzonych merozoitéw
przeksztatca sie w hypnozoity, czyli formy uspione o zwolnionym metabolizmie,
odpowiedzialne za nawroty zimnicy wywotywanej przez P. vivax i P. ovale. P.
malariae nie wytwarza hypnozoitdw, a nawroty choroby, niekiedy po kilkunastu, a
nawet kilkudziesieciu latach wywotywane sg przez formy przetrwate w tozysku
naczyniowym, odpowiedzialne za niewielkg, submikroskopowg parazytemie (Vinetz i
wsp., 1998; Cook i Zumla, 2009).
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Z kolei, w krwinkach czerwonych zywiciela posredniego zachodzi gtéwny cykl
rozwojowy zarodzca, w trakcie ktérego nastepuje dojrzewanie pasozyta od postaci
miodego trofozoitu przybierajgcego forme ,pierscienia” przez dojrzate trofozoity, czyli
schizonty, do uformowania merozoitbw — szczelnie wypetniajgcych, a nastepnie
niszczacych erytrocyty. Merozoity, w liczbie od 6 do 36, uwolnione z krwinek
czerwonych zarazajg kolejne komérki w sposob logarytmiczny, czyli liczba pasozytéw
zwieksza sie 10-krotnie w ciggu kazdego cyklu (Warrell i Gilles, 2002). Aktywne
wnikanie merozoitbw do krwinek czerwonych umozliwia kompleks apikalny
zlokalizowany na powierzchni pierwotniakdw oraz antygeny powierzchniowe
erytrocytow, ktore nalezg do rodziny antygenu grupowego Duffy w przypadku inwazji
P. vivax oraz EBA 175, bedacych produktem genow produkujgcych biatka podobne
do antygenu Duffy dla P. falciparum. Receptory erytrocytarne dla P. ovale i P.
malariae sg do chwili obecnej nieznane (Cowman i Kappe, 2006). W zaleznosci od
gatunku pierwotniaka, P. vivax i P. ovale atakujg mtode krwinki do 2 tygodni po
uwolnieniu ze szpiku kostnego, P. malariae wybiera krwinki starsze, a P. falciparum
rozwija sie we wszystkich krwinkach czerwonych, na kazdym etapie ich rozwoju,
wywotujac zwykle wyzszg parazytemie, niz inne gatunki pasozyta (Simpson i wsp.,
1999; Cook i Zumla, 2009). W krwince czerwonej, zarodziec zimnicy odzywia sie
aminokwasami pochodzgcymi z rozpadu fancucha biatkowego hemoglobiny. By
unikng¢ toksycznego dziatania uwolnionego i utlenionego zelaza w pierscieniu hemu,
pasozyt stymuluje proces dimeryzacji jego czagsteczki i  wytworzenie
charakterystycznego, ciemnego, niezniszczalnego barwnika, czyli hemozoiny (Pagola
i wsp., 2000).

Po kilkunastu cyklach rozmnazania bezptciowego, cze$¢ merozoitow
wytworzonych w krwinkach czerwonych przeksztatca sie w gametocyty, bedgce
formg pasozyta inwazyjng dla komara, ktére dostajg sie do organizmu wektora wraz z
wysysang krwig cztowieka. Proces gametocytogenezy trwa, w zaleznosci od gatunku
pasozyta, od 4 do 10 dni. W jelicie komara komorki pitciowe ulegajg aktywacji do
mikro- (gametocyty meskie) i makrogamet (gametocyty zenskie), ktére tgczac sie ze
sobg tworzgc zygote. Zygota w postaci ookinety penetruje Sciane przewodu
pokarmowego komara i otorbia sie tworzgc oocyste, w obrebie ktérej dochodzi do
licznych podziatbw zarodzca i powstania tysiecy ruchomych sporozoitow. Po
peknieciu oocysty, sporozoity wedrujg do gruczotéw slinowych komara oczekujgc

kolejnego positku na zywicielu posrednim (Ryc. 5). Proces rozmnazania ptciowego w
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ciele samicy komara trwa zwykle od 8 do 35 dni, w zaleznosci od temperatury i
wilgotnosci powietrza (Garnham, 1988; Warrell i Gilles, 2002).

Rorwdj sporegoniczny w organizmie R‘-"I“'"J sc!’i.i.tngun..iczny w
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Ryc. 5. Cykl rozwojowy zarodzcéw zimnicy chorobotwoérczych dla cztowieka. Wg
Centers for Disease Control and Prevention (CDC, Atlanta) w modyfikacji
wiasnej.

W rozprawie doktorskiej podjeto sie oceny nieznanej dotad czestosci
wystepowania poszczegolnych gatunkéw zarodzca zimnicy w reprezentatywnej
grupie polskich pacjentéw z potwierdzong malaria, leczonych i konsultowanych
w Osrodku Poznanskim, w zaleznosci od kierunku i charakteru podrézy oraz

miejsca pobytu w strefie endemiczne;j.
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1.5. Patogenezai obraz kliniczny malarii u cztowieka

Ostry rzut zimnicy trwa od 6 do 10 godzin i wywotany jest przez cytokiny
prozapalne, takie jak TNF-alfa, IL-1, IL-8, IL-12 oraz IL-18, ktorych produkcje i
uwalnianie stymuluje GPI, czyli lipid wigzacy biatko powierzchniowe merozoitow
(MSP-1), bedacy gtéwng toksyng zarodzcow. TNF-alfa uwalniany w duzych ilosciach
wywotuje u pacjenta uczucie zimna, dreszcze, ziebniecie dystalnych czesci konczyn,
silny bél gtowy, wzrost temperatury ciata, a nastepnie masywne pocenie sie i spadek
temperatury z rozszerzeniem naczyn krwionosnych (Angulo i Fresno, 2002; Tchinda i
wsp., 2007). Po ostrym epizodzie malarii, w przypadku pierwszego napadu, pacjent
zapada zwykle w gteboki sen, aby po obudzeniu powrdci¢ do normalnej aktywnosci
fizycznej. Rozpad populacji zarazonych erytrocytow krwi obwodowej oraz wnikanie
uwalnianych z nich merozoitéw do kolejnych krwinek czerwonych w inwazji P. vivax i
P. ovale pojawia sie co trzeci dzien, dlatego te posta¢ zimnicy nazywa sie
historycznie ,trzeciaczkg”, a w inwazji P. malariae - co czwarty dzien, czyli ta forma
malarii byta w przesziosci okreslana jako ,czwartaczka”. Aktualnie, ze wzgledu na
powszechne stosowanie lekéw przeciwmalarycznych, nie obserwuje sie juz
zsynchronizowanego niszczenia erytrocytow przez pasozyta, ktdre nastepowatoby
cyklicznie co 48 lub 72 godziny, ani periodycznosci i regularnej nawrotowosci ostrych
objawéw zimnicy. Stad kazdy stan gorgczkowy u pacjenta przebywajgcego w tropiku
lub powracajgcego z obszarow strefy endemicznej powinien zawsze budzi¢
podejrzenie malarii. Tor gorgczkowy jest przewaznie nieregularny, wieloszczytowy,
jak w przypadku inwazji P. falciparum, a w inwazji P. knowlesi napady gorgczki
pojawiajg sie u pacjenta codziennie (malaria ,dwojaczka”).

Malaria od lat fascynowata wielu artystow, a jej niezwykle przejmujgcy obraz
przebiegu klinicznego, bedacy inspiracjg dla pisarzy zarowno historycznych, jak i
wspotczesnych, zajmuje kluczowg pozycje w opracowaniach polskiej literatury.
Barwny opis cierpigcej na zimnice gtdbwnej bohaterki, nie znajgcej granic czasu,
stynnej powiesci Henryka Sienkiewicza ,W pustyni i w puszczy” jest aktualny az do
dnia dzisiejszego: ,Po czym (Sta$) potozyt jej dtonn na czole, ktére byto suche i
zarazem lodowate. Wiec porwat jg na rece i ponidst ku ognisku.

- Zimno ci? — pytat po drodze.

- | zimno, i gorgco, ale bardziej zimno...
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Jakoz zgbki jej uderzaty jedne o drugie, a ciatem wstrzgsaty ciggte dreszcze. Sta$
nie miat juz najmniejszej watpliwosci, ze dostata febry. (...) Przy Swietle kaganka
zawieszonego wewngtrz drzewa Sta$ dostrzegt jej btyszczgce zZrenice. Po chwili
zaczeta sie skarzy¢ na gorgco, a jednoczeS$nie trzesta sie pod wojtokami i pod
pledem. Rece jej i czoto byty wcigz zimne, ale gdyby Stas znat sie cho¢ cokolwiek na
febrycznych przypadtoSciach, bytby poznat z jej nadzwyczaj niespokojnych ruchoéw,
Ze musi miec straszliwg gorgczke. (...) Oczy Nel rozszerzaly sie coraz bardziej.
Serce bifo tak gwattownie, iz zdawafto sig, ze peknie lada chwila. Potem zaczeta sie
rzucac jak ryba wyjeta z wody i trwafto to prawie do rana. Dopiero nad samym ranem
Sity jej wyczerpaty sie zupetnie i gtbwka opadtfa na postanie. (...) Stas w pierwszej
chwili przerazit sie okropnie, myslat bowiem, ze umarta. Ale to byt tylko koniec
pierwszego paroksyzmu tej strasznej afrykanskiej febry, zwanej ,,zgubng”, ktorej dwa
ataki ludzie silni i zdrowi mogg przetrzymac; trzeciego nie przetrzymat dotychczas
nikt. (...) Sta$ wiedziat, ze jedynym lekarstwem, jakie mogto przerwac lub pooddala¢
od siebie ataki, byty duze dawki chininy, ale nie miat juz jej ani atomu. (...) Ale teraz
dopiero przy Swietle dziennym mozna byfo doktadnie zobaczyc, jakie ta jedna noc
gorgczki porobita w niej spustoszenia. Cere miata zoOf#tg i przezroczystg, usta
poczerniate, oczy podkrgzone i twarzyczke jakby postarzatg. (...) A tymczasem
deszcz zlewat ziemie po kilkana$cie razy na dzien, powiekszajgc wilgoé powietrza” .

Przebieg kliniczny malarii zalezy gtéwnie od gatunku zarodzca, ktory jest
przyczyng inwazji, a sposrod pieciu gatunkéw Plasmodium patogennych dla
cztowieka — zarodziec sierpowaty jest odpowiedzialny za najciezsze postaci choroby
(Bruneel i wsp., 2010). Przebieg kliniczny malarii wywotanej przez P. vivax, P. ovale i
P. malariae jest zdecydowanie fagodniejszy od przebiegu malarii wywotanej przez P.
falciparum, okreslanej jako malaria ztosliwa Iub tropikalna. Przyczyng jej
gwattownego i ciezkiego przebiegu jest skomplikowany cykl zmian
patofizjologicznych zachodzacych we wszystkich narzgdach wewnetrznych, ktérych
podstawowym mechanizmem jest cytoadherencja, sekwestracja, rozetkowanie i
agregacja zarazonych erytrocytow w drobnych naczyniach witosowatych. Inwazja
krwinek czerwonych przez pasozyta powoduje zmiane biatek powierzchniowych
komoérek i ekspresje nowych protein, takich jak np. PIEMP-1, Pfadhezyna, MESA,

sekwestryna, ktore formujg tzw. ,guzki” i za pomocg czgsteczek adhezyjnych i

" Henryk Sienkiewicz: W pustyni i w puszczy. Wydawnictwo GREG, Krakéw, 2010.
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antygenu CD36 ulegajg adherencji do komoérek srodbtonka naczyn witosowatych
(Miller i wsp., 2002; Kraemer i Smith, 2006). Miedzykomdrkowa czgsteczka
adhezyjna ICAM-1 jest gtdbwnym ligandem komdrkowym warunkujgcym sekwestracje
erytrocytbw w naczyniach moézgowia, siarczan chondroityny w naczyniach tozyska,
natomiast biatko CD36 warunkuje cytoadherencje w naczyniach pozostatych
narzgdoéw wewnetrznych. Zarazone erytrocyty wykazujg tendencje do taczenia sie z
antygenem grupowym A, receptorem dopetniacza i innymi antygenami btonowymi
krwinek niezrazonych, co nosi nazwe rozetkowania i dodatkowo nasila niedroznos¢ w
mikrokrgzeniu. Rezultatem zaczopowania naczyn wiosowatych jest niedostateczne
utlenowanie tkanek, niedobdr substancji odzywczych, uposledzenie transportu
produktow przemiany materii i w konsekwencji anaerobowa glikoliza i kwasica
mleczanowa w uszkodzonych komérkach, powodujgca dysfunkcje waznych dla zycia
tkanek i narzgddéw. Rowniez agregacja zarazonych erytrocytow z ptytkami krwi,
zwigzana z ciezkim przebiegiem malarii, jest zrédtem niedroznosci drobnych naczyn
krwionosnych w narzadach wewnetrznych. Masywne gromadzenie antygenéow P.
falciparum w naczyniach witosowatych, formowanie i odktadanie kompleksow
immunologicznych z zuzyciem sktadowych komplementu C3 i C4 s3
odzwierciedleniem ztozonych reakcji immunologicznych zachodzgcych w organizmie
zarazonego zywiciela (Grau i wsp., 1990; Hunt i wsp., 2006; Warrell i Gilles, 2002).
Zblizony, ciezki przebieg kliniczny z wysokg parazytemig we krwi obwodowej i
niewydolnoscig wielonarzgdowg jest cechg charakterystyczng dla zoonotycznego
zarodzca P. knowlesi. Podobnie jak w przypadku P. falciparum, gatunek ten nie
wytwarza hypnozoitow, stgd tez w przebiegu klinicznym nie obserwuje sie odlegtych
nawrotéw choroby (Luchavez i wsp., 2008; Ng i wsp., 2008). Natomiast, ostrym
powiktaniem malarii tagodnej, wywotywanej przez zarodzca ruchliwego i owalnego
moze by¢ peknigcie Sledziony z przebiegiem od bezobjawowego do masywnego
krwawienia z ryzykiem wstrzgsu i zgonu, ktére zawsze wymaga pilnej interwenciji
chirurgicznej (Davies i Venkatesan, 2002; Hamel i wsp., 2002).

Krajowy rejestr przypadkow malarii importowanych do Polski, prowadzony przez
Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego — Panhstwowy Zaktad Higieny w Warszawie
nie uwzglednia charakteru przebiegu klinicznego choroby, ani stopnia ciezkos$ci
zarazenia. W rozprawie doktorskiej przedstawiono szczegétowo cechy obrazu
klinicznego i powikltania malarii w szerokiej grupie pacjentéw

hospitalizowanych lub konsultowanych w Klinice Choréb Tropikalnych i
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Pasozytniczych Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu na przestrzeni ostatnich
10 lat. Jest to do chwili obecnej najwieksze zbiorcze opracowanie kliniczne
dotyczace polskich pacjentéow, powracajacych do kraju z potwierdzong malaria,
nabywang podczas podrézy do krajow odmiennej strefy geograficzno-

klimatycznej.

1.6. Zasady laboratoryjnego rozpoznawania malarii

Kryteria kliniczne, takie jak $pigczka, drgawki, niewydolno$¢ nerek i uktadu
oddechowego, objawy wstrzgsu, czy krwawienia oraz kryteria laboratoryjne, do
ktorych nalezy np. ciezka niedokrwistosc, hipoglikemia, cechy zespotu wykrzepiania
wewnatrznaczyniowego (DIC), kwasica metaboliczna, czy podwyzszony poziom
kreatyniny nie sg specyficzne dla malarii i mogg wystgpi¢ w przebiegu kazdego
uogolnionego zakazenia przebiegajgcego pod postacig posocznicy (sepsy), dlatego
tez obraz kliniczny pacjenta nie moze decydowaé¢ o ostatecznym rozpoznaniu
choroby. Istnieje wiele nowoczesnych technik laboratoryjnych ukierunkowujgcych
potwierdzenie zachorowania na zimnice, do ktérych nalezg: cytometria przeptywowa,
mikroskopia fluorescencyjna, automatyczne analizatory biochemiczne, metody
molekularne, czy tez spektrofotometria masowa (Hanscheid, 1999; Hanscheid i
Valadas, 1999; Demirev i wsp., 2002; Magill, 2006; Tangpukdee i wsp., 2009).
Niemniej jednak, ztotym standardem diagnostycznym pozostaje nadal analiza grubej
kropli i cienkiego rozmazu krwi obwodowej dla bezposredniego wykrycia obecnosci
zarodzca malarii w zarazonych erytrocytach za pomocg mikroskopu swietinego.
Procedura wykonania powyzszych rozmazow krwi jest dos¢ skomplikowana i bardzo
czasochtonna, a analiza — niezwykle trudna i odpowiedzialna, co wymaga wysokich
kwalifikacji i ogromnego doswiadczenia pracownika laboratorium oceniajgcego
preparaty krwi (Payne, 1988; Kain i Keystone, 1998; Coleman i wsp., 2002; Ngsala i
wsp., 2008). Jednym z wielu argumentow $wiadczgcych jednak o wysokiej
uzytecznosci tej metody diagnostycznej jest fakt, ze jest to jedyne bezposrednie
badanie parazytologiczne, pozwalajgce na doktadne okreslenie odsetka zarazonych
erytrocytow, ktory jest wyktadnikiem ciezkosci przebiegu klinicznego malarii, a takze
monitorowanie skutecznosci dziatania lekéw przeciwmalarycznych.

Techniki molekularne, ktére cechujg sie najwyzszg czutoscig diagnostyczng, nie

mogqg staC sie metodg alternatywng, gdyz wysoki koszt, naukowa aparatura oraz
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ztozona technologia uniemozliwiajg ich szerokie uzycie nie tylko w osrodkach
podstawowej opieki zdrowotnej w odleglych rejonach krajow  strefy
miedzyzwrotnikowej, ale rowniez w krajach rozwinietych (Hanscheid i Valadas, 1999).

Wprowadzone w latach 90-tych ubiegtego wieku testy immunochromatograficzne,
potwierdzajgce obecnos¢ antygendw Plasmodium spp. we krwi obwodowej pacjenta
Sg szybkie i proste w wykonaniu, jednak posiadajg znaczgce ograniczenia, gdyz
czesto nie rozrézniajg gatunku zarodzca, zawodzg w przypadkach inwazji
mieszanych i przebiegajgcych z niskg parazytemig, nie informujg o intensywnosci
zarazenia, a ich uzytecznos¢ w monitorowaniu skutecznosci leczenia malarii jest
niewielka (Murray i wsp., 2008; Murray i Bennett, 2009; Gillet i wsp, 2010;
Kyabayinze i wsp., 2010; Singh i wsp., 2010; Wilson, 2012).

Kolejng metodg stuzgcg rozpoznawaniu zimnicy sg badania serologiczne stuzgce
do wykrywania swoistych przeciwciat przeciwmalarycznych. Ze wzgledu na fakt, iz
przeciwciata skierowane przeciwko Plasmodium spp. pojawiajg sie w pdzniejszej
fazie choroby, odczyny serologiczne stuzg przewaznie do retrospektywnego
potwierdzania zachorowania na malarie, np. u misjonarzy, zotnierzy misji
stabilizacyjnych, wolontariuszy akcji humanitarnych, marynarzy, pilotéw i imigrantow
powracajgcych z krajdow endemicznego wystepowania malarii. Wykrywanie
przeciwciat w Kierunku zarodzca zimnicy we krwi obwodowej znalazto zastosowanie
w badaniach przesiewowych dawcéw krwi, potencjalnie eksponowanych na
zarazenie Plasmodium spp. (Seed i wsp., 2005; 2011).

Zimnica zbyt pdzno rozpoznana u oséb podrézujgcych, nie posiadajgcych
czesciowej odpornosci przeciwmalarycznej jest chorobg potencjalnie Smiertelng,
bezposrednio zagrazajgcg zyciu i zdrowiu (WHO, 2000; Magill, 2006). Stad tez
poszukiwanie nowej, skutecznej metody okreslajgcej stopien ciezkosci stanu
klinicznego pacjentow 1 oceniajacej efektywnosé prowadzonej terapii
przeciwpasozytniczej oraz objawowej, sktonito mnie do przeprowadzenia
oryginalnych badan nad zastosowaniem wykrywania wybranych antygenéw
Plasmodium spp. dla obiektywnego rozpoznawania i blizszej oceny przebiegu
klinicznego tej jednostki chorobowej oraz monitorowania skutecznosci

prowadzonego leczenia swoistego.
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1.7. Sposoby zapobiegania i zwalczania malarii

Zapobieganie malarii jest procesem ztozonym i skomplikowanym, na ktéry
sktadajg sie: (i) kontrola przenosiciela, (i) indywidualna profilaktyka dla oséb
przebywajgcych w rejonach endemicznych, (iif) wprowadzanie w zycie nowych metod
diagnostycznych poprawiajgcych racjonalnos¢ decyzji dotyczgcych kwalifikacji do
leczenia, (iv) zwiekszanie dostepnosci do opieki zdrowotnej, gwarantujgcej
profesjonalne leczenie przeciwpasozytnicze oraz edukacje spoteczenstw zyjgcych w
bezposrednim zagrozeniu zimnicg oraz (v) zwiekszanie swiadomosci zagrozenia

ws$rod osob podrézujgeych do krajow strefy tropikalnej.

Prevention of malaria i€ important to you, your ™ 7
D wedte compraity a id you know that malaria...
Prevention sres include; - N\
- Keeping a ﬁ\ﬁomaswad X<
=Using-mosquitonets, and wearing
shirts at night. "
S

Ryc. 6. Rézne formy edukacji zdrowotnej w zakresie zapobiegania malarii dla

mieszkancow strefy endemicznej. St. Francis Hospital w Bulubie (Uganda).

Jednym z rozwigzan stosowanych w procesie kontroli i zwalczania zimnicy na
Swiecie jest edukacja, dotyczgca sposobow zapobiegania zarazeniu Plasmodium
spp. (Ryc. 6), a takze szeroki dostep do chemioprofilaktyki przeciwmalaryczne;.
Istniejg dwa gtéwne sposoby, ktére w istotny sposdb zmniejszajg ryzyko
zachorowania na zimnice. Pierwszym z nich jest pobieranie wiasciwych lekow
przeciwmalarycznych, jeszcze przed zachorowaniem, w ramach profilaktyki
farmakologicznej, ktére zaleca sie osobom przebywajgcym okresowo w rejonach
endemicznego wystepowania zimnicy (Petersen, 2004; Freedman, 2008;
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Schlagenhauf i Petersen, 2008). Wybor skutecznych preparatow
przeciwmalarycznych powinien by¢ dokonywany indywidualnie dla kazdego pacjenta,
w zaleznoéci od kierunku i trasy podrézy, warunkéw klimatyczno-srodowiskowych,
celu i charakteru wyjazdu, dtugosci pobytu w tropiku oraz poziomu dotychczasowej
odpornosci przeciwmalarycznej, np. u misjonarzy, marynarzy i lotnikéw dtugotrwale
przebywajgcych w strefie endemicznego wystepowania malarii. Ze wzgledu na
gwaltownie narastajgcg opornos¢ na stosowane dotad leki przeciwmalaryczne,
szczegolnie na chlorochine oraz pirymetamine i jej potgczenie z sulfadiazyng
(Fansidar), zalecenia dotyczgce skutecznej, farmakologicznej profilaktyki
przeciwmalarycznej dla oséb podrézujacych do strefy endemicznej zmieniajg sie co
kilka lat. Zgodnie z aktualnymi zaleceniami Swiatowej Organizacji Zdrowia, do lekéw
stosowanych zapobiegawczo na obszarach o wysokiej chlorochinoopornosci naleza:
doksycyklina, meflochina lub potgczenie atowakwonu z proguanilem (Malarone).
Fansidar, ktéry byt szeroko uzywany w postaci ,leku w kieszeni” w momencie
pojawienia sie objawow klinicznym malarii, podczas pobytu w strefie tropikalnej,
zostat juz catkowicie wyparty przez potgczenie artemeteru z lumefantryng (Co-artem,
Riamet) lub Malarone.

Kolejng metodg chronigcg przed malarig jest stosowanie barier mechanicznych w
postaci repelentéw, moskitier oraz odpowiedniej odziezy ochronnej zalecanej po
zachodzie stonca (dlugie spodnie, koszule z dtugimi rekawami, grube skarpety,
nakrycie gtowy), chronigcych przed uktuciami komarow, ktére sg podstawowg formg
obrony przed zimnicg dla ludnosci mieszkajgcej na state w krajach tropikalnych
(Rehman i wsp., 2011). Zapobieganie zimnicy jest bardzo trudne, poniewaz zadna
forma profilaktyki nie jest w petni skuteczna, ani catkowicie bezpieczna, a duza
zmiennos¢ antygenowa pasozyta oraz mnogos¢ form rozwojowych w ustroju
zywiciela uniemozliwiajg osiggniecie zadowalajgcych efektow w badaniach nad
opracowaniem efektywnej szczepionki dla cztowieka.

W pracy zestawiono dane dotyczace farmakologicznej profilaktyki
przeciwmalarycznej u pacjentow Osrodka Poznanskiego, powracajacych z
rejondw strefy miedzyzwrotnikowej i subtropikalnej z udokumentowanym
zarazeniem Plasmodium spp. i omoéwiono najczestsze btedy w jej stosowaniu.
Dokonano blizszej analizy dostrzeganych nieprawidiowosci w zakresie

przestrzegania zasad profilaktyki zdrowotnej w krajach strefy goracej oraz
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sprzyjajacych zarazeniu czynnikéw srodowiskowych, w aspekcie ich wplywu
na ryzyko wystgpienia bezposrednio zagrazajgcej zyciu zimnicy.

Najstarszym sposobem walki z wektorem byta eliminacja siedlisk legowych
komaréw przez osuszanie terendw podmoktych. Obecnie stosuje sie toksyny
bakteryjne i zwigzki chemiczne, ktére wprowadza sie do zbiornikéw wodnych. Wazne
jest takze, aby nie budowa¢ doméw w poblizu miejsc legu komardw, dbac o wtasciwg
konstrukcje sufitow, by nie dawaty one schronienia komarom, ktdére przebywajg w
zamknietych przestrzeniach (np. Anopheles stephensi w Indiach) oraz eliminowac
zbiorniki wody stojgcej, uformowane w sposob sztuczny, takie jak otwarte butelki i
puszki po napojach, czy tez zuzyte opony samochodowe (Ryc. 7).

Ryc. 7. Pozostawione pojemniki na wode do pojenia
zwierzat gospodarskich czynnikiem sprzyjajacym
namnazaniu si¢ komaréw przenoszacych zarodzce

zimnicy. Rejon Kyenjojo w Ugandzie (Afryka).
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Mechaniczne bariery chronigce przed uktuciami samic komarow w postaci
moskitier i siatek w oknach i drzwiach wykazujg duzg skutecznos¢ wtedy, gdy ich
wielkos¢ i srednica otwordw sg odpowiednie, gdy sg uzywane przez wiekszos¢ oséb
w lokalnej populacji i uwzgledniajg pory najwiekszej aktywnosci komaréw. Mimo, iz
koszt moskitier jest dos¢ wysoki, wiele rzadow krajow afrykanskich wprowadzito
wspotfinansowanie mechanicznych srodkéw ochrony przed komarami na szerokag
skale i dzieki temu spowodowato o0gding redukcje liczby zgonéw nawet o 20%
(Lengeler i wsp., 1997). Jeszcze wiekszg skutecznos¢ wykazujg moskitiery i siatki
impregnowane srodkiem owadobdjczym, ktorym najczesciej jest permetryna (ITNs —
ang. Insecticide Treated Nets). Aktualne analizy wykazujg, iz wsrdd mechanicznych
barier chronigcych przed uktuciami komaréw, najwyzszg efektywnos¢ posiadajg siatki
ochronne ze srodkiem owadobdjczym o przedtuzonym dziataniu LLINs (ang. Long-
Lasting Insecticide Treated Nets), ktére pozostajg aktywne przez wiele lat (Lindblade
i wsp., 2005; Blackburn i wsp., 2006) (Ryc. 8). Dzieki wysitkom Swiatowej Organizacji
Zdrowia i miejscowych stuzb sanitarnych, odsetek domostw wyposazonych w co
najmniej jedng moskitiere zwiekszyt sie z 3% w roku 2000, do az 50% w roku 2011.
Badania epidemiologiczne wykazaty, iz 96% mieszkancow strefy tropikalnej
posiadajgcych moskitiery impregnowane insektycydem, rzeczywiscie je stosuje.
Liczba moskitier nasgczonych srodkiem owadobdjczym o przedtuzonym dziataniu,
rozprowadzanych w rejonach endemicznych w Afryce, wzrosta z 88,5 min w roku
2009 do 145 mIn w roku 2010 (WHO, 2011a).

Srodki owadobojcze niszczace postaci doroste komaréw sg takze szeroko
stosowane do spryskiwania pomieszczen mieszkalnych w ramach programu IRS
Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. Indoor Residual Spraying) (Kleinschmidt i wsp.,
2009). W chwili obecnej, srodki owadobodjcze chronig 185 min osdéb, co stanowi okoto
6% populacji zamieszkujgcej tereny ryzyka, a liczba Afrykanczykdéw chronionych
przez preparaty rozpylane wewngtrz domow zwiekszyta sie z 10 min w roku 2005 do
78 min w roku 2010 (WHO, 2011a). Najczesciej stosowane insektycydy nalezg do 3
grup zwigzkow chemicznych: pyretroidéw, chlorowanych weglowodorow (DDT i
gamma-HCH) i organicznych fosforandéw. Insektycydy pozostajg jedynym narzedziem
do walki z zimnicg w wielu rejonach tropikalnych, mimo, iz wiele gatunkow komaréw
wyksztatcito juz na nie opornosc¢ (WHO, 2007; Chanda i wsp., 2011). Ponadto, mogg
one wywierac¢ efekt toksyczny na osoby zaangazowane w ich rozpylanie oraz na

lokalng faune i flore tropikalng, ktdra zyje w otoczeniu spryskiwanych domostw. Do
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nowoczesnych, biologicznych sposobdw niszczenia przenosiciela zarodzcow malarii,
nie powodujgcych skazenia srodowiska naturalnego, nalezy hodowla ryb
komarozernych np. Gambusia affinis w zbiornikach wodnych bedacych naturalnym
siedliskiem komaréw Anopheles spp. oraz stosowanie bioinsektycydow

wytwarzanych przez niektére bakterie (np. Bacillus thuringiensis).

Ryc. 8. Moskitiera nasgczona srodkiem owadobdjczym oraz siatki w oknach

skutecznie chronia w porze nocnej przed uktuciami komaréw
przenoszacych malarie. Kampus uniwersytecki w Kilimanjaro Cristian

Medical Centre, Moshi (Tanzania).

Kolejnym sposobem zmniejszajgcym ryzyko ukiucia komara sg sSrodki
odstraszajgce owady czyli repelenty. Najczesciej stosowanym zwigzkiem jest
dietyleno-toluamid (DEET) (Ryc. 9). Repelenty sg skuteczne, gdy sg nanoszone na
odkryte czesci ciata wielokrotnie w ciggu doby. Czeste stosowanie repelentow
zawierajgcych DEET nie stanowi ryzyka dla zdrowia i jest bezpieczne nawet dla
kobiet w cigzy (McGready i wsp., 2001).

Krokiem milowym w ograniczaniu liczby zachorowan na malarie w rejonach
endemicznych, okazato sie szerokie wprowadzenie pochodnych artemizyny jako leku
pierwszego rzutu w leczeniu objawowej zimnicy, w pofgczeniu z innym lekiem
przeciwmalarycznym w ramach terapii skojarzonej ACT (ang. Artemisinin-based

Combination Therapy). Preparaty artemizyny stosowane do niedawna w postaci
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monoterapii zostaly catkowicie wycofane z uzycia przez Swiatowg Organizacje
Zdrowia (Hutagalung i wsp., 2005; Whitty i wsp., 2008; Sykes i wsp., 2009; Nadjm i
wsp., 2010). W 2011 roku, 84 panstwa zaadoptowaty leczenie skojarzone oparte na
artemizynie, jako terapie pierwszego rzutu w niepowiktanych przypadkach malarii
wywotywanej przez P. falciparum Ilub w zarazeniach P. vivax opornych na
chlorochine. Doniesienia o pojawianiu sie opornosci na artemizyne w dorzeczu
Mekongu na Poétwyspie Indochinskim (Tajlandia, Kambodza, Wietham, Myanmar)
zmuszajg do dalszych wysitkbw nad poszukiwaniem nowych, skutecznych lekéw

przeciwmalarycznych (WHO, 2011a; Phyo i wsp., 2012).

Ryc. 9. Srodek odstraszajacy komary (repelent) do stosowania

na skoére, zawierajacy 50% stezenie dietylenotoluamidu

(Mugga). Kolekcja wiasna.

Nastepnym wyzwaniem dla zwalczania malarii na obszarach ryzyka jest
stosowanie tzw. przerywanego leczenia profilaktycznego (IPT - ang. Intermittent
Preventive Treatment) w grupach szczegdlnie narazonych na zachorowanie, czyli u
kobiet ciezarnych i matych dzieci. Program polega na podawaniu 2-3 dawek
pirymetaminy z sulfadiazyng (Fansidar) podczas wizyt kontrolnych w ramach opieki
prenatalnej lub w skojarzeniu z narodowym programem szczepieh ochronnych
(Blackburn i wsp., 2006; WHO, 2011a). Zaleceniem chemioprofilaktyki
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przeciwmalarycznej kobiet ciezarnych objetych jest aktualnie 35 sposréd 45 krajow
Afryki Subsaharyjskiej, Papua-Nowa Gwinea oraz wyspy Zachodniego Pacyfiku, ale
odsetek pacjentek otrzymujgcych profilaktycznie leki w czasie cigzy waha sie nadal w
dos¢ szerokich granicach, np. od 4% w Namibii do prawie 70% w Zambii. Natomiast
do konca 2011 roku, zadne z panstw endemicznych nie wywigzato sie jeszcze z
obowigzku wprowadzenia 3 dawek chemioprofilaktycznych Fansidaru dla niemowlat i
najmtodszych dzieci, w potagczeniu ze szczepieniami ochronnymi w kierunku tezca,
bfonicy, krztusca i odry (WHO, 2011a).

Nowg formg zapobiegania malarii u starszych dzieci jest stosowanie tzw.
chemioprofilaktyki sezonowej (SMC, ang. Seasonal Malaria Chemoprevention), ktora
polega na podawaniu petnej dawki terapeutycznej skutecznego na danym obszarze
geograficznym leku przeciwmalarycznego, w okresie najwyzszego ryzyka
zachorowania na malarie. Celem projektu, jest utrzymanie odpowiedniego stezenia
leku we krwi podczas catego okresu nasilonego zagrozenia, w celu prewencji rozwoju
objawowej postaci choroby (WHO, 2011a).

Oczekiwana, skuteczna szczepionka przeciwmalaryczna, bytaby cennym
uzupetnieniem zestawu dziatan profilaktycznych w kierunku malarii, a jej szerokie
upowszechnienie jest najbardziej priorytetowym wyzwaniem dla medycyny tropikalnej
XXI wieku. W chwili obecnej, najbardziej wartosciowym kandydatem do produkcji
szczepionki wydaje sie by¢ biatko RTS,S/AS01, ktére jest potgczeniem antygenu
sporozoitéw P. falciparum z proteing powierzchniowg wirusa HBV. Prowadzone
badania znajdujg sie w trzeciej fazie préb klinicznych, a ich ukonczenie jest
planowane na rok 2015. Swiatowa Organizacja Zdrowia zamierza uzyska¢ poziom
co najmniej 80% skutecznosci szczepionki w zakresie zapobiegania objawowej
malarii do konca 2015 roku, a nastepnie dopracowac strategie szczepionki
przerywajgcej transmisje zarazenia w Srodowisku (The RTS,S Clinical Trials
Partnership, 2011; Whitty, 2011; WHO, 2011a).

Mimo statych wysitkdbw rzgdow krajow rozwijajgcych sie oraz przedsiewzie¢ w
ramach miedzynarodowych programow zwalczania i kontroli malarii na Swiecie,
wobec szerokiego rozprzestrzenienia geograficznego i ciggle pojawiajgcych sie
nowych wyzwan i trudnosci w procesie diagnostyki i leczenia, zimnica pozostaje
nadal jednym 2z gtdwnych probleméw medycznych i ekonomicznych wielu
spotecznosci zamieszkujgcych rejony endemiczne (Majori, 2000; Suh i wsp., 2004;
Brasseur i wsp., 2011; WHO, 2011a).
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1.8. Aktualne mozliwosci leczenia malarii

Ustalenie schematu leczenia malarii jest bardzo trudne, gdyz wymaga
uwzglednienia wielu czynnikéw, ktére ksztattujg sie indywidualnie u kazdego
pacjenta. Do najwazniejszych z nich nalezg: gatunek zarodzca zimnicy, wielkos¢
parazytemii we krwi obwodowe] oraz rejon pochodzenia inwazji, wptywajacy na
lekoopornos$¢ pasozytow. W doborze wiasciwej terapii przeciwpasozytniczej, nie
mozna takze poming¢ danych o wystepowaniu chordb przewlektych, ktére stanowig
dodatkowe obcigzenie modyfikujgce stan immunologiczny chorego i mogg w znaczny
sposob wptywac na przebieg zimnicy, zwiekszajgc w istotny sposéb ryzyko ciezkich
powiktan i zgonu. Choroby wspdtistniejgce sg czestym przeciwwskazaniem do
stosowania okreslonych grup lekow przeciwmalarycznych. Ze wzgledu na stale
zwiekszajgcg sie opornos¢ zarodzca zimnicy na leki, aktualne zalecenia dotyczgce
leczenia malarii stanowig o0 Kkoniecznosci zastgpienia monoterapii leczeniem
skojarzonym (Sykes i wsp., 2009; Nadjm i wsp., 2010; WHO, 201l1a). Takie
postepowanie zwieksza szanse sukcesu terapeutycznego, ale z drugiej strony -
generuje takze ryzyko wystgpienia efektéw ubocznych terapii. Leczenie skojarzone
wymaga wiekszych naktadéw finansowych, co moze jeszcze bardziej ograniczac
dostep do lekow w odlegtych rejonach krajow endemicznego wystepowania zimnicy.
Najczesciej stosuje sie wielolekowg terapie skojarzong, opierajgcg sie na
potgczeniach pochodnych artemizyny z lumefantryng, amodiaching, mefloching,
doksycykling lub sulfadoksyng i pirymetaming (Dzbenhski i wsp., 2009).

Ze wzgledu na niezwykle szybko postepujgce objawy chorobowe, istotne ryzyko
wystgpienia niewydolnosci wielonarzadowej i powiktan, a takze nieustannie
zmieniajgcyg sie i pogtebiajgcg opornosc na leki przeciwmalaryczne, leczenie cigezkich
przypadkow zimnicy powinno odbywacé sie w referencyjnych osrodkach medycyny
tropikalnej, posiadajgcych udokumentowane, praktyczne doswiadczenie kliniczne w
tym zakresie oraz staly dostep do mozliwosci monitorowania podstawowych funkgciji
zyciowych pacjenta (Stefaniak, 2004; Stefaniak i Paul, 2010). Gwattowny przebieg
kliniczny choroby oraz bardzo zlozony zespdét mechanizméw patogenetycznych w
malarii, istotne ryzyko dysfunkcji wielonarzgdowej, podobnie jak w przebiegu
posocznicy (sepsy), a takze bezwzgledne przeciwwskazania do podawania wielu
lekéw rutynowo stosowanych w codziennej praktyce internistycznej powoduja, iz

leczenie przypadkow malarii jest procesem niezwykle trudnym i skomplikowanym. W
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rozprawie doktorskiej dokonano petnego zestawienia réznorodnych sposobéw
terapii przeciwmalarycznej, stosowanych w grupie pacjentow
hospitalizowanych w Klinice Choréb Tropikalnych i Pasozytniczych
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Podjeto sie po raz pierwszy
przeprowadzenia proby wykorzystania oznaczen swoistych antygenéw
Plasmodium spp. we krwi obwodowej dla oceny wrazliwosci na zastosowane
leki i monitorowania skutecznosci prowadzonego, swoistego leczenia
przeciwpasozytniczego, ktdére sa niezwykle istothe w codziennej praktyce

specjalisty medycyny tropikalnej.

1.8.1. Chlorochina

Chlorochina jest zwigzkiem chemicznym nalezgcym do grupy 4-amino-chinolindw,
ktéry wykazuje dziatanie schizontobdjcze w inwazjach wrazliwych szczepéw P. vivax,
P. ovale i P. malariae oraz aktywnos¢ gametocytobdjczg. Mechanizm dziatania
chlorochiny polega na hamowaniu powstawania hemozoiny przez blokowanie
polimeryzacji hemu, ktéry powstaje w wyniku proteolizy hemoglobiny w zarazonych
erytrocytach. Bezposrednim skutkiem zastosowania chlorochiny jest powstanie
hematyny zawierajgcej utleniony jon zelaza, ktoéry jest toksyczny dla pasozyta
(Sullivan i wsp., 1998). Chlorochina byta przez kilkadziesiat lat podstawowym lekiem
przeciwmalarycznym, gdyz oprécz silnego dziatania przeciwpierwotniaczego
wykazywata rowniez wtasciwosci przeciwzapalne i przeciwgorgczkowe. W ostatnim
czasie, narastajgca lekoopornosé P. falciparum znacznie ograniczyta stosowanie
chlorochiny i zawezita je do przypadkéw zimnicy wywotanej przez inne gatunki
zarodzcow. Czestymi objawami ubocznymi sg reakcje alergiczne, fotodermatozy,
przebarwienia skéry i bton Sluzowych, a takze zaburzenia Zotgdkowo-jelitowe i
parestezje stuchowe. Stosowanie chlorochiny moze spowodowa¢ zaburzenia w
elektrokardiogramie w postaci poszerzenia zespotu QRS i wydtuzenia odstepu QT,
ktore sugerujg zapalenie miesnia sercowego. Po stosowaniu leku przez okres
dtuzszy niz 5 lat mogg pojawi¢ sie powiktania okulistyczne, takie jak: zwyrodnienie
plamki zottej i zapalenie siatkowki o charakterze retinitis pigmentosa z nastepczg
utratg wzroku, zmetnienie rogéwki oraz zaburzenia akomodacji oka. Z tego wiasnie
powodu, chlorochina zostata wycofana w ostatnich latach z programu tzw.

przerywanego leczenia przeciwmalarycznego kobiet ciezarnych i matych dzieci,
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stosowanego prewencyjnie w rejonach endemicznego wystepowania malarii w

Afryce.

1.8.2. Amodiachina

Amodiachina, podobnie jak chlorochina, nalezy do zwigzkéw chemicznych z grupy
4-aminochinolinéw. Ze wzgledu na mnogie efekty niepozgdane w postaci nudnosci,
wymiotow, Swigdu skoéry, bradykardii oraz zapalenia watroby o gwattownym
przebiegu, szerokie stosowanie amodiachiny zostato zawezone do leczenia zimnicy u
dzieci w rejonach hiperendemicznych, w przypadku braku dostepnosci do innych
preparatow (Olliaro i wsp., 1996). Leczenie malarii amodiaching dos¢ znacznie

zwieksza ryzyko agranulocytozy.

1.8.3. Chinina

Chinina jest najstarszym lekiem przeciwmalarycznym na $wiecie i jednoczesnie
najwszechstronniejszym w terapii zimnicy. Jest ona wytwarzana z kory drzewa
chinowego (Cinchona spp.), ktérego naturalne plantacje wywodzg sie z Ameryki
Potudniowej. Substancja byta od wiekow stosowana w inkaskiej kulturze Indian
peruwianskich jako lek przeciwgorgczkowy; do dnia dzisiejszego godto Peru zawiera
symbol drzewa chinowego. Chinina wykazuje dziatanie schizontobdjcze na formy
krwinkowe wszystkich gatunkéw Plasmodium chorobotwérczych dla cziowieka, a
efekt leczniczy pojawia sie bardzo szybko od momentu wigczenia leczenia.
Mechanizm dziatania leku opiera sie na blokowaniu oddychania komodrkowego
pasozyta przez uszkadzanie enzymow oksydoredukcyjnych, hamowaniu funkciji
lizosoméw i tworzeniu kompleksow z kwasem nukleinowym pasozyta.

Chinine stosuje sie w leczeniu ciezkich postaci malarii, czesto w postaci wlewu
kroplowego u pacjentéw nieprzytomnych; jest roéwniez bezpieczna u kobiet
ciezarnych i matych dziecii Do gtbwnych objawéw niepozgdanych nalezg
tachyarytmie oraz spadki ciSnienia tetniczego krwi, ktore wynikajg z faktu, ze chinina
jest izomerem chinidyny. Chinidyna jest lekiem antyarytmicznym, ktory wydtuza czas
potencjatu czynnosciowego komorki miesnia serca i zwieksza przewodzenie przez
wezet przedsionkowo-komorowy. W przypadku stosowania chininy mogg pojawic sie
takze zaburzenia krzepniecia krwi oraz znaczna hipoglikemia, ktérg powoduje

zwiekszone wydzielanie insuliny, wywotane stymulacjg komérek beta trzustki przez
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lek. Ze wzgledu na mate réznice ilosciowe pomiedzy dawkami terapeutycznymi i
toksycznymi, leczenie chining powinno odbywa¢ sie w  osrodkach
wysokospecjalistycznych, czesto w ramach oddziatéw intensywnej opieki medycznej
(Bruneel i wsp., 2010; Stefaniak i Paul, 2010).

1.8.4. Antagonisci kwasu foliowego

Przedstawicielem grupy antagonistéw kwasu foliowego jest, czesto stosowany w
krajach afrykanskich, preparat Fansidar (Roche), bedgcy potgczeniem pirymetaminy i
sulfadoksyny, w dawkach odpowiednio 25 i 500 mg. Mechanizm dziatania tej grupy
lekéw polega na zahamowaniu reduktazy dihydrofolianowej i blokowaniu przemiany
kwasu dwuhydrofoliowego do kwasu czteryhydrofoliowego (folinowego). Rezultatem
dziatania leku jest przerwanie syntezy kwaséw nukleinowych Plasmodium spp.
Potgczenie leku z sulfonamidami, ktore posiadajg ten sam punkt uchwytu w
przemianach zasad purynowych, skutkuje zwiekszeniem efektu dziatania
przeciwpasozytniczego. Podczas stosowania leku dos¢ czesto pojawiajg sie
alergiczne wysypki skorne, a przyjmowany dtugotrwale moze wywotywac leukopenie,
agranulocytoze i trombocytopenie. Do najgrozniejszych, obcigzonych niekorzystnym
rokowaniem klinicznym objawdw ubocznych, nalezy zespét Stevensa-Johnsona oraz
zespot Lyella. Przed laty, uzywano Fansidaru do samodzielnego leczenia malarii w
przypadku pojawienia sie epizodu gorgczki podczas podrozy tropikalnej, w formie
tzw. ,leku w kieszeni”. Preparat ten nie jest aktualnie zalecany w leczeniu zimnicy, ani
w profilaktyce u os6b podrézujgcych ze wzgledu na znaczng i bardzo szybkag

powstatg lekoopornosc.

1.8.5. Meflochina

Meflochina (Lariam, Roche) jest bardzo skutecznym lekiem przeciwmalarycznym,
ktory dziata na wszystkie gatunki Plasmodium, w tym szczepy P. falciparum oporne
na chlorochine i Fansidar. Nalezy do grupy 4-chinolino-karbaminoamin, a jej
mechanizm dziatania polega na hamowaniu polimeryzacji hemu monomerycznego,
co prowadzi do nagromadzenia toksycznej dla pasozytow hematyny. Ze wzgledu na
szerokie stosowanie leku w profilaktyce, pojawity sie szczepy zarodzcow niewrazliwe
na meflochine, przede wszystkim na Potwyspie Indochifskim, na terenach Tajlandii

graniczgcych z Laosem, Birmg (Myanmar) i Kambodzg, ktére sg szczegodlnie
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niebezpieczne dla podrozujgcych (Hutagalung i wsp., 2005; Schlagenhauf i Petersen,
2008). Przeciwwskazaniem do stosowania meflochiny sg organiczne i czynnos$ciowe
zaburzenia neurologiczne i psychiatryczne, gdyz w grupie oséb predysponowanych
stosunkowo czesto pojawiajg sie: zaburzenia snu, obnizenie nastroju, drazliwosg,
napady leku lub agresji oraz psychozy. Meflochina wchodzi w liczne i silne interakcje
z innymi lekami powodujgc m.in. zaburzenia rytmu serca w przypadku jednoczesnego
stosowania z beta-blokerami, antagonistami wapnia, blokerami receptora H1 i lekami
przeciwmalarycznymi o podobnej budowie chemicznej. Stosowanie meflochiny
powoduje zwigkszenie ryzyka uogolnionych drgawek poprzez zmniejszanie stezenia
w surowicy lekow przeciwpadaczkowych, takich jak kwas walproinowy, czy

karbamazepina.

1.8.6. Artemizyna i jej pochodne

Artemizyna jest lekiem przeciwmalarycznym uzyskiwanym z lisci krzewu Qinghao
(Artemisia annua), stosowanym w chifnskiej medycynie ludowej do leczenia stanéw
gorgczkowych juz od ponad 1500 lat (Ryc. 10). Sama artemizyna jest stabo
rozpuszczalna w wodzie i ttuszczach, dlatego szersze stosowanie znalazty jej zwigzki
pochodne. W praktyce klinicznej stosuje sie syntetyczne pochodne artemizyny, czyli
artemeter, arteeter i artesunat. Duzg skutecznos¢ dziatania przeciwpierwotniaczego,
artemizyna zawdzigecza mechanizmowi dziatania zwigzanemu z produkcjg wolnych
rodnikédw tlenowych, ktére uszkadzajg btony komorkowe pasozytow, wysokag
koncentracjg leku we wnetrzu cytoplazmy pasozyta oraz niewielkg lekoopornoscig
Plasmodium spp. Pochodne artemizyny podaje sie jako iniekcje domigsniowe,
dozylne lub czopki doodbytnicze w leczeniu ciezkich postaci malarii wywotanych
przez wielolekooporne szczepy P. falciparum oraz w postaci doustnej w przypadku
malarii wywotanej przez wielolekoporne szczepy P. falciparum o przebiegu
niepowiklanym. W ostatnich latach, terapia oparta o parenteralne preparaty
artemizyny zostata dopuszczona do leczenia ciezkich postaci powiktanej malarii, jako
metoda alternatywna dla chininy (Jelinek, 2005; Dondorp i wsp., 2010). Efekty
niepozgdane zwigzane z pobieraniem artemizyny i jej pochodnych wystepujg bardzo
rzadko. Artemizyna, ze wzgledu na krotki okres péttrwania w surowicy nie moze byc¢

stosowana w profilaktyce zimnicy.
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1.8.7. Polgczenie atowakwonu z proguanilem

Atowakwon i proguanil tworzg preparat Malarone (GlaxoSmithKline), ktory
wykazuje skuteczne dziatanie przeciwpasozytnicze poprzez zaburzenie transportu
elektrondow w mitochondriach i zmniejszenie syntezy kwasow nukleinowych
zarodzcow. Kazda tabletka zawiera 250 mg atowakwonu i 100 mg chlorowodorku
proguanilu. Preparat moze by¢ stosowany zaréwno w profilaktyce jak i leczeniu
zimnicy. Ze wzgledu na zdolno$¢ catkowitego hamowania schizogonii watrobowej
pasozytow, czas jego stosowania przed i po powrocie z rejonOw malarycznych w
ramach chemio profilaktyki, jest znacznie krotszy w poréwnaniu do innych lekow
przeciwmalarycznych (Petersen, 2004; Freedman, 2008). Gtdéwne efekty uboczne,
ktére mogg wystgpi¢ podczas pobierania leku to dolegliwosci zotgdkowo-jelitowe oraz
bole gtowy. Efekty uboczne w postaci retinopatii obserwowanej po uzyciu
chlorochiny, zaburzenia funkcji osrodkowego uktadu nerwowego notowane po
zastosowaniu meflochiny czy zmiany skoérne i reakcje fototoksyczne wystepujgce u
podroznych stosujgcych doksycykline w przypadku zastosowania atowakwonu z
proguanilem nie wystepujg. Lek jest natomiast teratogenny i nie moze by¢ zalecany

dla kobiet ciezarnych oraz w okresie karmienia.

1.8.8. Antybiotyki o dziataniu przeciwpierwotniaczym

Doksycyklina jest potsyntetycznym antybiotykiem z grupy tetracyklin, ktory wsréd
antybiotykow jest najczesciej stosowany w zapobieganiu i leczeniu malarii. Wykazuje
dziatanie schizontobdjcze na P. vivax oraz oporne na chlorochine i meflochine
szczepy P. falciparum. Mechanizm dziatania leku polega na blokowaniu syntezy
biatka pasozyta przez tgczenie sie z ryposomem 3ps. Doksycykline stosuje sie czesto
w potgczeniu z chining lub chinidyng w leczeniu ciezkiej malarii, natomiast nie zaleca
sie jej stosowania w monoterapii. Przeciwwskazaniem do stosowania doksycykliny
jest okres cigzy i karmienia oraz wiek do 8 roku zycia, ktére wynikajg z
niekorzystnego wptywu antybiotyku na rozwoj uzebienia i kosci. Alternatywg w
skojarzonym leczeniu malarii u kobiety ciezarnej moze by¢ np. klindamycyna.
Kolejnym antybiotykiem wykazujgcym dziatanie schizontobojcze jest azytromycyna,
ktorej mechanizm dziatania polega rowniez na blokowaniu syntezy biatek pasozyta w

rybosomach (Cook i Zumla, 2009).
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Ryc. 10. Plantacja bylicy jednorocznej (Artemisia annua) w Fort Portal
(Uganda).

1.8.9. Prymachinai tafenochina

Prymachina (Primaquine, Sanofi Aventis) jest lekiem nalezgcym do 8-
aminochinolinéw, ktéry jako jedyny w grupie lekéw przeciwmalarycznych wykazuje
aktywnos¢ przeciwko hypnozoitom watrobowym w inwazjach P. vivax i P. ovale.
Mechanizm dziatania prymachiny opiera sie na uszkodzeniu btony mitochondrium
pierwotniaka oraz tworzeniu komplekséw z hemem. Do objawow przedawkowania
leku zalicza sie kurczowe bodle brzucha, nudnosci i wymioty, objawy ze strony uktadu
krazenia i uktadu nerwowego. Do ciezkich powikfan stosowania prymachiny nalezg
agranulocytoza i hemoliza, ktore sg szczegodlnie nasilone u oséb z niedoborem
dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej. Ze wzgledu na ryzyko wystgpienia powiktan,
leku nie zalecano zwykle w chemioprofilaktyce zimnicy, a jedynie celem eradykacji
pasozyta w inwazjach P. vivax i P. ovale dla zapobiezenia odlegtym nawrotom
choroby. Przeprowadzone niedawno badania kliniczne wykazaty, iz prymachina moze
by¢ stosowana bezpiecznie rowniez w formie profilaktyki, nawet przez okres 12-52
tygodni (Warrell i Gilles, 2002; Baird i wsp., 2003). Tafenochina jest nowszg
pochodng prymachiny.
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2. CELE PRACY

Zespot wielokierunkowych badan epidemiologicznych, klinicznych,

parazytologicznych i immunodiagnostycznych przeprowadzono dla:

1. Okreslenia czestosci  wystepowania malarii  wsréd pacjentéow
goraczkujacych po powrocie z obszaréw endemicznych, hospitalizowanych
w Klinice Choréb Tropikalnych i Pasozytniczych Uniwersytetu Medycznego

w Poznaniu;

2. Oceny przebiegu klinicznego malarii u oséb podrézujagcych do rejonéw
odmiennej strefy klimatyczno-srodowiskowej i sanitarno-higienicznej,

leczonych i konsultowanych w Osrodku Poznanskim;

3. Okreslenia wartosci diagnostycznej metod wykrywajacych antygeny
zarodzca zimnicy we krwi obwodowej dla rozpoznawania malarii u polskich

pacjentéw powracajacych z krajéw endemicznych strefy goracej;

4. Analizy mozliwosci wykorzystania oznaczen antygenéw Plasmodium spp.
we krwi obwodowej dla oceny klinicznej i prognostycznej pacjentéow z

malaria, importowang do kraju z obszaréw tropikalnych i subtropikalnych.
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3. MATERIAL | METODY

3.1. Sposoéb przeprowadzenia badan

Badania epidemiologiczno-kliniczne przeprowadzono w Katedrze i Klinice Choréb
Tropikalnych i  Pasozytniczych  Uniwersytetu = Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu, ktéra zlokalizowana jest na terenie Szpitala
Klinicznego im. Heliodora Swiecickiego przy ulicy Przybyszewskiego 49 (Kierownik
Katedry: Prof. dr hab. med. Jerzy Stefaniak). Mikroskopowe i immunodiagnostyczne
badania laboratoryjne przeprowadzano w Pracowni Diagnostyki Parazytologicznej
Centralnego Laboratorium Mikrobiologicznego Szpitala (Kierownik: Dr Hanna
Tomczak) oraz w Pracowni Parazytologicznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu,
ktére miesci sie w Katedrze Chordb Tropikalnych i Pasozytniczych. Kierownikiem
Laboratorium Uniwersyteckiego, ktéry nadzorowat przeprowadzenie badan byta Dr
hab. n. med. Matgorzata Paul.

Klinika Choréb Tropikalnych i Pasozytniczych w Poznaniu petni staty, 24-godzinny
dyzur w zakresie choréb egzotycznych i inwazji pasozytniczych importowanych z
krajow odmiennej strefy Srodowiskowo-klimatycznej i sanitarno-higienicznej, a w
szczegolnosci bezposrednio zagrazajgcej zyciu malarii. Katedra i Klinika Chordb
Tropikalnych i Pasozytniczych w Poznaniu jest aktualnie jednym z trzech krajowych
osrodkow referencyjnych w dziedzinie medycyny tropikalnej w Polsce i konsultuje
wszystkich pacjentow podejrzanych o zachorowanie na pasozytniczg chorobe
tropikalng, ktérzy pochodzg z zachodnich i potudniowych obszaréw kraju. Konsultacje
odbywajg sie w trybie planowym w przypadku braku ostrych objawdw u pacjenta lub
w trybie naglym w Centralnej Izbie Przyje¢ Szpitala, gdzie lekarz specjalista
medycyny morskiej i tropikalnej kwalifikuje chorych do hospitalizacji w Klinice w trybie
natychmiastowym. Kwalifikacja do przyjecia opiera sie na doktadnej ocenie stanu
0golnego pacjenta i zaobserwowaniu ostrych objawdéw Klinicznych swiadczgcych o
istotnym ryzyku zagrozenia zdrowia i zycia oraz analizie o0golnych badan
laboratoryjnych i specjalistycznych badan parazytologicznych. Do wysoce
specjalistycznych badan parazytologicznych, ktére wykonuje sie najczesciej u osob
podrézujgcych, powracajgcych z krajow strefy miedzyzwrotnikowej i subtropikalnej,
nalezy analiza mikroskopowa preparatow grubej kropli i cienkiego rozmazu Krwi
obwodowej, ostatecznie potwierdzajgca zachorowanie na zimnice. Powyzsze

badania wykonuje doswiadczony diagnosta laboratoryjny w Pracowni Diagnostyki
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Parazytologicznej Szpitala, ktory petni 24-godzinny dyzur telefoniczny i na wezwanie
lekarza dyzurnego przyjezdza do Izby PrzyjeC Szpitala. W przypadku potwierdzenia
zachorowania na zimnice, pacjent w trybie natychmiastowym zostaje przekazany do
Kliniki i poddany leczeniu celowanemu, zgodnemu z aktualnymi wytycznymi
Swiatowej Organizacji Zdrowia, uwzgledniajgcymi kraj i miejsce pobytu,
lekowrazliwos¢ zarodZzcow zimnicy na preparaty przeciwmalaryczne, a takze wiek,
stan ogolny pacjenta oraz historie dotychczasowej profilaktyki farmakologicznej i
leczenia w kierunku malarii.

W trakcie hospitalizacji pacjentow w Klinice, rozmazy krwi obwodowej w kierunku
pasozytow malarii byty wykonywane przy przyjeciu, a nastepnie powtarzane
wielokrotnie w ciggu doby co 4-12 godzin celem oceny gatunku (lub gatunkoéw)
zarodzca zimnicy oraz monitorowania wysokosci parazytemii podczas prowadzenia
swoistej terapii przeciwpasozytniczej i objawowej. Czestotliwosé wykonywania
preparatéw grubej kropli i cienkiego rozmazu krwi obwodowej uzalezniano od stanu
klinicznego pacjenta: im ciezszy byt stan ogolny i wieksze natezenie inwazji tym
wiecej wykonywano bezposrednich badan parazytologicznych. Analiza mikroskopowa
preparatbw krwi obwodowej byla kontynuowana az do uzyskania ujemnych
rozmazow wykonanych w ciggu trzech kolejnych dni. Ustgpienie objawow klinicznych,
normalizacja parametrow morfologiczno-biochemicznych krwi obwodowej oraz
trzykrotnie ujemne rozmazy w kierunku zarodzcéw zimnicy byty dowodem sukcesu
terapeutycznego i skutecznego wyleczenie pacjenta.

Ocena antygenow zarodzca zimnicy we krwi obwodowej byta wykonywana
dwukrotnie - w dniu przyjecia pacjenta do Kliniki, przed rozpoczeciem swoistego
leczenia przeciwmalarycznego oraz w dniu wypisu chorego ze szpitala. Poziom
antygenow Plasmodium spp. we krwi obwodowej zawsze konfrontowano z wynikami
bezposrednich badan parazytologicznych preparatéw mikroskopowych w kierunku
pasozytow malarii. Analiza poziomu przeciwciat w kierunku Plasmodium spp. w
surowicy krwi byta przeprowadzana w pierwszym dniu pobytu chorego w Klinice, a w
przypadku niestwierdzenia obecnosci swoistych przeciwciat we krwi obwodowej
badanie powtarzano po uptywie kolejnych 7 i 14 dni.

U wszystkich pacjentow z zimnicg, parazytologiczne badania mikroskopowe i
immunodiagnostyczne, objete tematem rozprawy doktorskiej, wykonywano zawsze

przed wtgczeniem swoistego leczenia przeciwpasozytniczego
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3.2. Pacjenci objeci badaniami epidemiologiczno-klinicznymi i

laboratoryjnymi

3.2.1. Pacjenci zarazeni zarodzcem malarii

Badania epidemiologiczno-kliniczne oraz laboratoryjne przeprowadzono u 47
pacjentow w wieku 22-59 lat ($rednia wieku 39,0 + 10,8 lat) z potwierdzonym ostrym
epizodem (lub licznymi epizodami) malarii, ktérzy zostali przyjeci w trybie nagtym do
Kliniki Chorob Tropikalnych i Pasozytniczych Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu
(n=44) w okresie od stycznia 2001 roku do pazdziernika 2012 roku lub tez byli
hospitalizowani w odlegtych osrodkach medycznych w kraju z powodu zagrazajgcych
zyciu objawow klinicznych po pobycie w rejonach endemicznego wystepowania
zimnicy, u ktorych ostateczne potwierdzenie rozpoznania przeprowadzono w Klinice
(n=3). Grupa badana skfadata sie z 6 kobiet w wieku 23-59 lat (Srednia wieku 39,4 +
14,9 lat) oraz 41 mezczyzn w wieku 22-58 lat (Srednia wieku 38,9 + 10,1 lat). W
grupie badanej byto 42 Polakéw w wieku 22-59 lat ($rednia wieku 39,3 + 11,1 lat), a
takze 5 imigrantow z Afryki w wieku 32-40 lat (Srednia wieku 36,8 + 4,1 lat): po jednej
osobie z Kenii, Ghany i Sierra Leone oraz dwoch obywateli Nigerii. Osoby
pochodzgce z kontynentu afrykanskiego, ktére czasowo lub na state mieszkaty w
Polsce, ulegaty zarazeniu Plasmodium spp. przewaznie podczas podrézy do
ojczystego kraju, w celu odwiedzin swoich krewnych i przyjaciét (n=4). Imigrant z
Sierra Leone przebywat w Polsce od 13 lat, pacjenci pochodzgcy z Nigerii pracowali
w Polsce odpowiednio 10 i 12 lat, a pacjent pochodzgcy z Ghany studiowat w
Poznaniu od 3 lat. 56-letni pacjent, ktéry importowat zimnice z Kenii, przebywat w
Polsce od 2 tygodni w celach stuzbowych. Cztery osoby byty hospitalizowane i
leczone w Klinice wielokrotnie, z powodu nawracajgcych epizodéw zimnicy.

Powodem przyjecia chorych do szpitala byta wysoka gorgczka poprzedzona
dreszczami i czesto objawy niewydolnosci wielonarzgdowej po powrocie z krajow
strefy miedzyzwrotnikowej i subtropikalnej. U kazdej z oséb wykonywano
parazytologiczne badania mikroskopowe krwi obwodowej, na podstawie ktorych
potwierdzono zachorowanie na zimnice wywotang zarodzcem P. falciparum, P. vivax,
P. ovale, P. malariae lub inwazje mieszane wywotywane przez wiecej niz jeden
gatunek Plasmodium sp. U czterech pacjentéw, leczonych juz uprzednio w

Klinice z powodu malarii, stwierdzono kolejng reaktywacje zarazenia P. vivax: u
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trzech os6b dwukrotng, a w jednym przypadku — jednokrotng, stad tez tacznie
w okresie objetym badaniami klinicznymi w Osrodku Poznanskim
hospitalizowano lub konsultowano 54 przypadki malarii, w tym 51 leczonych w
Klinice i 3 przypadki pochodzace z oddziatéw choréb zakaznych potudniowej
Polski.

3.2.2. Pacjenci grupy kontrolnej

Do grupy kontrolnej zakwalifikowano 50 wybranych pacjentéw - misjonarzy,
wolontariuszy akcji humanitarnych i pracownikéw osrodkéw misyjnych w wieku od 26
do 69 lat (Srednia wieku 46,5 + 11,1 lat), ktérzy byli hospitalizowani w Klinice Choréb
Tropikalnych i Pasozytniczych Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu w okresie od
stycznia 2001 roku do pazdziernika 2012 roku. W grupie kontrolnej znalazto sie 48
Polakoéw, w tym 12 kobiet w wieku 29-58 lat (Srednia wieku 46,4 + 10,6 lat) i 36
mezczyzn w wieku 26-69 lat (Srednia wieku 46,5 + 11,5 lat) oraz dwoch mieszkancow
Afryki - 40-letnia imigrantka z Burundi pracujgca jako siostra zakonna w Kamerunie
oraz 56-letni misjonarz z Tanzanii.

Powodem przyjecia tych oséb do Kiliniki byto wykonanie badan kontrolnych po
diugotrwatym pobycie w krajach strefy miedzyzwrotnikowej i subtropikalnej,
endemicznych dla wystepowania pasozytniczych i infekcyjnych choréb egzotycznych
oraz wydanie orzeczenia lekarskiego dotyczgcego zdolnosci do dalszej pracy w
krajach odmiennej strefy klimatyczno-sanitarnej. Gtéwnym celem wyjazdu do krajéw
pozaeuropejskich dla oséb z grupy kontrolnej byta praca w osrodkach misyjnych i
placowkach humanitarnych, ktéra trwata od 2 miesiecy do 38 lat, srednio 14,6 lat.
Pacjenci zakwalifikowani do tej grupy nie zgtaszali dolegliwo$ci zdrowotnych
zwigzanych z malarig, a w badaniu przedmiotowym nie stwierdzano u nich objawow
klinicznych charakterystycznych dla tej jednostki chorobowej. U kazdego =z
powyzszych pacjentéw wykluczono malarie na podstawie ujemnych wynikow badania
preparatéw grubej kropli i cienkiego rozmazu krwi obwodowej, ktore byty
wykonywane trzykrotnie podczas hospitalizacji w Klinice.

3.3. Badania epidemiologiczne

Wywiad epidemiologiczny dotyczacy podrézowania do krajow odmiennej strefy
klimatyczno-srodowiskowej i sanitarno-higienicznej, obejmowat szczegodtowe
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informacje na temat rodzaju i charakteru podrézy tropikalnej, dlugosci wyjazdu, czasu
i miejsca pobytu oraz zawieraty doktadng analize czynnikbw ryzyka zarazenia
zarodzcem zimnicy, ktére zawarto w standardowym kwestionariuszu pytan
opracowanym w Kilinice i kazdorazowo dotgczanym do historii choroby pacjenta.
Pytania epidemiologiczne uwzgledniaty doktadng lokalizacje (kontynent, kraj, region,
potozenie) i warunki geograficzne miejsca pobytu w tropiku (Srodowisko, klimat, pora
roku, uksztattowanie terenu), precyzowaty charakter (np. indywidualny lub
zorganizowany), cel (np. stuzbowy, prywatny) i rodzaj wyjazdu (wypoczynkowo-
rekreacyjny, sportowy, dyplomatyczny, edukacyjny, naukowo-badawczy) oraz
zawieraty informacje na temat podrézy do krajow strefy tropikalnej odbytych w
przesztosci. Dla o0s6b wyjezdzajgcych do krajow strefy gorgcej w celach
zawodowych, istotne znaczenie posiadato precyzyjne okreslenie rodzaju
wykonywanej pracy (np. stuzba wojskowa, ochrona zdrowia, dziatalnos¢ edukacyjna,
praca misyjna lub humanitarna, przewozy lotnicze lub morskie, organizacja imprez
turystycznych, prowadzenie pomiarow geodezyjnych w terenie, poszukiwanie zt6z
ropy naftowej, praca naukowo-badawcza, uprawianie sportu). Kolejna grupa pytan
dotyczyta warunkéw sanitarno-higienicznych oraz ogoinych warunkéw zycia (hotel o
wysokim standardzie, hotel bez klimatyzacji, pensjonat, pokdj goscinny, pole
namiotowe, obozowisko w dzungli, bungalow) i uwzgledniata takze ryzyko narazenia
na uktucia owaddéw w porze nocnej. Pytania doktadnie okreslaty takze rodzaj
stosowanej profilaktyki przeciwmalarycznej. W przypadku stosowania profilaktyki
farmakologicznej pacjent byt proszony o podanie nazwy i dawki stosowanego leku w
kierunku malarii, regularnosci przyjmowania preparatu oraz okresu czasu w jakim
pobierat lek przeciwmalaryczny. Jezeli chory uzywat s$rodkow profilaktyki
mechanicznej, to odpowiadat na pytania precyzujgce rodzaj stosowanych barier
mechanicznych, ktére chronity przed ukluciami komardéw (moskitiera, siatki w
drzwiach i oknach, repelenty, odpowiedni ubiér po zachodzie stohca). Pytania
zawarte w kwestionariuszu uwzgledniaty tez inne czynniki, ktére mogty wptyngé na
wzrost ryzyka zachorowania na malarie, takie jak wykonywanie tatuazy skory,
kolczykowanie, pobyty w osrodkach zdrowia i szpitalach tropikalnych oraz zabiegi
inwazyjne, ktére wykonywano podczas hospitalizacji i w trybie ambulatoryjnym. W
wywiadzie uwzgledniano roéwniez istnienie chorob przewlektych i dlugotrwate
stosowanie lekow, ktére mogly modyfikowaé i wptywaé na obraz kliniczny malarii.

Jednym z bardziej istotnych elementéw wywiadu epidemiologicznego, byta historia
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poprzednich epizodow zimnicy przebytych w przesztosci i przyjmowanych dotad
lekéw przeciwmalarycznych w celach terapeutycznych.

3.4. Badania kliniczne pacjentéow

U pacjentow gorgczkujgcych po powrocie z krajow strefy miedzyzwrotnikowej i
subtropikalnej, kierowanych do Kliniki z podejrzeniem malarii, zwracano uwage na
czas trwania i wysokos¢ gorgczki oraz charakter toru gorgczkowego (nieregularny,
ciagty, hektyczny, nawrotowy). W badaniu podmiotowym uwzgledniano dolegliwosci
typowe dla przebiegu klinicznego malarii, takie jak dreszcze, uczucie ziebniecia
dystalnych czesci konczyn, zlewne poty, bole gtowy, znaczne ostabienie ogolne, bole
miesni, ogodlne rozbicie, zaburzenia swiadomosci, a takze mniej charakterystyczne
objawy chorobowe spotykane w zimnicy, do ktérych nalezg bole brzucha, nudnosci,
wymioty, biegunka, dusznos¢, zaburzenia oddawania moczu i nieprawidtowe
krwawienie z bfon S$luzowych. Jednym z najwazniejszych elementéw wywiadu
lekarskiego, decydujgcych o rokowaniu klinicznym pacjenta, byto ustalenie okresu
czasu jaki mingt od pojawienia sie pierwszych objawéw chorobowych do momentu
zgtoszenia sie do Kliniki.

Badanie przedmiotowe obejmowato ocene stanu ogolnego pacjenta, pomiar
temperatury ciafa, cisnienia krwi oraz czestosci akcji serca, ktére mogtyby wskazywaé
na zagrazajgcy wstrzgs septyczny. Ocenie poddawano kolor skory, twardéwek i bton
Sluzowych jamy ustnej, celem potwierdzenia niedokrwistosci, niedotlenienia,
zaburzen przemiany bilirubiny i zoftaczki oraz wystepowania ciezkich zaburzen w
zakresie uktadu krzepniecia i fibrynolizy, przejawiajgcych sie pod postacig wybroczyn
lub krwawien z bton $luzowych i narzgdow wewnetrznych. Monitorowano liczbe
oddechow na minute i mechanike oddychania oraz oceniano charakter szmeru
oddechowego, aby wykluczyé prawdopodobienstwo wystgpienia zapalenia ptuc,
ostrej niewydolnosci oddechowej i obrzeku ptuc. Badaniem palpacyjnym oceniano
wielkos¢ watroby i Sledziony w kierunku obecnosci hepatosplenomegalii, a przede
wszystkim zespotu hyper-reaktywnej splenomegalii tropikalnej pojawiajgcego sie w
wyniku wielokrotnych inwazji na terenach endemicznych, a zwtaszcza reaktywacji
zarazen wywotywanych przez P. vivax (Allam i wsp., 2008). Analizowano parametry
czynnosci nerek, ktére mogtyby wskazywacé na ostrg niewydolnosc¢ tego narzadu w

oparciu o obserwacje godzinnej objetosci wydalanego moczu, w celu wykluczenia
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oligurii lub anurii, a takze oceniano kolor moczu pod kgtem obecnosci niekorzystnie
rokujgcego czarnomoczu zimniczego (ang. ,blackwater fever”). Obecnosé malarii
mozgowej rozpoznawano na podstawie oceny aktywnosci uktadu nerwowego z
uzyciem popularnej skali spigczki wg Glasgow GCS (ang. Glasgow Coma Scale)
(Tabela l).

Tabela l.

Ocena stanu swiadomosci i przytomnosci pacjentéw z malaria, hospitalizowanych
| konsultowanych w Klinice Choréb Tropikalnych i Pasozytniczych w Poznaniu,
wg skali Glasgow.

Czynniki oceniane Kryteria punktaciji

Otwieranie oczu 4 — spontanicznie

3 - na polecenie

2 - na bodzce bdlowe

1 - pacjent nie otwiera oczu

Kontakt stowny 5 - odpowiedz logiczna, pacjent zorientowany
co do miejsca i czasu
4 - odpowiedz splgtana, pacjent zdezorientowany
3 - odpowiedz nieadekwatna, nie na temat,
niewlasciwe stowa, krzyk
2 - niezrozumiate dzwieki, pojekiwanie
1 - brak reakgciji

Reakcja ruchowa 6 - spetnianie ruchowych polecen stownych lub migowych

5 - ruchy celowe, pacjent lokalizuje zrédto bélu

4 - reakcja obronna na bdl: wycofanie lub préba
usuniecia bodzca bolowego

3 - patologiczna reakcja zgieciowa, objawy odkorowania

2 - patologiczna reakcja wyprostna, objawy
odmaozdzeniowe

1 - brak reakgciji

Charakter przebiegu klinicznego importowanej do Polski zimnicy byt oceniany w
oparciu o aktualnie obowigzujgce i ujednolicone kryteria Swiatowej Organizacji
Zdrowia, z uwzglednieniem zaréwno klinicznych, jak i laboratoryjnych wykfadnikéw
ciezkich, powiktanych zarazen Plasmodium spp. bezposrednio zagrazajgcych zyciu i
zdrowiu (Tabela Il) oraz markerow o powaznym rokowaniu klinicznym spotykanych w
postaciach agonalnych malarii (Tabela IIl). Podczas badania klinicznego, duzy nacisk
ktadziono na wykluczenie takich odchylen od stanu prawidtowego, jak np.
temperatura ciata wyzsza niz 40°C lub zwiekszone napiecie miesni poprzecznie
pragzkowanych, ktére nalezg do grupy niekorzystnych markeréw prognostycznych.

Czarnomocz zimniczy, potgczony nieodtgcznie z bardzo wysokg parazytemig we krwi
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obwodowej i wynikajgcy z masywnego rozpadu zarazonych erytrocytéw, zwigzany
jest z ostrg martwicg cewek nerkowych i niewydolnoscig nerek. Inne, niekorzystne
wyktadniki powiktanej malarii to np. obrzek tarczy nerwu Il, ktéry wykluczano na
podstawie badania okulistycznego przeprowadzonego przez specjaliste w kazdym
przypadku ciezkiej zimnicy oraz brak odruchu rogowkowego, ktory rozpoznaje
specjalista anestezjolog w przypadku utraty przytomnosci przez pacjenta.

Tabela Il.
Kryteria kliniczne i laboratoryjne ciezkiej malarii, stosowane u pacjentéw

hospitalizowanych i konsultowanych w Klinice Choréb Tropikalnych i Pasozytniczych
(wg Swiatowej Organizacji Zdrowia, 2000).

Kliniczne

Laboratoryjne

skrajne wyczerpanie

zaburzenia swiadomosci

gteboka niedokrwistosc¢,
Hgb < 5 g/dl, HTK < 15%

ostra niewydolno$¢ oddechowa

hipoglikemia < 2,2 mmol/l lub < 40 mg/dl

obrzek ptuc (potwierdzony radiologicznie)

liczne drgawki

kwasica metaboliczna,
wodoroweglany < 15 mmol/|

zapas¢ naczyniowa, wstrzgs septyczny

wysokie stezenie mleczanéw > 5 mmol/l

cechy skazy krwotocznej

hiperparazytemia > 2%

z6ttaczka

hemoglobinuria (czarnomocz zimniczy)

niewydolnos¢ nerek,
kreatynina > 265 pmol/l lub > 3,0 mg/dl

Tabela Ill.

Wyktadniki kliniczne i laboratoryjne o niekorzystnym znaczeniu prognostycznym w
powiktanych przypadkach zimnicy wywotywanej przez P. falciparum
(wg Swiatowej Organizacji Zdrowia, 2000).

Kliniczne

Laboratoryjne

wiek ponizej 3 lat

hiperparazytemia >250 tys./ul lub
> 2% w rozmazie krwi obwodowej

gteboka $pigczka

obecnosc¢ schizontow P. falciparum

drgawki

granulocyty z hemozoing

ostabienie sity miesniowej

leukocytoza > 12 tys./ul

brak odruchow rogowkowych

niskie stezenie hemoglobiny < 5 g/dI

zespoét zaburzeh oddychania

hipoglikemia < 40 mg/dl

objawy niewydolnosci wielonarzgdowej

wysokie stezenie mocznika > 60 mg/dl,
wysokie stezenie kreatyniny > 3,0 mg/dl

zapa$¢ naczyniowa (tzw. ,algid malaria”)

wysokie stezenie kwasu mlekowego w
surowicy > 5 mmol/l

wzmozone napiecie miesniowe
lub opistotonus

niskie stezenie antytrombiny IlI

obrzek siatkéwki

hipertransaminazemia > 3x

obrzek tarczy nerwu wzrokowego

wysokie stezenie TNF i kwasu mlekowego
oraz niskie stezenie glukozy w ptynie
mdozgowo-rdzeniowym
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U kazdego z pacjentow wykonywano takze podstawowe badania obrazowe w
postaci radiogramu klatki piersiowej i oceny ultrasonograficznej jamy brzusznej, a
takze badanie elektrokardiograficzne, aby ostatecznie wykluczy¢ zapalenie i obrzek
ptuc, ostre powiktania malarii w postaci splenomegalii (Ryc. 11), czy pekniecia
Sledziony oraz zapalenie wsierdzia i miesnia sercowego. Powyzsze badania byty
pomocne Ww réznicowaniu innych przyczyn stanow gorgczkowych, objawow

rzekomogrypowych i choréb wspofistniejgcych u pacjentéw z malaria.

3 | ' | ] ' ' ' ' I ' ' ]
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Ryc. 11. Masywna splenomegalia w badaniu ultrasonograficznym
jamy brzusznej u 24-letniego pacjenta z malaria P. falciparum
importowana z Nigerii. Aparat Aloka Alpha-7 (Japonia). Kolekcja

wilasna Kliniki.

W przypadku trzech pacjentow z malarig rozpoznanych w Klinice, a leczonych na
oddziatach choréb zakaznych w innych o$rodkach akademickich potudniowej Polski,
byta dostepna petna dokumentacja medyczna tych chorych, zawierajgca wywiad

epidemiologiczny oraz wyniki badan klinicznych i laboratoryjnych.
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3.5. Badania laboratoryjne

3.5.1. Badania morfologiczno-biochemiczne krwi obwodowe]

W ocenie stanu ogoélnego pacjenta, niezwykle pomocna byta analiza wynikow
badan laboratoryjnych, ktére wykonywano niezwilocznie po przyjeciu pacjenta do
Kliniki, aby oceni¢ ciezko$¢ przebiegu klinicznego zimnicy, a nastepnie wielokrotnie
powtarzano podczas kolejnych dni hospitalizacji, aby monitorowa¢ stan ogdlny
pacjenta i postepy w leczeniu. Monitorowano szczegétowo parametry morfologii krwi
obwodowej, w tym stezenie hemoglobiny i wielkos¢ hematokrytu, bedgce
odzwierciedleniem poziomu niedokrwistosci oraz liczbe ptytek krwi w mm?
okreslajgcg ryzyko krwawienia. Leukopenia z neutropenig i monocytozg byta czesto
obserwowana u pacjentow z malarig, natomiast leukocytoza nalezata do
niekorzystnych  wyktadnikdw ciezkiej malarii przebiegajgcej 2z ryzykiem
wspotistniejgcych nadkazen bakteryjnych i uogolnionej posocznicy. Wysokie stezenia
markerow zapalnych byly nieoditgcznie zwigzane z zarazeniem Plasmodium spp., a
wielokrotne monitorowanie stezenia prokalcytoniny i biatka C-reaktywnego znacznie
utatwiato blizszg ocene stanu klinicznego pacjentow oraz skutecznosci prowadzonej
terapii przeciwpasozytniczej i objawowej. Stopien zaburzen w uktadzie krzepniecia i
fibrynolizy oraz ryzyko rozwoju zespotu wykrzepiania wewngtrznaczyniowego (DIC,
ang. Disseminated Intravascular Coagulopathy) analizowano takze na podstawie
wartosci wspétczynnikdw krzepliwosci krwi — miedzynarodowego wspotczynnika
znormalizowanego czasu protrombinowego INR, czasu kaolinowo-kefalinowego
APTT (czas czesciowej tromboplastyny po aktywacji) oraz stezenia fibrynogenu,
produktow jego rozpadu (D-dimerow) i antytrombiny Ill. U chorych wykonywano takze
regularnie badanie poziomu glukozy, wykfadnikédw czynnosci watroby oraz nerek.
Obecnos¢ kwasicy metabolicznej lub oddechowej wykluczano na podstawie analizy
wynikdbw gazometrii krwi wiosniczkowej i poziomu mleczanéw w surowicy Krwi
(Tabela Il). Dodatkowo wykonywane badanie ogdélne moczu pomagato monitorowaé
poziom wydalanego biatka, zawartos¢ barwnikéw zotciowych i wykluczato nerkowe
przyczyny standw gorgczkowych, jak np. odmiedniczkowe lub kiebuszkowe zapalenie
nerek.

Do grupy chorych  wyjgtkowo predysponowanych do  wystgpienia
wielonarzgdowych powiktan w przebiegu ciezkiego przebiegu zimnicy nalezeli

pacjenci z wysokg parazytemig we krwi obwodowej, stezeniem aminotransferaz

-51 -



(aminotransferazy alaninowej i asparaginianowej) trzykrotnie przekraczajgcym
norme, stezeniem mocznika > 60 mg/dl i kreatyniny > 3 mg/dl oraz obnizonym
poziomem antytrombiny Il (Tabela Ill). Markery parazytologiczne, $wiadczace o ztym
rokowaniu klinicznym u pacjentdow z powiklang zimnicg to przede wszystkim
obecno$¢ schizontéw P. falciparum w erytrocytach krwi obwodowej i hemozoiny w
krwinkach biatych (Ryc. 12 Ai B).
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Ryc. 12. Nlekorzystne markery prognostyczne w ciezkiej malarii wywotywanej

przez P. falciparum. A) Liczne ztogi hemozoiny w cytoplazmie monocyta. B)
Obecnosé¢ pojedynczych schizontow P. falciparum w erytrocytach Kkrwi

obwodowej. Kolekcja wiasna Kliniki.

3.5.2. Badania parazytologiczne rozmazéw krwi obwodowej w

kierunku zarodzcow malarii

Ocena mikroskopowa preparatow grubej kropli i cienkiego rozmazu Krwi
obwodowej w kierunku malarii byta przeprowadzana u kazdego pacjenta z grupy
badanej i kontrolnej. Badanie to jest aktualnie uznawane za metode referencyjng dla
ostatecznego potwierdzenia lub wykluczenia ostrego epizodu zimnicy oraz nadrzedng
w odniesieniu do technik immunochromatograficznych i immunoenzymatycznych,
wykrywajgcych swoiste antygeny Plasmodium spp. u hospitalizowanych lub
konsultowanych pacjentéw. Analiza rozmazéw krwi obwodowej w kierunku obecnosci
form rozwojowych Plasmodium spp. byta wykonywana w dniu przyjecia pacjenta do

Kliniki, celem potwierdzenia zachorowania i oceny natezenia inwazji oraz wielokrotnie
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w trakcie hospitalizacji dla monitorowania skutecznosci prowadzonego leczenia.
Sukces terapeutyczny i wyleczenie pacjenta dokumentowaty rozmazy krwi
obwodowej, ktoére nie wykazywaty juz obecnosci zarodzcow zimnicy w ciggu 3
nastepujgcych po sobie dni.

Preparaty krwi obwodowej w kierunku malarii wykonywali i oceniali diagnosci
laboratoryjni z Pracowni Diagnostyki Parazytologicznej, posiadajgcy duze
doswiadczenie praktyczne w tej dziedzinie. Osoby te posiadaty udokumentowane
uprawnienia i certyfikaty referencyjnych os$rodkéw medycyny tropikalnej,
poswiadczajgce kwalifikacje w zakresie rozpoznawania laboratoryjnego zimnicy. W
Katedrze stosowano technike przygotowywania i barwienia preparatow krwi na
obecnos$¢ form rozwojowych Plasmodium spp., opracowang w wiodgcym osrodku
uniwersyteckim - Clinical Diagnostic Parasitology Laboratory, Liverpool School of
Tropical Medicine w Wielkiej Brytanii.

Celem wykonania preparatu grubej kropli krwi obwodowej, pobierano kilka kropli
krwi witosniczkowej z opuszki wybranego palca dioni i nanoszono je na $rodek
odttuszczonego szkietka podstawowego. Opuszka palca, z ktérego pobierano
materiat byta uprzednio zdezynfekowana 70% roztworem alkoholu etylowego.
Materiat rozcierano kolistym ruchem rogiem dodatkowego szkietka mikroskopowego,
ktére miato zaokraglone brzegi, co zapobiegato uszkodzeniu krwinek i porysowaniu
szkietka, formujgc dos¢ grube koto o $rednicy okoto 1 cm. Do naktucia opuszki palca
stosowano jednorazowe, jatowe sztyleciki lub automatyczne nakiuwacze, ktore po
pobraniu materiatu do badan umieszczano w pojemniku przeznaczonym dla ostrych
narzedzi, zawierajgcych potencjalnie zakazny materiat biologiczny. Po zapetnieniu,
pojemniki byty niszczone poprzez spalenie.

W celu wykonania cienkiego rozmazu krwi obwodowej, umieszczano 2-3 krople
krwi pobranej bezposrednio z opuszki palca reki pacjenta na brzegu czystego i
odtluszczonego szkietka podstawowego i oszlifowanym brzegiem drugiego szkietka
mikroskopowego, ustawionego pod kgtem 45° rozprowadzano jednolicie materiat
wzdtuz szkietka.

Kolejnym etapem przygotowania preparatéw grubej kropli i cienkiego rozmazu
krwi obwodowej byto ich suszenie w temperaturze pokojowej i barwienie, ktére
rozpoczynano co najmniej 30 minut pézniej. Cienki rozmaz przed rozpoczeciem
procesu barwienia poddawano dziataniu metanolu absolutnego przez co najmniej 30

sekund, celem utrwalenia krwinek czerwonych. Preparatéw grubej kropli krwi
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obwodowej nie utrwalano w alkoholu metylowym, aby wywota¢ hemolize krwinek
czerwonych  podczas procesu barwienia. Do zabarwienia  preparatéw
mikroskopowych uzywano swiezo przygotowanego roztworu Giemsy rozpuszczonego
w buforze fosforanowym o pH 7,2, w stezeniu 5% dla cienkiego rozmazu oraz 10%
stezeniu dla grubej kropli. Po 30 minutach barwienia, szkietka mikroskopowe ptukano
w wodzie destylowanej. Po kolejnym suszeniu, ktére trwato 30 minut, preparaty byty
oceniane z uzyciem mikroskopu $wietlnego z obiektywem immersyjnym pod
powiekszeniem 1000-krotnym (100-krotne powiekszenie obiektywu i 10-krotne
powiekszenie okularu).

Obowigzujgcym standardem byto oglgdanie preparatu grubej kropli krwi
obwodowej przez co najmniej 5 minut, co odpowiadato 200 polom widzenia
ocenianym w obiektywie immersyjnym, tak aby moc wykry¢é nawet niewielkg
intensywnos¢ zarazenia. Czuto$¢ analityczna tej metody dla doswiadczonego
diagnosty laboratoryjnego wynosi 10-20 zarodzcéw zimnicy w 1 ul krwi i jest
porownywalna do technik biologii molekularnej, co odgrywa kluczowg role w
podejmowaniu decyzji o potwierdzeniu lub wykluczeniu malarii (Warrell i Gilles, 2002;
Wongsrichanalai i wsp., 2007). Cienki rozmaz krwi obwodowej definiowat gatunek lub
gatunki Plasmodium spp. oraz stuzyt do okres$lania stopnia intensywnosci inwaz;ji.
Przynaleznos¢ gatunkowg obserwowanych w mikroskopie Swietinym zarodzcow
zimnicy ustalano na podstawie charakterystycznych cech morfologicznych
poszczegolnych form rozwojowych pierwotniakdéw oraz zarazonych erytrocytow (Ryc.
13 A-D).

Wielkos¢ parazytemii we krwi obwodowej oznaczano jako odsetek procentowy
zarazonych krwinek czerwonych (%), w ktérych stwierdzano obecnosé form
rozwojowych Plasmodium spp. ws$réod analizowanych 10.000 erytrocytow. Na
obliczenie doktadnej liczby zarodzcow zimnicy w mikrolitrze krwi (p) pozwala réwniez
wzor matematyczny zalecany przez Swiatowg Organizacje Zdrowia: p = (n/WBC) x
8000 gdzie ,n” oznacza tgczng liczbe stwierdzanych pasozytow a ,WBC” liczbe
krwinek biatych w ocenianych polach widzenia. Uzyskang warto§¢ mnozy sie przez
osiem tysiecy, zakfadajgc, ze jeden mikrolitr krwi dorostego cztowieka zawiera
Srednio 8.000 leukocytow. Ten sposob oznaczania parazytemii we krwi obwodowe;j
zostat wykorzystany w zestawieniu niekorzystnych prognostycznie wyktadnikéw
laboratoryjnych powiktanej malarii P. falciparum (patrz podrozdzial 3.4., Tabela III).

Preparaty cienkich rozmazow krwi obwodowej wymagaty co najmniej 20-minutowe]
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obserwacji w mikroskopie swietinym 2z uzyciem obiektywu immersyjnego, co
odpowiadato analizie okoto 20.000 erytrocytéw i zapewniato czutos¢ analityczng

metody na poziomie 100 pierwotniakéw w 1 ul (Warrell i Gilles, 2002).
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Ryc. 13. Cechy morfologiczne poszczegélnych gatunkéw Plasmodium sp. w
zarazonych erytrocytach w cienkim rozmazie krwi obwodowej. A) Miode trofozoity P.
falciparum. B) Dojrzaty schizont P. vivax. C) Pézny trofozoit P. ovale. D) Trofozoit P.

malariae. Kolekcja wtasna Kliniki.

Kazdorazowo grubg krople i cienki rozmaz wykonywano kilkukrotnie, aby do

analizy wybrac¢ preparaty o najlepszej jakosci oraz na wypadek uszkodzenia jednego
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z nich. Na kazdym szkietku mikroskopowym naniesione byty dane identyfikacyjne
pacjenta oraz godzina i data wykonania badania.

3.5.3. Wykrywanie swoistych przeciwciat w kierunku Plasmodium

spp. we krwi obwodowej technikg immunofluorescencji posredniej

Oznaczanie swoistych przeciwciat antymalarycznych w surowicy krwi obwodowej
u badanych pacjentow byto uzupetniajgcag technikg immunodiagnostyczng dla oceny
stopnia immunizacji w kierunku Plasmodium spp. U osoéb, ktore podrézowaty do
tropiku po raz pierwszy, wykrycie swoistych przeciwciat byto jednoznaczne z
potwierdzeniem ostrego ataku malarii. U pacjentdw wyjezdzajgcych do krajow
endemicznego wystepowania malarii wielokrotnie, stwierdzenie serokonwersji
swoistych przeciwciat po przyjezdzie do Polski decydowato o rozpoznaniu zimnicy
nabytej podczas ostatniego pobytu w strefie tropikalnej. U misjonarzy, wolontariuszy
akcji humanitarnych, pracownikéw osrodkéw misyjnych oraz imigrantow z krajow
odmiennej strefy klimatyczno-sanitarnej, dodatni poziom swoistych przeciwciat
Swiadczyt o malarii przebytej w przesztosci i nabyciu tzw. czesciowej odpornosci
przeciwmalarycznej (ang. antimalarial semi-immunity).

Wykrywanie catkowitej puli swoistych przeciwciat IgM i 1gG w kierunku
powierzchniowych antygenéw pierwotniakéw malarii wykonywano za pomocag
komercyjnie  dostepnego zestawu diagnostycznego (Falciparum-Spot IF),
wykorzystujgcego technike immunofluorescencji posredniej (bioMérieux, Marcy
I'Etoile, Francja). Test zawierat szkietka mikroskopowe ze studzienkami o srednicy 7
mm, optaszczonymi antygenem P. falciparum w postaci trofozoitow zarodzca,
pochodzacych z hodowli komérkowej in vitro na erytrocytach ludzkich grupy A.

Uprzednio przygotowane, kolejno wzrastajgce rozcienczenia surowic badanych
pacjentow w buforze fosforanowym PBS o pH 7,2 naktadano w ilosci po 10 ul do
kazdego dotka ptytki i inkubowano przez 25 minut w temperaturze 37°C w wilgotnej
komorze. W kazdej serii testu stosowano kontrolng surowice pozytywng i negatywna,
dostarczang przez producenta. Po etapie inkubacji, szkietka ptukano 2-krotnie przez
10 minut w buforze fosforanowym PBS, a nastepnie dodawano przeciwciato wtorne
przeciwko immunoglobulinom Iludzkim IgM i 1gG znakowane fluoresceing,
rozcienczone w stosunku 1/200 w buforze fosforanowym z dodatkiem btekitu Evansa

(0,1 g/l). Po kolejnych 25 minutach inkubacji w wilgotnej komorze w temperaturze
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37°C szkietka ptukano 2-krotnie w buforze fosforanowym o pH 7,2 i osuszano. Po
umocowaniu szkietka nakrywkowego, preparaty oceniano w mikroskopie
fluorescencyjnym w ciggu 30 min. od zakonczenia reakcji, uzywajgc 40-krotnego
powiekszenia obiektywu (Axioskop, Zeiss, Niemcy).

Wyniki testu byty podawane jako rozcienczenia surowicy, w ktorych stwierdzano
obecno$¢ swoistych przeciwciat tgczgcych sie z antygenem P. falciparum,
optaszczonym w poszczegodlnych dotkach szkietka mikroskopowego. Badane probki
surowic byly oceniane jako dodatnie, jezeli wykazywaty fluorescencje w
rozcienczeniu wyzszym lub réwnym 1/80, natomiast wyniki okreslano jako watpliwe
przy fluorescencji w zakresie rozcienczen od 1/20 do 1/40. Surowice nie wykazujgce
zjawiska fluorescencji lub z fluorescencjg w rozcienczeniach <1/20 interpretowano
jako nie posiadajgce swoistych przeciwciat w kierunku Plasmodium spp.

Ze wzgledu na podobienstwo antygenowe réznych gatunkow zarodzca zimnicy,
test immunofluorescencyjny wykrywat obecnosc¢ przeciwciat nie tylko w kierunku P.
falciparum, ale tez pozostatych gatunkow Plasmodium. CzutosC¢ i swoistosc
diagnostyczna tej metody dla pacjentow z potwierdzong malarig zostata okreslona na
odpowiednio 70,5% i 99,6% (Doderer i wsp., 2007).

3.5.4. Wykrywanie swoistych antygenow Plasmodium spp. we krwi

obwodowej

3.5.4.1. Wykrywanie antygenu HRP-2 oraz dehydrogenazy mleczanowej we krwi

obwodowej za pomoca testow immunochromatograficznych

Zastosowany w badaniach test immunochromatograficzny DRG® Malaria pf/pv
Antigen Test (DRG International Inc., New Jersey, USA) byt metodg jakosciowg i
wykrywat obecnos¢ dwoch réznych antygendw zarodzca zimnicy: HRP-2, czyli biatka
bogatego w histydyne (ang. Histidine-Rich Protein 2) charakterystycznego wytacznie
dla P. falciparum oraz dehydrogenazy mleczanowej pLDH (ang. Plasmodium Lactate
Dehydrogenase) swoistej dla P. vivax i pozostatych gatunkéw pasozyta, umozliwiajgc
nie tylko rozpoznawanie malarii, ale réwniez diagnostyke rdznicowg miedzy
poszczegolnymi gatunkami Plasmodium spp. chorobotworczymi dla cziowieka.
Niewatpliwg zaletg metody byta mozliwos¢ przeprowadzenia badania w sytuacjach
nagtych, np. w izbie przyje¢ Szpitala lub bezposrednio przy t6zku gorgczkujgcego

pacjenta oraz uzyskanie wyniku w ciggu kilkunastu minut. Stosunkowo mata
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inwazyjnos¢ metody, polegajagca na badaniu krwi wtosniczkowej pobranej
bezposrednio z opuszki palca pacjenta czynita ten test bardzo praktycznym.

Test miat forme trwatej, plastikowej kasety, zawierajgcej wewnagtrz pasek bibuty
nitrocelulozowej, a w czesci zewnetrznej — podtuzne okienko odczytu wyniku oraz
dwie studzienki, stuzgce do nakrapiania odpowiednio krwi pacjenta i buforu
hemolizujgcego. Membrana nitrocelulozowa byta fabrycznie optaszczona swoistymi
przeciwciatami monoklonalnymi w postaci oddzielnych linii, przebiegajacych w
poprzek paska: przeciwciatem w kierunku antygenu HRP-2 oraz przeciwciatem
przeciwko dehydrogenazie mleczanowej zarodzca zimnicy. Uzywany do testu bufor
wywotywat hemolize zarazonych erytrocytéw i uwolnienie antygenéw Plasmodium
spp., wykrywanych podczas reakcji immunodiagnostycznej. W dolnej czesci bibuty
chromatograficznej byt umieszczony roztwér konjugatu w postaci mieszaniny
przeciwciat monoklonalnych w kierunku HRP-2 i dehydrogenazy mleczanowe]
sprzezonych ze ztotem koloidalnym. Do badania uzywano krwi wiosniczkowej
uzyskiwanej z opuszki palca pacjenta, po uprzednim zdezynfekowaniu miejsca
pobrania materiatu 70% roztworem alkoholu etylowego. Krew pobierano za pomocg
dotgczonej do zestawu mikrokapilary z antykoagulantem, ktory zapobiegat
krzepnieciu krwi.

Probke krwi w ilosci 5 pl nanoszono do matej studzienki ,S”, zlokalizowanej w
srodkowej czesci biatej kasety, bezposrednio na pasku nitrocelulozowym, natomiast
do owalnego dotka umieszczonego u dotu kasety, w miejscu obecnosci konjugatu,
dodawano 2 krople buforu hemolizujgcego (80 ul). W przypadku obecnosci
antygenow Plasmodium spp. w badanej probce krwi pochodzacej od pacjenta, fgczyty
sie one w kompleksy ze swoistymi przeciwciatami migrujgcymi z dolnej czesci bibuty,
a te z kolei byty wychwytywane przez przeciwciata monoklonalne optaszczone na
pasku nitrocelulozowym. Obecnos¢ dehydrogenazy i antygenu HRP-2 potwierdzaty
barwne linie uwidocznione w oknie odczytu, ktére byty rezultatem reakcji
przebiegajgcych pomiedzy przeciwciatami monoklonalnymi optaszczonymi na pasku
nitrocelulozowym i powstajgcymi kompleksami antygen zarodzca - znakowane
przeciwciato, ktére tworzyty sie podczas wedréwki buforu. Bufor migrujgcy na bibule
chromatograficznej ku goérze, usuwat rowniez nadmiar zhemolizowanej krwi,
utatwiajgc wizualizacje linii kontrolnej i linii testowych, ktére pojawiaty sie na pasku

nitrocelulozowym w okienku testowym, w przypadku zarazenia zarodZzcem zimnicy.
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Na kasecie, tuz obok okienka testowego z paskiem bibuty chromatograficznej,

znajdowaty sie symbole ,C”, ,1” i ,2”, ktére oznaczaty kolejno: kontrole testu, P.
falciparum i P. vivax. Wyznacznikiem prawidtowego wykonania testu i mozliwosci
jego wykorzystania do dalszej analizy byta obecnos¢ pragzka kontrolnego ,C”, ktéry
uwidaczniat sie w gornej czesci kasety. Barwny, szaro-fioletowy pragzek na wysokosci
symbolu ,,C” powstawat w wyniku reakcji pomiedzy przeciwciatem monoklonalnym w
kierunku hemoglobiny zakotwiczonym na pasku nitrocelulozowym i hemoglobing
obecng w badanej prébce krwi. Gdy na wysokosci oznaczenia ,1” pojawiata sie
szaro-fioletowa linia barwna oznaczato to wykrycie antygenu HRP-2 i rozpoznanie
inwazji Plasmodium falciparum. Barwny prazek uwidoczniony na wysokosci
oznaczenia ,2” oznaczat, ze w badanym materiale znajduje sie dehydrogenaza
mleczanowa (pLDH) swoista dla pozostatych gatunkéw Plasmodium spp. i wynik jest
dodatni dla gatunkéw innych niz P. falciparum. Dehydrogenaza swoista dla P. vivax,
P. ovale i P. malariae moze by¢ réwniez wytwarzana przez niektére szczepy P.
falciparum (ang. panmalarial antigen). Czuto$¢ diagnostyczna zastosowanej metody
badawczej na terenach nie-endemicznych osiggata wartos¢ 98,6% dla wykrywania P.
falciparum, natomiast dla P. vivax wynosita 90,9%, przy swoistosci diagnostyczne;j
rownej 100% (Houze i wsp., 2011).

Interpretacja wynikow szybkich testdw immunochromatograficznych byta
nastepujgca: obecnos¢ wszystkich 3 barwnych prgzkéw oznaczata inwazje P.
falciparum lub inwazje mieszang, obecnos¢ prazka kontrolnego ,C” i pierwszego ,1”
wskazywata na inwazje wywotang tylko przez P. falciparum, natomiast prgzki ,C” i ,2”
potwierdzaty inwazje powodowang innymi gatunkami zarodzcow niz P. falciparum (P.
vivax, P. ovale lub P. malariae). Test nie pozwalat na ostateczne rozpoznanie nazwy
gatunkowej pierwotniaka innego niz P. falciparum, gdyz wykrywany antygen jest
wspoélny dla wszystkich tych gatunkéw (Ryc. 14). Szybkie testy diagnostyczne
stuzgce do wykrywania antygenow zarodzca zimnicy we krwi obwodowej mogag
rowniez by¢ pomocne w rozpoznawaniu inwazji wywotywanej przez nowy gatunek P.
knowlesi (Hellemond i wsp., 2009). Jednakze o ostatecznym rozpoznaniu
poszczegodlnych gatunkéw Plasmodium spp. u badanych pacjentow decydowato
bezposrednie badanie mikroskopowe preparatéw krwi obwodowe;.

Wyniki testdw immunochromatograficznych analizowano po 20 minutach od
zakonczenia wykonywania procedury. Po odczytaniu rezultatow, testy traktowano

jako materiat zakazny i wraz z lancetami do naktuwania skéry i kapilarami byty one
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wyrzucane do odpowiednich pojemnikéw i niszczone. Wszystkie testy stosowane do
badan miaty aktualne daty waznosci. Byly one przechowywane zgodnie z
zaleceniami producenta w temperaturze 4-30°C i chronione przed wptywem wilgoci
poprzez wodoszczelne opakowanie i umieszczony w kazdej saszetce z testem

srodek higroskopijny.

Ryc. 14. Zasady interpretaciji wynikow testu

immunochromatograficznego w kierunku malarii. A) Wynik
ujemny. B) Wynik dodatni dla P. falciparum. C) Wynik
dodatni dla P. vivax i gatunkéw innych niz P. falciparum. D)
Wynik dodatni wskazujgcy na obecnosé P. falciparum lub

malarii mieszanej. Kolekcja wtasna Kiliniki.

3.5.4.2. Wykrywanie antygenu HRP-2 swoistego dla Plasmodium falciparum we

krwi obwodowej za pomoca testu immunoenzymatycznego

Pomiar stezenia swoistego antygenu HRP-2 wytwarzanego wytgcznie przez P.
falciparum byt przeprowadzany za pomocyg ilosciowego testu
immunoenzymatycznego Malaria Ag CELISA (Cellabs, Brookvale, Australia),
opartego na odwréconej technice ELISA (ang. ,double sandwich” Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay). Do badan objetych tematyka rozprawy doktorskiej
wybrano oznaczenia antygenu P. falciparum, ze wzgledu na najciezszy przebieg
kliniczny inwazji wywolywanych przez ten gatunek zarodzca zimnicy oraz
najwieksze ryzyko wystepowania wielonarzagdowych powiktan i zgonu. Podjeto
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sie proby wykorzystania pomiarow stezen biatka bogatego w histydyne we krwi
obwodowej dla oceny klinicznej i prognostycznej pacjentow malaria,
hospitalizowanych i konsultowanych w Klinice.

Do analizy immunoenzymatycznej uzywano petnej krwi zylnej pacjenta pobieranej
do probowki morfologicznej z wersenianem dwusodowym (EDTA). Probki krwi
pochodzgce od tego samego pacjenta z roznych okresdw hospitalizacji testowano
zawsze jednoczesnie w tej samej serii oznaczen. Do momentu analizy, badany
materiat biologiczny byt przechowywany w temperaturze -20°C. Etap zamrozenia i
odmrozenia wywotywat hemolize badanej probki krwi pacjenta, ktéra byta niezbedna
do uwolnienia swoistego antygenu P. falciparum z erytrocytéw, wykrywanego
nastepnie w wyniku reakcji immunoenzymatycznej typu ,immunocapture”.

Do poszczegolnych dotkéw mikroptytki titracyjnej, optaszczonych uprzednio
przeciwciatem monoklonalnym przeciwko antygenowi HRP-2 (ang. Histidine-Rich
Protein) dodawano kolejno probki hemolizowanej krwi badanych pacjentow w ilosci
po 100 pl do kazdej studzienki, a nastepnie ptytki inkubowano przez 60 minut w
temperaturze pokojowej w wilgotnej komorze. Do kazdej serii oznaczen uzywano
kontrolnego wzorca dodatniego i ujemnego, dotgczonego do zestawu przez
producenta, w ilosci po 100 ul do oddzielnych studzienek, w postaci podwdjnego
oznaczenia proby. Po pierwszym etapie inkubaciji, ptytki titracyjne ptukano 4-krotnie w
buforze fosforanowym (PBS) z dodatkiem detergentu Tween-20 (PBS/Tween) o pH
7,2. W nastepnym etapie reakcji dodawano przeciwciato wtérne w kierunku antygenu
HRP-2 znakowane peroksydazg chrzanowg (konjugat), rozcienczone w buforze
fosforanowym w stosunku 1/200, w ilosci po 100 ul do kazdego dotka ptytki. Po 60
min. inkubacji w temperaturze pokojowej w srodowisku wilgotnym, ptytki poddawano
4-krotnemu ptukaniu w buforze PBS/Tween, w celu usuniecia nadmiaru konjugatu nie
zwigzanego z antygenem HRP-2 P. falciparum. Nastepnie dodawano chromogenny
substrat reakcji w postaci roztworu 3,3,5,5’- tetrametylenobenzydyny (TMB)
rozcienczonej w stosunku 1/20 w buforze zawierajgcym cytrynian sodowy i H,O,, w
ilosci 100 pl do kazdej studzienki i ptytki inkubowano przez 15 min. w ciemnosci w
temperaturze pokojowej. Formowanie barwnego produktu reakcji zatrzymywano
poprzez dodanie 50 ul roztworu 1M H,SO, do kazdego dotka ptytki, uzyskujac
niebieskie zabarwienie zawartosci studzienek. Gestos¢ optyczna barwnego produktu

reakcji (OD) byta mierzona wzgledem powietrza za pomocg automatycznego
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spektrofotometru ELx800 (Bio-Tek® Instruments, Winooski, USA), przy pojedynczej
dtugosci fali 450 nm. Uzyskane podczas badan wartosci wzorca ujemnego wynosity
0,059 + 0,001 (zakres 0,057 — 0,060), natomiast dla kontroli wysoko dodatniej
miescity sie one w zakresie 0,995 — 1,024 (1,007 + 0,015). Zgodnie z zaleceniami
producenta, wyniki byly interpretowane jako dodatnie, jezeli wartoS¢ gestosci
optycznej analizowanej probki pacjenta byta wyzsza o 0,1 od sredniej wartosci ODys
wzorcowej kontroli ujemnej dotgczonej do zestawu. W badaniach przeprowadzonych
w Klinice wartos¢ cut-off wyznaczajgca granice miedzy dodatnimi i ujemnymi
wynikami reakcji wynosita 0,159. Test wykrywat obecnos¢ antygenu HRP-2 P.
falciparum przy niskiej parazytemii na poziomie 0,001%. CzutoS¢ i swoistosc
diagnostyczna zastosowanej metody badawczej zostata okreslona odpowiednio na
98,8% i 100%, a dodatnia i ujemna warto$¢ predykcyjna testu wynosita odpowiednio
100% i 99,8% (Noedl i wsp., 2006).

3.6. Zgodnosé badan klinicznych z zasadami etyki

Warunkiem wtgczenia pacjentow do programu badan klinicznych byto uzyskanie
swiadomej zgody na udzielanie $wiadczen szpitalnych oraz wykonywanie zabiegéw
diagnostycznych i leczniczych, kazdorazowo odnotowywane w dokumentacji
medycznej szpitala, zgodnie z procedurami systemu zarzgdzania jakoscig wg normy
ISO 9001. Zgoda dotyczyta pobrania krwi z opuszki palca, celem wykonania badania
grubej kropli i cienkiego rozmazu krwi obwodowej na obecno$¢ zarodzcow zimnicy i
testbw immunochromatograficznych w kierunku antygenéw Plasmodium spp. oraz
pobrania krwi zylnej do przeprowadzenia testu immunoenzymatycznego
wykrywajgcego swoisty antygen HRP-2 P. falciparum.

Procedura wykonywania badan objetych tematykg rozprawy doktorskiej byta
zgodna z ogolnie zaakceptowanymi zasadami prowadzenia badan klinicznych (ang.
Good Clinical Practice), opracowanymi w oparciu o Deklaracje Helsinskg, co
potwierdzita Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu, wyrazajgc pisemng zgode na przeprowadzenie

powyzszych badan.
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3.7. Analiza statystyczna wynikéw badan

Ocene statystyczng wynikéw badah przeprowadzano w oparciu o test
niezaleznosci y°, test T — Studenta, wspotczynnik korelacji rang Spearmana oraz
podstawowe funkcje statystyczne (Srednia arytmetyczna, odchylenie standardowe,
wariancja), postugujgc sie komputerowg analizg bazy danych przy uzyciu przy uzyciu
polskiej wersji programu Statistica 6.0 PL firmy StatSoft® Polska oraz Microsoft Excel

2000, uznajgc za statystycznie istotne wartosci P < 0,05 przy poziomie ufnosci 95%.

3.8. Dokumentacja fotograficzna wynikéw badan

Zdjecia preparatow zarodzcow zimnicy, uzyskanych w trakcie wykonywania
bezposrednich badan parazytologicznych krwi obwodowej pacjentéw z malarig,
hospitalizowanych w Klinice Chordb Tropikalnych i Pasozytniczych Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, wykonywano spod
mikroskopu $wietlno-fluorescencyjnego typu Axioskop (Zeiss, Niemcy) przy uzyciu
filmu Kodak Ultra Gold 100 w powiekszeniu 1000-krotnym, w Pracowni

Parazytologicznej Katedry.
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4. WYNIKI

4.1. Czestos¢ wystepowania malarii wsréd oséb powracajgcych do

Polski z krajow odmiennej strefy klimatyczno-sanitarnej

Osoby powracajgce z krajow odmiennej strefy geograficzno-srodowiskowe;j i
sanitarno-higienicznej stanowity istotng i wzrastajgcg z kazdym rokiem populacje
pacjentow hospitalizowanych i konsultowanych w Klinice. W okresie od stycznia 2001
roku do pazdziernika 2012 roku, do Kliniki Choréb Tropikalnych i Pasozytniczych w
Poznaniu przyjeto 947 chorych z dolegliwosciami klinicznymi po podrozy z obszarow
strefy goracej, z czego 41,6% stanowili misjonarze pracujgcy w krajach rozwijajgcych
sie 0 skromnym poziomie ekonomicznym i trudnych warunkach Kklimatycznych.
Najczestszg przyczyng hospitalizacji byty stany gorgczkowe (70,3%) oraz zakazenia i
zarazenia przewodu pokarmowego po powrocie z obszarow tropikalnych (20,8%),
gtébwnie petzakowica, giardioza, strongyloidoza, cyklosporoza i biegunki infekcyjne,
zwlaszcza u os6b nie przestrzegajgcych zasad higieny tropikalnej. Pacjenci z ostrg
lub przebytg malarig stanowili 30,0% wszystkich os6b leczonych w Klinice po
powrocie z tropiku oraz 42,6% chorych kierowanych do Osrodka Poznanskiego z
powodu wysokiej gorgczki zwigzanej z podrézami zagranicznymi. Do rzadszych
przyczyn hospitalizacji z powodu tropikalnych parazytoz i chordb infekcyjnych
nalezata gorgczka krwotoczna denga (n=29), egzotyczne choroby skéry, jak np.
stopa madurska, zespét larwy wedrujgcej skornej, leiszmanioza skérna, dirofilariozy,
tungiaza, czy tez muszyce skoéry (n=31), schistosomozy przewodu pokarmowego i
uktadu moczowego (n=17), filariozy ukfadu limfatycznego oraz narzadu wzroku i
tkanki podskornej, przewaznie u misjonarzy powracajgcych Afryki i Indii (n=11),
petnoobjawowa leiszmanioza trzewna (kala-azar) (n=7), ropnie petzakowe watroby
(n=4), choroba Chagasa (n=3), dur brzuszny i dury rzekome (n=3), riketsjozy (n=3)
oraz pierwszy w Polsce i Europie $rodkowo-wschodniej przypadek s$pigczki
afrykanskiej zakonczony sukcesem terapeutycznym (n=1). W okresie objetym
tematykg rozprawy doktorskiej, w Klinice nie notowano zadnych zgondéw z powodu

tropikalnych, ani tez rodzimych inwazji pasozytniczych.
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4.2. Okreslenie czynnikéw ryzyka zarazenia Plasmodium spp. u

badanych pacjentéow

Sposrdéd 47 pacjentdw hospitalizowanych w Klinice z potwierdzeniem malarii, 39
osob (83,0%) =zarazito sie zarodzcem zimnicy podczas pobytu w Afryce
Subsaharyjskiej, w tym najwiecej pacjentow powracato z wyprawy do Kamerunu i
Ghany (po 5 oséb), Nigerii (4 osoby) oraz Ugandy, Zambii i Gabonu (po 3 osoby).
Ws$rdd 39 pacjentdw przebywajgcych w krajach afrykanskich, najwiecej osob ulegato
zarazeniu Plasmodium spp. w Afryce Srodkowej (n=19), przede wszystkim na
obszarze Nigerii, Kamerunu, Gabonu, Republiki Srodkowoafrykansiej, Ugandy i
Rwandy w poréwnaniu do mniej licznych pacjentow powracajgcych z Afryki
Zachodniej (n=7), Afryki Wschodniej (n=7), czy tez Afryki Potudniowej (n=6) (test 2,
P < 0,000001). Jedna osoba z grupy badanej (2,1%) przebywata w Ameryce
Potudniowej (Brazylia), cztery osoby (8,5%) powrdécity z wysp Oceanii (Papua-Nowa
Gwinea), natomiast troje pacjentéw (6,4%) podrézowato do krajow Azji Potudniowo-
Wschodniej (Indonezja) (Ryc. 15 i 16). Wszyscy pacjenci grupy badanej przebywali
na obszarach endemicznego wystepowania malarii; 46 pacjentow podrozowato do
krajow strefy miedzyzwrotnikowej (97,9%), a jeden pacjent — przebywat w rejonie
subtropikalnym (Republika Potudniowej Afryki). Przypadki malarii importowanej z
Subkontynentu Afrykanskiego, obserwowano znacznie czesciej, niz z innych rejonéw
geograficznych $wiata (test x% P < 0,000001).

Czterech pacjentéw wielokrotnie hospitalizowanych w Klinice z powodu licznych
epizodéw malarii (3 osoby — trzykrotnie, jedna osoba — dwukrotnie), byto leczonych z
powodu reaktywacji przebytej wczesniej inwazji wywotanej przez P. vivax i
nieskutecznej eradykacji wewnatrzwatrobowych hypnozoitébw w warunkach
ambulatoryjnych, a nie nowego zarazenia nabywanego podczas kolejnej podrézy do
strefy tropikalnej. Byli to pacjenci powracajacy z Brazylii, Wybrzeza Kosci Stoniowej,
Papui-Nowej Gwinei oraz wysp Indonezji.

Gtownym celem podrozy pacjentow tworzgcych grupe badang byt wyjazd do
pracy w krajach strefy miedzyzwrotnikowej i subtropikalnej, gdyz ponad potowa
badanych (51,1%) przebywata w krajach endemicznego wystepowania malarii w
celach zawodowych (n=24). Blisko 1/3 pacjentow (27,7%) wyjechata do tropiku do
pracy w osrodkach misyjnych i placowkach humanitarnych (n=13) i podobna liczba

0so6b (n=11) brata udziat w podrézy stuzbowej o innym charakterze niz praca misyjna
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i humanitarna (23,4%), najczesciej prowadzgc prace geodezyjno-inzynierskie
zwigzane z poszukiwaniem zt6z surowcow naturalnych oraz wydobywaniem ropy
naftowej i gazu ziemnego, prowadzgc negocjacje biznesowe z kontrahentami,
uczestniczgc w sympozjach szkoleniowych, a takze biorgc udziat w obstudze ruchu
turystycznego. Tylko w sporadycznych przypadkach obserwowano zachorowania na
malarie podczas odbywania stuzby wojskowej w ramach mis;ji stabilizacyjnych (n=1).

B Afryka 0O Ameryka Potudniowa [Oceania BAzja

Ryc. 15. Docelowy kontynent podrézy pacjentow hospitalizowanych lub

konsultowanych w Klinice, u ktorych potwierdzono malarie (n=47).

Wypoczynek i rekreacja nie byty aktualnie gtbwnym celem podrézy tropikalnej dla
polskich pacjentow zarazonych Plasmodium spp., gdyz tylko 36,2% badanych
przebywato w tropiku w celach turystycznych (n=17). W grupie badanej znalazly sie
takze osoby, ktore przebywajgc okresowo w Polsce w celach edukacyjnych lub
zarobkowych odwiedzaty po latach swoich krewnych i przyjaciot w tropiku (n=4) lub
tez mieszkaty na state na obszarach tropikalnych, a odbywaty podréz biznesowg w
naszym kraju (jeden imigrant z Kenii). Wykazano statystycznie istotng réznice,
miedzy liczbg pacjentdw nabywajgcych malarie podczas pracy w tropiku, a liczbg
0sOb zarazajgcych sie zarodZzcem zimnicy w czasie wyjazdu o charakterze

turystycznym (test xz, P =0,03) (Ryc. 17).
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Ryc. 16. Kraje docelowe podrézy pacjentow hospitalizowanych lub konsultowanych w

Klinice, u ktérych potwierdzono malarie (n=47).

Owypoczynek/rekreacja B praca misyjna/lhumanitarna
O pobyt stuzbowy O stuzba wojskowa
B odwiedziny krewnych i znajomych

Ryc. 17. Cel podrézy pacjentéw hospitalizowanych lub konsultowanych w Klinice, u

ktorych potwierdzono malarie (n=47).

Pacjenci grupy badanej przebywali w krajach endemicznego wystepowania
malarii przez bardzo zréznicowany okres czasu od 1 tygodnia do 56 lat, a Sredni czas

pobytu w krajach strefy miedzyzwrotnikowej i subtropikalnej pacjentéw z malarig
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hospitalizowanych w Osrodku Poznanskim wynosit 207 tygodni. Najwiecej pacjentéw
z tej grupy (n=21) przebywato w krajach gorgcych od 2 do 4 tygodni (44,7%).
Szczegdblng grupe osob stanowili misjonarze, wolontariusze akcji humanitarnych i inni
pracownicy o$rodkdéw misyjnych (n=13), ktérzy pracowali w strefie endemicznego
wystepowania zimnicy od 3 tygodni do 30 lat (Srednio 462 tygodnie). Osobg, ktora
najkrocej przebywata w strefie endemicznego wystepowania malarii byt student
medycyny Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu pochodzenia afrykanskiego, ktéry
po 18 latach nieobecnosci w swoim rodzinnym kraju, odbyt 7-dniowg podréz do

Ghany w celu odwiedzin najblizszej rodziny (Ryc. 18).

Liczba pacjentow

<2tygodni 2-4tygodnie 5-12tygodni 3-12 miesiecy > 1 rok

Ryc. 18. Dlugos¢ pobytu w strefie endemicznej pacjentow z ostra malaria

potwierdzong w Klinice (n=47).

Dla 15 oso6b z grupy badanej byt to pierwszy wyjazd do krajow odmiennej strefy
klimatyczno-sanitarnej (31,9%), jednak wiekszos¢ pacjentéw posiadata juz pewne
doswiadczenie w podrozowaniu do krajow strefy gorgcej zwigzane z wczesniejszymi
wyjazdami lub mieszkaniem w tropiku (68,1%). Wywiad w kierunku przechorowania
zimnicy w przesztosci, podczas pobytu w krajach endemicznych byt dodatni u 21

pacjentow (44,7%); nalezeli do nich przede wszystkim misjonarze pracujgcy od wielu
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lat w trudnych warunkach klimatyczno-srodowiskowych w strefie tropikalnej (n=10;
21,3%) oraz imigranci przebywajacy okresowo lub na state w Polsce (n=5; 10,6%).

Liczba pacjentow, ktorzy skorzystali z profesjonalnej konsultacji u lekarza
specjalisty chordb tropikalnych lub medycyny podrézy, dotyczgcej profilaktyki
zdrowotnej przed i w czasie wyjazdu byfa niska (n=6) (Ryc. 19). Wptyneto to
niekorzystnie na sposob przygotowania medycznego do wyjazdu i zdecydowanie
zwiekszyto ryzyko zachorowania na malarie, gdyz osoby przygotowujgce sie do
wyjazdu samodzielnie, albo dobieraty niewlasciwy dla danej strefy geograficznej lek
przeciwmalaryczny, ktory stosowaty w celu zapobiegania zimnicy, albo nie stosowaty
w ogole farmakologicznej profilaktyki przeciwmalarycznej. Ponadto, jeden z
pacjentow, mimo zalecenh specjalisty medycyny tropikalnej nie stosowat skutecznego
leku przeciwmalarycznego.

Rekomendacje dotyczgce koniecznosci odbycia konsultacji przed wyjazdem do
strefy tropikalnej nie dotyczyly jednego pacjenta, ktéry byt imigrantem z Kenii i

przyjechat do Polski w celach zawodowych na 2 tygodnie.

6; 13%

OPacjenci
konsultowani przez
specjaliste

B Pacjenci bez
konsultacji

40; 87% specjalistycznej

Ryc. 19. Czestos¢ wykonywania konsultacji lekarskich u specjalisty medycyny
podrézy przed wyjazdem do krajow strefy tropikalnej wsréd 46 pacjentéw, u ktérych

potwierdzono malarie w Osrodku Poznanskim.

Odsetek os6b z grupy badanej, ktére stosowaty wiasciwg dla danej strefy

geograficznej profilaktyke przeciwmalaryczng w postaci doksycykliny (n=2) lub
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potaczenia atowakwonu z proguanilem (Malarone) (n=1) byt bardzo niski i wynosit
jedynie 6,4% (n=3). Ponad potowa pacjentéw z malarig rozpoznang w Osrodku
Poznanskim (n=24) nie stosowata Zadnej farmakologicznej profilaktyki
przeciwmalarycznej (51,1%), a 29,8% osob stosowato leki nieskuteczne w danym
rejonie geograficznym (n=14). Do najczestszych btedéw w zakresie profilaktycznego
pobierania preparatéw w kierunku malarii, ktore byty wtasciwie dobrane przez lekarza
(12,8% badanych) nalezato ich nieregularne przyjmowanie podczas pobytu w strefie
endemicznego wystepowania zimnicy (Malarone lub Lariam) (n=3) lub zaprzestanie
kontynuowania leku po powrocie z obszarow tropikalnych (n=3). Do nieskutecznych
lekdw przeciwmalarycznych i ich kombinacji, pobieranych profilaktycznie przez
pacjentow powracajgcych z tropiku z zarazeniem Plasmodium spp. nalezaty:
chlorochina, chlorochina z proguanilem, pirymetamina lub pirymetamina z
Dapsonem, albo pirymetamina z sulfadiazyng (Fansidar) w postaci ,leku w kieszeni”,
przyjmowanego w przypadku pojawienia sie pierwszych objawow klinicznych zimnicy
(Ryc. 20).

%
12,8%
10,6% 51,1%
3%

O Brak chemioprofilaktyki B Pirymetamina lub Pirymetamina/Dapson
O Chlorochina lub Chlorochina/Proguanil O Nieregularne stosowanie leku
B Fansidar w "kieszeni" B Doksycyklina
W Malarone

Ryc. 20. Rodzaj stosowanej farmakologicznej profilaktyki przeciwmalarycznej u
pacjentéow hospitalizowanych lub konsultowanych w Klinice, u ktérych potwierdzono

zimnice (n=47).

Sposréd 50 pacjentow grupy kontrolnej, u ktorych nie stwierdzano ostrego
zarazenia Plasmodium spp., najwiecej oséb zgtaszato sie na badania kontrolne do

Kliniki po powrocie z osrodkéw misyjnych w Afryce (78%), zwlaszcza Kamerunu,

-70 -



Zambii, Czadu, Malawi, Republiki Srodkowoafrykanskiej, Kongo, Togo i
Madagaskaru, natomiast znacznie mniej misjonarzy (10%) przyjezdzato z wysp
Oceanii (Papua-Nowa Gwinea), Ameryki Potudniowej (Peru, Boliwia), czy tez krajow
azjatyckich, takich jak Rosja, Kazachstan, czy tez Japonia (po 6%) (Ryc. 21).
Podobnie jak w przypadku pacjentéw grupy badanej, zdecydowana wiekszosS¢ osob z
grupy kontrolnej przebywata na obszarach tropikalnej Afryki, a liczba o0sob
powracajacych z tego kontynentu byta poréwnywalna w obu grupach (test y? P =
0,3). Misjonarze hospitalizowani w Klinice, pracowali w krajach afrykanskich znacznie
czesciej niz w Ameryce Lacinskiej (test y? P < 0,000001), Azji (test y% P <
0,000001), czy wyspach Dalekiego Pacyfiku (test y?, P < 0,000001).

O Afryka O Ameryka Poludniowa B Oceania B Azja

Ryc. 21. Docelowy kontynent podrézy pacjentéw grupy kontrolnej hospitalizowanych

w Kilinice, u ktérych wykluczono malarie (n=50).

W grupie kontrolnej znajdowali sie wytgcznie misjonarze i misjonarki, siostry
zakonne i ksieza diecezjalni okresowo przebywajgcych w tropiku w celu pracy
duszpasterskiej oraz wolontariusze i osoby swieckie niosgce pomoc humanitarng w
krajach odmiennej strefy klimatyczno-sanitarnej. 46 badanych misjonarzy mieszkato
w warunkach srodowiskowych o istotnym ryzyku zagrozenia zarazeniem Plasmodium
spp. (92%). Czas przebywania w strefie endemicznego wystepowania malarii, a wiec
okres potencjalnej ekspozycji na zarazenie Plasmodium spp. byt dla tych osoéb

zdecydowanie dtuzszy niz w przypadku pacjentow grupy badanej (test T-Studenta, P
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= 0,00002) i wahat sie on od 2 miesiecy do 56 lat ($rednio 15,4 + 12,3 lat),
uwzgledniajgc dwdch imigrantow Afryki, ktorzy przebywali w strefie tropikalnej przez
cate swoje zycie.

Pacjenci grupy kontrolnej byli przygotowywani do wyjazdu przez Centrum
Formacji Misyjnej w Warszawie, gdzie uczestniczyli w cyklicznych seminariach
szkoleniowych na temat zagrozen zdrowotnych wystepujacych w odwiedzanych
rejonach geograficznych i zasad bezpiecznego zachowania sie w odmiennych
warunkach klimatycznych i $rodowiskowych, prowadzonych przez pracownikow
Katedry Choréb Tropikalnych i Pasozytniczych Uniwersytetu Medycznego w
Poznaniu. Wszyscy misjonarze odbywali specjalistyczne konsultacje lekarskie w
zakresie przygotowania medycznego do wyjazdu oraz ochrony zdrowia w tropiku. Ze
wzgledu na dtugi okres pracy w krajach pozaeuropejskich i koniecznos¢ wytworzenia
czesciowej odpornosci przeciwmalarycznej (ang. antimalarial semi-immunity),
misjonarze nie stosowali farmakologicznej profilaktyki przeciwmalarycznej przez caty
okres przebywania w tropiku. Az 42 sposrod 50 osob grupy kontrolnej chorowato w

przesztosci na malarie podczas pobytu w strefie endemicznej (84%).

4.3. Ocena stanu klinicznego badanych pacjentéw

Kryteria Kliniczne i laboratoryjne opracowane przez Swiatowg Organizacje
Zdrowia postuzyty do podziatu przypadkdéw zarazonych Plasmodium spp. na 4 grupy,
w zaleznosci od charakteru przebiegu klinicznego zimnicy i stopnia nasilenia
objawéw chorobowych. Spos$rod 54 przypadkow malarii hospitalizowanych lub
konsultowanych w Os$rodku Poznanskim, u 37 pacjentéw zaobserwowano
niepowiktany przebieg zimnicy (68,5%), u 8 osob przebieg ciezki (14,8%), a u 7
chorych bardzo ciezki (13,0%) (Ryc. 22). U pacjentow z ciezka postacia choroby
stwierdzano co najmniej jeden z markeréw klinicznych lub laboratoryjnych
powiktanej zimnicy (patrz Tabela Il, podrozdziat 3.4.). Pacjenci z bardzo cigezka
forma zarazenia prezentowali co najmniej trzy objawy powiktanej malarii wg
Swiatowej Organizacji Zdrowia oraz spetniali co najmniej jedno z klinicznych
(np. niewydolnosé wielonarzadowa, zapas¢ naczyniowa, sSpiaczka) i
laboratoryjnych (np. hemozoina w leukocytach lub schizonty P. falciparum we
krwi obwodowej) kryteriow zimnicy o przebiegu krytycznym, o powaznym i

niepewnym rokowaniu klinicznym (patrz Tabela Ill, podrozdziat 3.4.). Dwoje
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sposrod 3 pacjentdw hospitalizowanych na oddziatach chordb zakaznych w innych
osrodkach w Polsce zmarto (3,7%) z powodu wielonarzgdowych powiktan w
przebiegu zimnicy. Malaria zostata potwierdzona u tych oséb na podstawie
przestanych do oceny mikroskopowej preparatow cienkich rozmazéw krwi
obwodowej. U Zadnego z 51 pacjentow hospitalizowanych w Klinice nie stwierdzano
odlegtych nastepstw, ani powikfan po przebytej malarii.

O Niepowiktany

B Cigzki

14,8%

OBardzo ciezki

B Agonalny

Ryc. 22. Klasyfikacja przebiegu klinicznego przypadkéw malarii hospitalizowanych

lub konsultowanych w Klinice (n=54).

Pacjenci z grupy badanej byli przyjmowani do szpitala w trybie nagtym z powodu
gorgczki do 40°C poprzedzonej dreszczami (Ryc. 23), uczucia zimna, zlego
samopoczucia, znacznego ostabienia ogdlnego i wzmozonej potliwosci, ktore
wystepowaty we wszystkich przypadkach malarii. Gorgczka miata przewaznie
charakter nieregularny, czesto wystepowata wielokrotnie w ciggu doby, a tylko w
jednym przypadku pojawiata sie w sposdb nawracajgcy co 3-4 dni (pacjent zarazony
P. malariae). U misjonarzy i wolontariuszy akcji humanitarnych gorgczka zwykle nie
przekraczata 39°C i nierzadko obserwowano jedynie stany podgorgczkowe, bdle
miesni i objawy ogolnego rozbicia.

Drugim najczestszym objawem, ktéry zanotowano u 23 pacjentéw byt silny bol
gtowy (42,6%), ktéremu u 4 osob towarzyszyty zawroty gtowy (7,4%), a u 13 chorych
uporczywe nudnosci i/lub  wymioty $wiadczgce o niedotlenieniu przewodu

pokarmowego (24,1%). Dolegliwosci gastroenterologiczne w postaci bolow brzucha i
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luznych wypréznien wystepowaty w 10 przypadkach (18,5%). Pacjenci z malarig
hospitalizowani lub konsultowani w Osrodku Poznanhskim zgtaszali takze objawy ze
strony uktadu oddechowego: u 4 oséb byt to suchy kaszel (7,4%), a u kolejnych
o$miu - objawy dusznosci (14,8%). Ciemne zabarwienie moczu w kolorze poptuczyn
miesnych (tzw. czarnomocz zimniczy) zaobserwowano u 8 chorych (14,8%) (Ryc.
24). Do najrzadszych dolegliwosci nalezat przemijajgcy cinchonizm, ktéry zgtosito
dwoch pacjentdw po leczeniu chining (3,7%). Charakter dolegliwosci klinicznych
wystepujgcych u pacjentdw z malarig, hospitalizowanych lub konsultowanych w

Klinice zestawiono na Rycinie 25.

40
A —e—P. falciparum
39,5 . —
/ \ —— P. vivax
39

w
w X
c O
_—*1
\\

—
———

[ —
_—

3
()] ~
-
ﬁ [
//
/

Temperatura ciata (°C)
w
\‘
[
— ]
T

w
(o]

Dni hospitalizaciji

Ryc. 23. Przyktadowy przebieg toru goraczkowego u pacjentéw z

malarig P. falciparum i P. vivax hospitalizowanych w Klinice.

Pacjenci z ostrym epizodem malarii zgtaszali sie do Kliniki miedzy pierwszg a
czternastg dobg od momentu pojawienia sie objawow klinicznych choroby ($rednia
3,9 £ 3,0 dnia). W pierwszej dobie trwania objawow klinicznych zimnicy do Kliniki
trafito tylko 10 pacjentéw (18,5%), w 2 i 3 dobie gorgczki skierowano 21 o0so6b
(38,9%), w czwartej dobie zostata przyjeta jedna osoba (1,9%), natomiast najwiecej
pacjentow byto kierowanych do szpitala powyzej 4 doby trwania objawow

chorobowych (40,7%). Najpdzniej byt przekazany do Kiliniki misjonarz z
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niepowiktanym zarazeniem P. vivax, ktory trafit do szpitala w 14 dobie objawdw
klinicznych oraz pacjent z zimnicg wywotang przez P. malariae o niewielkiej

parazytemii (ponizej 0,0001%), ktéry zostat przyjety w 10 dobie trwania

nawracajgcych stanéw gorgczkowych.

Ryc. 24. Czarnomocz zimniczy jako niekorzystny marker

| 53

prognostyczny powikianej malarii. Kolekcja wtasna Kliniki.

Najczestszym objawem klinicznym stwierdzanym w badaniu przedmiotowym byta
hepatosplenomegalia: jednoczesne powiekszenie watroby i sledziony zanotowano u
10 pacjentow (18,5%), izolowang splenomegalie stwierdzono u 22 chorych (40,7%), a
hepatomegalie u jednego pacjenta (1,8%).

Kolejnym odchyleniem stwierdzanym podczas badania fizykalnego pacjentéw z
malarig byta zmiana koloru powtok ciata i bton S$luzowych: u 12 pacjentow
zaobserwowano zazotcenie powtok ciata i twardéwek (22,2%), w dwoch przypadkach
wystgpita sinica obwodowa (3,7%), a czterech pacjentow prezentowato objawy skazy
krwotocznej w przebiegu petnoobjawowego zespotu wykrzepiania srodnaczyniowego
(DIC), w postaci wybroczyn i rozlegtych wylewoéw na skorze, cech samoistnego
krwawienia z bton sluzowych jamy ustnej i dzigset oraz przedtuzonego krwawienia z
miejsc wkiucia dozylnego (7,4%).

Dziewieciu pacjentdw wykazywato suchos¢ bton sSluzowych jamy ustnej

Swiadczgcg o odwodnieniu (16,7%), ktére mogto by¢ przyczyng obnizonego cisnienia
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krwi obwodowej u 5 chorych (9,3%) oraz omdlenia u jednego pacjenta (1,8%). U
jednej pacjentki hospitalizowanej w Klinice wykryto powiktang postac ciezkiej malarii

przebiegajgcej z zapascig naczyniowg (ang. ,algid malaria”).

Liczba przypadkow malarii
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Ryc. 25. Dolegliwosci kliniczne zgtaszane przez pacjentéw z malaria,

hospitalizowanych lub konsultowanych w Klinice (n=54).

W 12 przypadkach stwierdzono zaburzenia $wiadomosci o réznym stopniu
nasilenia objawéw Kklinicznych (22,2%): od niewielkiego splatania, az do stanu
gtebokiej Spigczki (n=1) w przebiegu niedotlenienia osrodkowego uktadu nerwowego
w petnoobjawowej malarii mézgowej. Pacjentka z ciezkg malarig mézgowg wywotang
przez P. falciparum hospitalizowana w Osrodku Poznanskim po powrocie z Gabonu i
Kamerunu, oprécz leczenia przeciwpasozytniczego i objawowego, wymagata
transfuzji wymiennej krwi oraz oddechu kontrolowanego i utrzymywania
podstawowych funkcji zyciowych przez okres 4 dni.

Do kolejnych objawéw stwierdzanych w badaniu Klinicznym nalezaty cechy
niewydolnosci nerek w postaci oligurii i/lub hemoglobinurii, ktére zaobserwowano w 9
przypadkach zimnicy (16,7%). NiewydolnosS¢ nerek rozpoznano ponadto u trzech

kolejnych pacjentéw, ktérzy nie prezentowali objawdéw klinicznych, a jedynie
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zaburzenia w badaniach laboratoryjnych. Wszyscy pacjenci z niewydolnoscig nerek
hospitalizowani w Klinice otrzymywali leczenie objawowe i zaden z nich nie wymagat
hemodializoterapii.

Objawy niewydolnosci oddechowej w postaci siedzgcej pozycji ciata, wciggania
miedzyzebrzy oraz przyspieszonego i sptyconego oddechu wystgpity u 9 pacjentéw z
malarig (16,7%); pieciu z nich wymagato wentylacji mechanicznej przy wspotpracy z
oddziatem intensywnej opieki medycznej (9,3%), natomiast tlenoterapia bierna byta
zastosowana w czterech pozostatych przypadkach (7,4%). U jednego pacjenta
hospitalizowanego w Klinice wystgpito ostre powiktanie w postaci obrzeku ptuc
(1,8%).

Do rzadszych objawéw klinicznych nalezata niewydolnos¢ watroby stwierdzana u
2 pacjentow (3,7%) oraz obrzeki obwodowe w jednym przypadku, u pacjenta z
objawami posocznicy (sepsy) w przebiegu malarii (1,8%).

Pacjenci z potwierdzong malarig byli hospitalizowani przez okres od 3 do 40 dni
(Srednio 10,1 + 5,3 dni). Podczas prowadzenia swoistej terapii przeciwpasozytniczej
oraz intensywnego leczenia objawowego w Oddziale Klinicznym, stany gorgczkowe
utrzymywaty sie jeszcze u badanych pacjentéw przez okres 0-9 dni (srednio 2,5 + 1,9
dni). Pacjenci z malarig o przebiegu ciezkim i bardzo ciezkim z powiktaniami ze
strony wielu uktadow i narzgdow wewnetrznych gorgczkowali dtuzej niz chorzy z
niepowiktang postacig zimnicy (test T-Studenta, P = 0,0008).

Zestawienie objawow klinicznych stwierdzanych w badaniu przedmiotowym u
pacjentow z malarig, leczonych Ilub konsultowanych w Osrodku Poznanskim
przedstawia Rycina 26. Do najczesciej obserwowanych powiktan w przebiegu malarii
u pacjentdw goragczkujgcych po powrocie z tropiku, nalezaty cechy niewydolnosci
nerek z zaburzeniami Swiadomosci oraz towarzyszgcym zazoétceniem powiok
skérnych.

W osmiu przypadkach zimnicy o ciezkim przebiegu klinicznym hospitalizowanych
w Osrodku Poznanskim, do aktualnie obowigzujgcych kryteriow powiktanej malarii wg
Swiatowej Organizacji Zdrowia nalezaty: niewydolno$¢ nerek i czarnomocz zimniczy
(n=4), zaburzenia swiadomosci (n=3), zoi#taczka (n=3), ostra niewydolnosé
oddechowa (n=2), kwasica metaboliczna (n=1) oraz petnoobjawowy zespdt
wykrzepiania wewnatrznaczyniowego z cechami skazy krwotocznej (n=1); u 6
chorych stwierdzano objawy niewydolnosci wielonarzgdowej (75,0%). U wszystkich
pacjentéw z ciezkim przebiegiem zimnicy potwierdzono inwazje wywotang przez P.
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falciparum. Czworo sposréd 8 pacjentdw spetnialo dodatkowo kryteria
parazytologiczne ciezkiej postaci inwazji (50%): obecnos¢ wysokiej parazytemii
przekraczajgcej 2% oraz jednoczesnie obecnos¢ schizontéw zarodzca sierpowatego

we krwi obwodowej u jednego z nich (Ryc. 27).

Liczba przypadkéw malarii

Ryc. 26. Objawy kliniczne stwierdzane u pacjentow z malaria, hospitalizowanych lub

konsultowanych w Klinice (n=54).

Sposréd 7 przypadkow zimnicy o bardzo ciezkim przebiegu i powaznym
rokowaniu klinicznym, sze$¢ osob byto hospitalizowanych w Klinice (85,7%),
natomiast jedna pacjentka byta leczona na oddziale choréb zakaznych w
wojewoddztwie Slgskim. Do kryteriow powiktanej malarii stwierdzanych u tych 7
chorych nalezaty: niewydolno$¢ nerek z czarnomoczem zimniczym (n=5), zaburzenia
Swiadomosci lub malaria moézgowa (n=5), zottaczka (n=5), ostra niewydolnosc¢
oddechowa i/lub obrzek ptuc (n=5), kwasica metaboliczna (n=4), cechy skazy
krwotocznej (n=3), niewydolno$¢ watroby z wysokg hipertransaminazemia (n=2),
zapas¢ naczyniowa (n=1) oraz gteboka niedokrwisto$¢ (n=1). W jednym przypadku
stwierdzono az sze$¢ objawdw niewydolnosci wielonarzgdowej (skaza krwotoczna,
czarnomocz  zimniczy, zaburzenia $wiadomosci, zaburzenia oddychania,

niewydolnos¢ watroby i zéttaczka), u kolejnego pacjenta - pie¢ objawow dysfunkcji
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wielonarzgdowej (czarnomocz zimniczy, zaburzenia swiadomosci, niewydolnos¢
oddechowa, niewydolnos$¢ watroby i zottaczka), u trzech pacjentow - cztery kryteria
powiktanej malarii (odpowiednio: malaria mézgowa, skaza krwotoczna, niewydolno$é
nerek, zottaczka oraz kwasica metaboliczna, gteboka niedokrwisto$¢, niewydolnosé
oddechowa, zottaczka, a takze zaburzenia swiadomosci, niewydolnos¢ nerek, skaza
krwotoczna, niewydolnos¢ oddechowa), u jednej pacjentki konsultowanej w Klinice -
trzy wyktadniki ciezkiej zimnicy (zaburzenia $wiadomosci, niewydolno$¢ nerek i
zaburzenia oddychania), natomiast w pozostatym przypadku - jeden objaw kliniczny

bezposrednio zagrazajgcy zyciu (zapasc¢ naczyniowa).

@ niewydolnosé nerek B zaburzenia Swiadomosci Ozoéttaczka
Oniewydolnos¢ oddechowa B kwasica metaboliczna B skaza krwotoczna
Owysoka parazytemia Oschizonty P. falciparum

Ryc. 27. Wyktadniki kliniczne i laboratoryjne powiktanej malarii u 8 pacjentow z

ciezkim przebiegiem choroby, hospitalizowanych w Klinice.

Do niekorzystnych wyktadnikéw Kklinicznych i laboratoryjnych, $wiadczacych o
niepewnym rokowaniu u tych chorych nalezaty: niewydolnos¢ wielonarzgdowa (n=6),
zespot zaburzeh oddychania i obrzek ptuc (n=4), kwasica metaboliczna (n=4),
wysoka hipertransaminazemia (n=2), Spigczka w przebiegu malarii moézgowej (n=1),
zapas¢ naczyniowa (n=1), niskie stezenie antytrombiny Ill w petnoobjawowym
zespole wykrzepiania srodnaczyniowego (n=1) oraz gteboka niedokrwistos¢ (n=1).

Szesciu sposrod 7 pacjentéw z bardzo ciezkim przebiegiem malarii, u ktérych

inwazje wywotato P. falciparum (85,7%) spetniato réwniez kryteria parazytologiczne
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powiktanej postaci zarazenia: krytyczna parazytemia przekraczajgca 10% zarazonych
erytrocytow (n=3) lub wysoka parazytemia >2% (n=3), obecnos¢ schizontow P.
falciparum we krwi obwodowej (n=3) oraz ztogi hemozoiny w granulocytach
obojetnochtonnych (n=2); u 3 o0s6b stwierdzono wiecej niz jeden marker
parazytologiczny powiktanej malarii. W pozostatym przypadku rozpoznano malarie
wywotang przez P. vivax z niewydolnoscig oddechowg, wymagajgcg utrzymywania
podstawowych funkcji zyciowych i prowadzenia oddechu kontrolowanego przez okres
35 dni. Kryteria kliniczne i laboratoryjne powiktanej malarii zostaty u tych 7 pacjentow

zestawione na Rycinie 28.

28,6%

14,3% 14,3%

B czarnomocz zimniczy B zaburzenia Swiadomosci O zéttaczka

Oostra niewydolno$¢ oddechowa B kwasica metaboliczna B skaza krwotoczna
Omalaria mézgowa W obrzek ptuc O niewydolnos$¢ watroby

B zapas¢ naczyniowa B gteboka niedokrwistosé B krytyczna parazytemia
Owysoka parazytemia Oschizonty P. falciparum B hemozoina w leukocytach

Ryc. 28. Wyktadniki kliniczne i laboratoryjne powiktanej malarii u 7 pacjentéw z bardzo

ciezkim przebiegiem choroby, hospitalizowanych lub konsultowanych w Klinice.

Chorzy, ktérzy zmarli z powodu zimnicy w innych osrodkach w Polsce (n=2),
posiadali wyktadniki kliniczne i laboratoryjne niewydolnosci wielonarzgdowej, a takze
parazytologiczne kryteria swiadczgce o ciezkiej postaci malarii i o bardzo ztym
rokowaniu: u obu pacjentow stwierdzono krytycznie wysokg parazytemie we Krwi
obwodowej oraz obecnos¢ ztogdw hemozoiny w krwinkach biatych u jednego z nich.

U 50 misjonarzy z grupy kontrolnej wykluczono ostatecznie ostry epizod zimnicy,
ale u 42 z nich stwierdzono malarie przebytg w przesztosci, podczas pracy w strefie

endemicznej (84,0%). Pacjenci ci zgtaszali mato charakterystyczne dolegliwosci
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kliniczne, takie jak gorgczka lub stany podgorgczkowe w wywiadzie, okresowe bole
brzucha, biegunka, zmiany skorne, kaszel i ostabienie ogolne. U 34 sposrod 50 osob
z grupy kontrolnej wykryto inne parazytozy tropikalne i choroby infekcyjne (68,0%):
petzakowice jelitowg (n=18), filariozy uktadu limfatycznego (n=5), schistosomoze S.
mansoni (n=3) lub S. intercalatum (n=1), leiszmanioze skdérng (n=1), toksokaroze
(n=1), nuzyce (demodekoze) skoéry i rzes (n=1), ukgszenie przez pajgka jadowitego
(n=1), biegunke zakazng (n=2), gorgczke o charakterze infekcyjnym (n=2), trad (n=1),
pneumocystoze i zakazenie wirusem HIV (n=1). U 27 misjonarzy (54,0%)

stwierdzono obecnos¢ wiecej niz jednej choroby egzotycznej (Ryc. 29).

204 2% 2%/— 2%

2%
V[ 8%
10%

36%

B przebyta malaria

O petzakowica jelitowa
Ofilariozy
O schistosomozy

B biegunka infekcyjna

Ogorgczka o innej etiologii

Oleiszmanioza skoérna

Etrad
Onuzyca
B toksokaroza

B ukagszenie przez pajgka

Opneumocystoza

O zakazenie HIV

Ryc. 29. Egzotyczne choroby pasozytnicze i infekcyjne rozpoznane u pacjentow z

grupy kontrolnej (n=50).

4.4. Wyniki leczenia pacjentéow z malarig

Pacjenci z rozpoznanym zarazeniem Plasmodium spp. wymagali wdrozenia
intensywnego leczenia przeciwpasozytniczego oraz objawowego, w zaleznosci od
stwierdzanych cech niewydolnosci wielonarzgdowej i zaburzen w zakresie
parametrow rownowagi wodno-elektrolitowej 1 kwasowo-zasadowej, uktadu
krzepniecia i fibrynolizy, morfologii krwi obwodowej oraz markeréw czynnosci watroby
I nerek (ptyny infuzyjne, przetoczenia krwi i preparatow krwiopochodnych, leki

przeciwgorgczkowe, przeciwzapalne, moczopedne, hemostatyczne,
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przeciwkrwotoczne, hepatoprotekcyjne oraz probiotyki). U jednej pacjentki z malarig
moézgowg i krytyczng parazytemig we krwi obwodowej wynoszacg 18,6%,
przeprowadzono transfuzje wymienng krwi z pozytywnym efektem terapeutycznym.
Zgodnie z aktualnymi wytycznymi Swiatowej Organizacji Zdrowia, w zakresie
ograniczania szybko rozprzestrzeniajgcej sie lekoopornosci na stosowane leki
przeciwmalaryczne, wiekszo$¢ hospitalizowanych przypadkéw zimnicy (n=49)
otrzymywato leczenie skojarzone z zastosowaniem dwodch lub nawet trzech
preparatéw pierwotniakobdjczych (90,7%). Dobor terapii byt ustalany indywidualnie
dla kazdego pacjenta, w zaleznosci od stanu klinicznego chorego, dtugosci
utrzymywania sie objawow chorobowych i czasu zgtoszenia sie do Kliniki, gatunku
(lub gatunkéw) zarodzca zimnicy, intensywnosci inwazji oraz obszaru
geograficznego, w ktorym doszto do zarazenia Plasmodium spp. Chorzy z powiktang
postacig kliniczng zimnicy i cechami niewydolnosci wielonarzgdowej otrzymywali
parenteralne preparaty chininy lub pochodnych artemizyny. U pacjentow zarazonych
P. vivax lub P. ovale nie powracajgcych bezposrednio do rejonéw endemicznego
wystepowania malarii, albo w inwazjach mieszanych wywotywanych przez te gatunki
zarodzca zimnicy, oprocz leczenia ostrego ataku malarii, podawano uzupetniajgco
prymachine dla catkowitej eradykacji wewnatrzwatrobowych hypnozoitow, w celu
zapobiegania odlegtym nawrotom choroby.

Do lekéw przeciwmalarycznych i ich kombinacji, stosowanych u pacjentéw
hospitalizowanych lub konsultowanych w Klinice nalezaty: (i) chinina parenteralna,
podawana w monoterapii (n=3) lub w potgczeniu z dozylng doksycykling (n=2) lub
prymaching (n=1), (ii) chinina doustna w skojarzeniu z prymaching (n=3) lub
doksycykling i prymaching (n=1), (iii) artemeter podawany domiesniowo w potgczeniu
z doksycykling (n=1), klindamycyng (n=1), prymaching (n=1) lub doksycykling i
prymaching (n=1), (iv) artemeter w formie doustnej w skojarzeniu z doksycykling
(n=4), prymaching (n=3) lub halofantryng i doksycykling (n=1), (v) meflochina w
monoterapii (n=2) lub w pofgczeniu z doksycykling (n=16), chloroching (n=1) lub
doksycykling i prymaching (n=4), (vi) artemeter z lumefantryng i doksycykling (n=6)
lub artemeter z lumefantryng i prymaching (n=1), a takze (vii) chlorochina podawana
w potfgczeniu z doksycykling (n=1) lub prymaching (n=1). Najczesciej stosowane
formy skojarzonego leczenia przeciwmalarycznego zawieralty w swoim skiladzie

meflochine (42,6%) lub artemeter (35,2%). Zestawienie sposobow indywidualnie
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dobranej terapii przeciwpasozytniczej u badanych pacjentéw z malarig przedstawiono
na Rycinie 30.

Bchinina i.v./chinina i.v. + doksycyklina/chinina i.v. + prymachina

B chinina p.o. + prymachina/chinina p.o. + doksycyklina + prymachina

Dartemeter i.m.+doksycyklina lub klindamycyna/artemeter i.m.+doksycyklina+prymachina/artemeter i.m.+prymachina
Oartemeter p.o. + doksycyklina/artemeter p.o. + prymachina/artemeter p.o. + halofantryna + doksycyklina

B meflochina/meflochina + chlorochina/meflochina + doksycyklina/meflochina + doksycyklina + prymachina
Oartemeter + lumefantryna + doksycyklina/artemeter + lumefantryna + prymachina

M chlorochina + doksycyklina/chlorochina + prymachina

Ryc. 30. Rodzaj swoistej terapii przeciwpasozytniczej stosowane] w przypadkach

malarii rozpoznanych w Klinice (n=54).

4.5. Analiza parametréw laboratoryjnych

45.1. Ocena podstawowych parametréow  morfologiczno-

biochemicznych krwi obwodowej i moczu u badanych pacjentéow

Ws$8rdéd 54 przypadkdéw ostrej malarii, hospitalizowanych lub konsultowanych w
Klinice, do najczesciej wystepujgcych i najbardziej charakterystycznych zaburzen
laboratoryjnych  nalezaty: wysokie poziomy markerow zapalnych (odczyn
Biernackiego, biatko C-reaktywne, prokalcytonina) (77,8%), trombocytopenia
(74,1%), hiperbilirubinemia (53,7%), zmiany w uktadzie krzepniecia (55,5%) w postaci
wysokiego stezenia D-dimeréw oraz przedtuzonych czasow krwawienia i krzepniecia
(48,1%) oraz cechy petnoobjawowego zespotu wykrzepiania srédnaczyniowego z
niskim stezeniem fibrynogenu oraz antytrombiny Ill (7,4%), hipertransaminazemia
(42,6%), zaburzenia elektrolitowe (hiponatremia i hipokaliemia) (40,7%),

podwyzszone stezenie mocznika i kreatyniny (22,2%), niedokrwistos¢ (37,0%),

-83-



leukopenia (35,2%), kwasica metaboliczna z wysokim stezeniem kwasu mlekowego
w surowicy oraz niskim poziomem wodoroweglanow we krwi wiosniczkowej (13,0%),
hipergammaglobulinemia (3,7%), leukocytoza (1,8%), a takze biatkomocz (51,8%) i
hemoglobinuria (14,8%) (Ryc. 31).

45+
40+
351
30+
25+
20+

malarii

Liczba przypadkéow

Ryc. 31. Odchylenia laboratoryjne u pacjentéw z malarig rozpoznang w Klinice (n=54).

Sposréd  niekorzystnych  wyktadnikow laboratoryjnych powiklanej malarii o
niekorzystnym znaczeniu prognostycznym wg kryteriow Swiatowej Organizacji
Zdrowia (patrz Tabela lll, podrozdziat 3.4.) u badanych pacjentow najczesciej
obserwowano: wysokie poziomy mocznika i kreatyniny (n=12), wysokg aktywnos¢
aminotransferaz (> 3-krotng) (n=2), cechy kwasicy metabolicznej (n=7), parametry
zespotu wykrzepiania s$rodnaczyniowego (n=4), gtebokg niedokrwistos¢ (n=1) i
leukocytoze (n=1). Trombocytopenia, wysokie stezenia markerow zapalnych oraz
hiperbilirubinemia, chociaz wystepowaty u wiekszosci badanych pacjentow z malarig,
nie mogly by¢ wykorzystane w ocenie stanu klinicznego, gdyz obserwowano je

czesto rowniez w niepowiktanych przypadkach zimnicy.
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4.5.2. Analiza mikroskopowa preparatow grubej kropli i cienkiego
rozmazu krwi obwodowej w kierunku zarodzcéw malarii u badanych

pacjentow

W badanej grupie 54 pacjentow z ostrym epizodem malarii, na podstawie
dodatnich wynikow preparatow grubej kropli i cienkiego rozmazu krwi obwodowej,
potwierdzono zarazenie Plasmodium spp. u wszystkich pacjentéw. Gatunkiem
zarodzca zimnicy, ktory wywotat wiekszosS¢ zarazen byt zarodziec sierpowaty P.
falciparum, ktéry u 35 osob byt jedynym rozpoznanym gatunkiem (64,8%). Inwazja P.
falciparum zostata réwniez stwierdzona we wszystkich trzech przypadkach zimnicy
hospitalizowanych w oddziatach choréb zakaznych potudniowej Polski i
konsultowanych w Klinice. Drugg pod wzgledem czestosci wystepowania byta
inwazja P. vivax, stwierdzona w 11 przypadkach malarii (20,4%). Sposrod dwoch
kolejnych pacjentow (3,7%), jedna osoba chorowata na malarie wywotang przez P.
ovale, a kolejna byta zarazona rzadkim gatunkiem P. malariae. W badaniach grubej
kropli i cienkiego rozmazu krwi obwodowej stwierdzano takze inwazje mieszane,
ktére stanowity 11,1% wszystkich rozpoznahn mikroskopowych (n=6). Pieciu
pacjentow chorowato na malarie wywotang przez P. falciparum i P. vivax (9,3%), a u
jednej osoby zarazeniu P. falciparum towarzyszyto P. malariae (1,85%). tgcznie,
inwazje wywotywane przez P. falciparum lub zarazenia mieszane, w ktorych jednym z
wykrywanych gatunkéw byt zarodziec sierpowaty, stanowity 75,9% badanych
przypadkow malarii (n=41). W analizowanych w Klinice przypadkach malarii nie
wykrywano zarazen mieszanych wywotywanych przez wiecej niz dwa gatunki
zarodzca zimnicy.

U trzech pacjentéw hospitalizowanych w Klinice z powodu inwazji P. vivax
pojawity sie nawroty zarazenia w ciggu kilku miesiecy od wystgpienia pierwszego
epizodu zimnicy (5,6%): u dwoch osob - dwukrotnie i u jednego pacjenta -
jednokrotnie. Z kolei u innego pacjenta hospitalizowanego z powodu malarii P.
falciparum, po miesigcu od zakonczenia celowanego leczenia ostrego ataku malarii
ujawnita sie wspotistniejgca inwazja P. vivax i jej reaktywacja po kolejnych 3
tygodniach (patrz podrozdziat 3.2.1.). Pacjent ten nie zastosowat sie do leczenia
prymaching w celu eradykacji wewngtrzwatrobowych hypnozoitow P. vivax z powodu

kolejnego wyjazdu do krajow tropikalnych w celach stuzbowych. Podczas
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prowadzenia badan objetych tematykg rozprawy doktorskiej, w Klinice nie
obserwowano reaktywacji zarazenia P. ovale ani P. malariae.

Czestos$¢ wystepowania poszczegodlnych gatunkdéw zarodzca zimnicy, ustalonych
na podstawie mikroskopowego badania parazytologicznego krwi obwodowej u

badanych pacjentoéw zestawiono na Rycinie 32.

B P. falciparum OP. falciparum + P. vivax
OP. falciparum + P. malariae EP. vivax

B P. ovale B P. malariae

Ryc. 32. Czestos¢ wystepowania poszczegélnych gatunkow Plasmodium spp. we kKrwi
obwodowej badanych pacjentéw z malaria, hospitalizowanych lub konsultowanych w
Klinice (n=54).

Inwazje wywotywane przez P. falciparum i zarazenia mieszane dotyczyty przede
wszystkim pacjentéw, ktérzy przebywali w Afryce (85,4%), a sposrod krajow
afrykanskich ten gatunek zarodzca zimnicy najczesciej importowano z Ghany,
Kamerunu i Nigerii. Pacjenci zarazeni zarodzcem sierpowatym, ktorzy importowali
zimnice z Oceanii, Azji Potudniowo-Wschodniej i Ameryki Potudniowej stanowili
kolejno 7,3%, 4,9% i 2,4% badanych. Zarazenia wywotywane wytgcznie przez P.
vivax byly przewaznie nabywane przez osoby podrozujgce poza subkontynentem
afrykanskim: w krajach Azji i wyspach Dalekiego Pacyfiku (71,4%). Prawie potowa
pacjentow z zimnicg wywotang przez P. vivax powracata z Indonezji (42,9%). Kraje
Afryki Subsaharyjskiej i wyspy Oceanii odwiedzita taka sama liczba pacjentéw
zarazonych zarodzcem ruchliwym (odpowiednio po 28,6%). W przypadku inwazji P.

ovale oraz P. malariae, zimnice wywotang tymi gatunkami zarodzca zawleczono
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wytgcznie z Afryki (Zambia i Gabon). Rozkfad poszczegdlnych gatunkéw Plasmodium
spp. importowanych z roznych rejonow geograficznych Swiata przedstawiono na

Rycinie 33.

100% -
90% -
80% -

OP. malariae

OP. ovale

B P. vivax

@ P. falciparum + P. malariae

70% A
60%
50% 1
40% - OP. falciparum + P. vivax
B P. falciparum

30% -

20% -

10% -

0% -

Afryka Oceania Azja Ameryka
Potudniowo- Potudniowa
Wschodnia

Ryc. 33. Zalezno$¢ pomiedzy rozpoznanym gatunkiem zarodzca zimnicy, a
kierunkiem podrézy pacjentéow z malarig, hospitalizowanych lub konsultowanych w
Klinice (n=54).

Zarodziec sierpowaty byt odpowiedzialny za wszystkie przypadki malarii
nabywanej przez imigrantéw z krajow strefy tropikalnej, przebywajgcych okresowo w
Polsce w celach edukacyjnych lub zarobkowych i odwiedzajgcych czionkéw rodzin w
ojczyznie oraz u oséb mieszkajgcych na state w Afryce i podrézujgcych do Polski w
celach stuzbowych (100%). Gatunek P. falciparum i inwazje mieszane byty
obserwowane zdecydowanie czesciej podczas wyjazdow do pracy w osrodkach
misyjnych oraz innych podrozy o charakterze zawodowym (82,8%), niz w czasie
wyjazdow turystyczno-rekreacyjnych do obszarow klimatu miedzyzwrotnikowego i
subtropikalnego (60%) (test xz, P =0,0003). P. falciparum okazat sie by¢ szczegdlnie
czestym zagrozeniem dla misjonarzy dtugotrwale przebywajgcych w tropiku w
skromnych warunkach klimatyczno-sanitarnych  (84,6%) niz dla turystow

wyjezdzajacych w celach wypoczynkowych (test x%, P = 0,03). Natomiast najwieksza
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liczbe inwazji mieszanych wywotywanych przez P. falciparum i P. vivax notowano
podczas podrozy turystycznych (60%). Podobnie, izolowane zarazenia P. vivax byty
wykrywane znacznie czesciej wsrdd turystow (40%), niz u misjonarzy (7,7%) i innych
0séb wyjezdzajacych do tropiku w celach zawodowych (12,5%) (test % P <
0,000001) (Ryc. 34).

100% /
90%
80%
70%
60%
50% -
40% A
30% +
20%
10% -
0%
turystyka/rekreacja praca wyjazd stuzbowy odw iedziny
misyjna/humanitarna krew nych/imigranci
z Afryki
B P. falciparum OP. falciparum + P. vivax @ P. falciparum + P. malariae
B P. vivax OP. ovale OP. malariae

Ryc. 34. Zaleznos¢ pomiedzy celem podrézy do krajow strefy miedzyzwrotnikowej i

subtropikalnej a gatunkiem zarodzca zimnicy rozpoznanym w Klinice (n=54).

Na podstawie analizy danych pacjentdw z zimnicg wykazano, ze istniata
bezposrednia zaleznoS¢ pomiedzy przebiegiem klinicznym malarii, a gatunkiem
zarodzca, ktory byt odpowiedzialny za wywotanie choroby. Zarodziec sierpowaty i
zarazenia mieszane byly odpowiedzialne za 100% przypadkdéw smiertelnych oraz o
charakterze ciezkim, a takze 85,7% przypadkow o przebiegu bardzo ciezkim. P. vivax
wywotat tylko jeden przypadek zimnicy o przebiegu bardzo ciezkim z objawami
niewydolnosci oddechowej u chorego powracajgcego z Papui-Nowej Gwinei,
obcigzonego wrodzong niedokrwistoscig  mikrosferocytowg i niedoborem
dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej. U wiekszosci pacjentdéw z izolowang inwazjg
P. vivax obserwowano klasyczny, niepowiktany obraz Kkliniczny malarii (85,7%).

Ciezkie postaci powiktanej zimnicy byty tylko nastepstwem zarazenia P. falciparum
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lub inwazji mieszanych. Pozostate gatunki P. ovale i P. malariae byty odpowiedzialne

wytgcznie za niepowiktane przypadki malarii (Ryc. 35 i 36).

100% -
80% -
60%
40%
20%
O% ' T T T T T
P. falciparum P. vivax P. falciparum + P. falciparum + P. ovale P. malariae
P. vivax P. malariae
B zgon O przebieg bardzo ciezki O przebieg ciezki H przebieg niepowikiany

Ryc. 35. Zaleznos¢ pomiedzy rozpoznanym gatunkiem Plasmodium spp. a charakterem
przebiegu klinicznego malarii u pacjentéw hospitalizowanych lub konsultowanych w
Klinice (n=54).

Szczegotowa analiza mikroskopowa preparatow grubej kropli i cienkiego rozmazu
krwi obwodowej u pacjentow z malarig, umozliwita ujawnienie obecnosci
parazytologicznych wyktadnikéw o istotnym znaczeniu rokowniczym (patrz Rycina 12
A i B, podrozdziat 3.5.1.). Niekorzystne markery prognostyczne zaobserwowano w
rozmazach krwi obwodowej w 13 przypadkach malarii (24,1%). NajczesSciej
wykrywanym wyktadnikiem parazytologicznym powiktanej zimnicy byta wysoka
intensywnos¢ inwazji, ktéra zostata potwierdzona u 7 pacjentéw (13,0%). U kolejnych
5 chorych odsetek zarazonych erytrocytéw osiggnat poziom krytyczny przekraczajgcy
10% zarazonych krwinek czerwonych (9,3%), a najwyzszy, notowany poziom
parazytemii w postaci agonalnej malarii, importowanej z Nigerii wynosit az 26,5%.
Dodatkowo, obecnos¢ schizontéw P. falciparum w erytrocytach krwi obwodowej
stwierdzono u 4 chorych z ciezkim i bardzo ciezkim przebiegiem klinicznym malarii
(7,4%), a krysztaty hemozoiny wykazano w granulocytach obojetnochtonnych u 4
pacjentow (7,4%) (Ryc. 37).
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Ryc. 36. Zaleznos¢ pomiedzy przebiegiem klinicznym malarii a rozpoznanym gatunkiem

Plasmodium spp. u pacjentéw hospitalizowanych lub konsultowanych w Klinice (n=54).

Liczba przypadkéw malarii

Ryc. 37. Czestos¢ wystepowania niekorzystnych wyktadnikéw parazytologicznych
powiklanej malarii u pacjentéw hospitalizowanych lub konsultowanych w Klinice
(n=54).
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W 4 przypadkach ostrej malarii zaobserwowano obecnos¢ wiecej niz jednego
niekorzystnego rokowniczo markera parazytologicznego powiktanej zimnicy (7,4%): u
2 os6b byta to odpowiednio krytyczna lub wysoka parazytemia wraz z obecnos$cig
schizontéw P. falciparum i ztogdw hemozoiny w granulocytach, u jednego pacjenta -
krytyczna parazytemia oraz hemozoina w leukocytach, a w ostatnim przypadku -
zarowno wysoka parazytemia, jak i obecnos¢ schizontow P. falciparum w
erytrocytach krwi obwodowej. Najwyzsza intensywnos$¢ inwazji P. falciparum
obserwowana wsrdéd pacjentéw leczonych w Klinice z pozytywnym efektem
terapeutycznym osiggneta 18,6%. W dwdch przypadkach zgonow rejestrowanych w
oddziatach chor6b zakaznych, w przestanych do oceny parazytologicznej rozmazach
krwi obwodowej, potwierdzono obecnos¢ skrajnie wysokiej parazytemii (odpowiednio
9,9% oraz 26,5%) oraz ztogdbw hemozoiny w granulocytach obojetnochtonnych u

jednego z pacjentow.

45.3. Wyniki wystepowania swoistych przeciwcial w kierunku

Plasmodium spp. we krwi obwodowej badanych pacjentow

W dniu przyjecia do szpitala, sposrod 54 przypadkow malarii, dodatni poziom
catkowitej puli swoistych przeciwciat IgM-IgG w kierunku Plasmodium spp. posiadato
34 pacjentéw (63,0%), u 5 oséb wynik testu byt watpliwy (9,2%), natomiast u 15
chorych nie stwierdzono przeciwciat w kierunku malarii w surowicy krwi obwodowej
(27,8%). Wsréd 34 seropozytywnych pacjentdow, umiarkowanie dodatni poziom
przeciwciat (1/80 — 1/160) wykazywato 10 oséb (29,4%), natomiast w 24 przypadkach
(70,6%) poziom przeciwciat byt wysoki (> 1/320). Podczas hospitalizacji w Klinice, u 6
kolejnych pacjentow zaobserwowano serokonwersje swoistych przeciwciat w
kierunku Plasmodium spp (11,1%). tacznie, obecnos¢ przeciwciat IgM-IgG w
kierunku zarodzca zimnicy potwierdzono w 40 przypadkach malarii (74,1%). Dodatni
poziom swoistych przeciwciat w kierunku Plasmodium spp. obserwowano znacznie
czesciej u pacjentdow z zarazeniem P. falciparum i w inwazjach mieszanych, niz w
przypadku malarii wywotywanej przez gatunki inne niz P. falciparum (test y? P <
0,000001). Pacjenci, ktorzy wielokrotnie podrézowali do strefy endemicznego
wystepowania malarii lub pochodzili z krajéw afrykanskich (imigranci), znacznie
czesciej wykazywali dodatni poziom przeciwciat we krwi obwodowej niz osoby, ktore

powrdcity z pierwszej wyprawy tropikalnej (test xz, P =0,006).
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WsSréd 50 misjonarzy z grupy kontrolnej, 26 pacjentow posiadato obecnosc¢
swoistych przeciwciat IgG w kierunku Plasmodium spp. (52,0%), Swiadczacg o
uzyskaniu czesciowej odpornosci przeciwmalarycznej u tych oséb. U jednego
misjonarza powracajgcego z Togo, stwierdzono watpliwy wynik testu (2,0%),
natomiast u 23 osoOb nie wykazano obecnosci przeciwciat we krwi obwodowe;j
(46,0%). Sposrod 26 seropozytywnych misjonarzy, 18 badanych posiadato wysoko
dodatni poziom swoistych przeciwciat w kierunku zarodzca zimnicy (69,2%),
natomiast u 8 pozostatych pacjentéw wartosci przeciwciat byty umiarkowanie
podwyzszone (30,8%). Pacjenci z potwierdzong malarig posiadali znacznie czesciej
dodatni poziom swoistych przeciwciat w kierunku zarodzca zimnicy niz misjonarze z
grupy kontrolnej (test 2, P = 0,000002).

Profil immunologiczny swoistych przeciwciat IgM-IgG w kierunku Plasmodium spp.

u chorych z malarig oraz w grupie kontrolnej zostat przedstawiony na Rycinie 38.

Liczba przypadkéw malarii

< 1/20 1/20-1/40 1/80-1/160 1/320 i powyzej

B Pacjenci z malaria B Misjonarze grupy kontrolnej

Ryc. 38. Poréwnanie wynikéw wystepowania swoistych przeciwcial w kierunku

Plasmodium spp. u pacjentow z malarig (n=54) oraz w grupie kontrolnej (n=50).
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4.5.4. Wyniki szybkiego testu immunochromatograficznego w

kierunku antygenéw Plasmodium spp. u badanych pacjentow

Sposréd 54 przypadkdéw malarii, rozpoznanych na podstawie obecnosci form
rozwojowych Plasmodium spp. w erytrocytach krwi obwodowej, dodatni wynik testu
immunochromatograficznego wskazujgcy na obecnos¢ zaréwno antygenu HRP-2 P.
falciparum, jak i dehydrogenazy mleczanowej swoistej dla rodzaju Plasmodium
(pLDH) stwierdzono w dniu przyjecia do szpitala u potowy badanych pacjentéw
(n=27).

Ws8réd 27 osdéb posiadajgcych oba antygeny Plasmodium spp. we Krwi
obwodowej (50%), znajdowaty sie 24 inwazje wywotane wytacznie przez zarodzca
sierpowatego (88,9%), dwa zarazenia mieszane spowodowane przez P. falciparum i
P. vivax. (7,4%) oraz jedno zachorowanie na malarie P. vivax (3,7%). Pacjent z
zarazeniem P. vivax byt juz uprzednio hospitalizowany w Klinice z powodu zimnicy P.
falciparum w okresie 3 tygodni poprzedzajgcych wykonanie oznaczen, stad tez
wykrywany u niego antygen HRP-2 utrzymywat sie we krwi obwodowej w zwigzku z
poprzednim epizodem zimnicy.

Dodatni wynik testu w zakresie obecnosci samego antygenu HRP-2 uzyskano w
10 przypadkach malarii (18,5%); u wszystkich tych oséb potwierdzono zarazenie P.
falciparum na podstawie badania mikroskopowego rozmazéw krwi obwodowe;.
t gcznie, obecnos¢ biatka bogatego w histydyne wykryto u 37 pacjentow (68,5%), co
stanowito 97,1% chorych na malarie wywotang przez zarodzca sierpowatego, 87,8%
pacjentow z zarazeniem, w ktorym co najmniej jednym z rozpoznanych gatunkow
byto P. falciparum (P. falciparum i malaria mieszana) oraz tylko 33,3% o0s6b z
rozpoznang mikroskopowo inwazjg mieszang.

Test immunochromatograficzny wykazat obecnos¢ dehydrogenazy mleczanowej
Plasmodium spp. (pLDH), jako jedynego wykrywanego antygenu, tylko w 15
przypadkach malarii (27,8%), a wsrod nich w 10 zarazeniach wywofanych jedynie
przez P. vivax (66,6%), 3 inwazjach mieszanych P. falciparum i P. vivax (20,0%),
jednym przypadku zimnicy wywotanej przez P. falciparum (6,7%) oraz jednym,
izolowanym zarazeniu P. malariae (6,7%). tacznie, nieswoista gatunkowo
dehydrogenaza mleczanowa byta wykrywana w 42 przypadkach zimnicy (77,8%), co
stanowito 100% pacjentéw zarazonych zarodzcem ruchliwym, jak i rowniez 100%

0s6b z inwazjg, w ktorej jednym z rozpoznanych mikroskopowo gatunkow byto P.
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vivax (P. vivax oraz inwazja mieszana P. falciparum i P. vivax), 71,4% pacjentéw z
izolowang inwazjg P. falciparum i tylko 50,0% przypadkéow malarii wywotywanych
przez inne gatunki niz P. falciparum i P. vivax (inwazje P. ovale i P. malariae).

Tylko w dwoch przypadkach malarii, potwierdzonych badaniami mikroskopowymi
krwi obwodowej, test immunochromatograficzny nie wykazat obecnosci zadnych
antygenow Plasmodium spp. we krwi obwodowej (3,7%). Wynik fatszywie ujemny byt
obserwowany u pacjenta z izolowang zimnicg P. ovale oraz u chorego z inwazjg
mieszang wywotang przez P. falciparum i P. malariae o bardzo niewielkie]
intensywnosci zarazenia, rozpoznanego jedynie na podstawie analizy preparatéw
grubej kropli, przy ujemnych cienkich rozmazach krwi obwodowe;.

Uzyskane wyniki badan wykazaty, iz w poréwnaniu do tradycyjnej analizy
mikroskopowej, czuto$¢ diagnostyczna metody w zakresie wykrywania malarii
wywotywanej przez jakikolwiek gatunek Plasmodium sp. ksztattowata sie na poziomie
96,3%, natomiast okazata sie ona catkowicie niewystarczajgca dla wykrywania
inwazji P. ovale. W przypadku zarazen, w ktérych jednym z wykrywanych gatunkow
byt zarodziec ruchliwy (P. vivax lub inwazja mieszana P. falciparum i P. vivax),
obserwowana czutos¢ diagnostyczna techniki immunochromatograficznej nie byta
zbyt wysoka i wynosita jedynie 82,4%. Natomiast warto$¢ predykcyjna dodatnia testu
dla rozpoznawania malarii bez réznicowania gatunkowego Plasmodium sp. osiggata
w badanym materiale klinicznym poziom 100%.

Czestos¢ wykrywania antygenu HRP-2 P. falciparum oraz dehydrogenazy
mleczanowej Plasmodium spp. i ich profil wystepowania w dniu przyjecia do szpitala,
w zaleznosci od mikroskopowego rozpoznania parazytologicznego przedstawiono na
Rycinie 39 i 40.

U 6 pacjentdow z ostrg malarig, wyniki tradycyjnych badan mikroskopowych krwi
obwodowej w kierunku obecnosci form rozwojowych Plasmodium spp. oraz wyniki
testu immunochromatograficznego wykrywajgcego swoiste antygeny zarodzca
zimnicy w dniu przyjecia do Kliniki nie byty zgodne (11,1%). Oprécz dwoch wynikéw
catkowicie ujemnych opisanych powyzej (3,7%), u czterech pacjentéw wykazano
obecnos¢ wytgcznie dehydrogenazy mleczanowej swoistej dla Plasmodium spp.
(7,4%), gdy tymczasem mikroskopowe badania parazytologiczne wskazywaty na
obecno$¢ malarii mieszanej wywotanej przez P. falciparum i P. vivax w trzech
przypadkach (5,6%) oraz izolowanej inwazji P. falciparum u pozostatego pacjenta

(1,8%). U jednego chorego zaobserwowano opéznione pojawienie sie antygenu
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HRP-2 swoistego dla P. falciparum w badaniu kontrolnym, co ostatecznie
potwierdzito parazytologiczne rozpoznanie malarii mieszanej wywotanej przez oba
gatunki Plasmodium. W dwoch kolejnych przypadkach, mimo wyniku testu
immunochromatograficznego wykrywajgcego wytgcznie dehydrogenaze, stwierdzono
niezaleznie  obecno$¢ antygenu HRP-2 P. falciparum w technice
immunoenzymatycznej ELISA, potwierdzajgc ostatecznie mikroskopowe rozpoznanie
malarii  mieszanej u tych chorych (patrz podrozdziat 4.5.5.). Test
immunochromatograficzny okazat sie wiec zrédtem trzech wynikow fatszywie
ujemnych dla antygenu HRP-2 w mieszanych postaciach malarii wywotanych przez
P. falciparum i P. vivax w dniu przyjecia do Kliniki (5,6%).
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HRP-2 i pLDH HRP-2 pLDH Brak antygenéw

OP. falciparum OP. falciparum + P. vivax OP. falciparum + P. malariae
B P. vivax B P. ovale OP. malariae

Ryc. 39. Poréwnanie czestosci wykrywania poszczegélnych antygenéw zarodzca
zimnicy w tescie immunochromatograficznym w odniesieniu do rozpoznania
mikroskopowego u pacjentéw z malarig hospitalizowanych i konsultowanych w Klinice
(n=54). Objasnienia: HRP-2: biatko bogate w histydyne swoiste dla P. falciparum; pLDH:

nieswoista gatunkowo dehydrogenaza mleczanowa Plasmodium spp.

Natomiast u ostatniego pacjenta, u ktorego rozpoznano wstepnie inwazje
wywotang przez =zarodzca sierpowatego, technika immunochromatograficzna
pozwolita na obiektywng weryfikacje klasycznej diagnostyki mikroskopowej i ustalenie

ostatecznego rozpoznania parazytologicznego. W tym trudnym diagnostycznie
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przypadku malarii, wykluczono zarazenie P. falciparum i potwierdzono jednoznacznie
izolowang inwazje P. vivax, co zostato dodatkowo udokumentowane pojawieniem sie
klinicznego nawrotu zarazenia po uptywie 3 miesiecy od leczenia ostrego ataku
malarii oraz brakiem obecnosci antygenu HRP-2 w tescie immunoenzymatycznym
ELISA (patrz podrozdziat 4.5.5.). Podsumowujgc, test immunochromatograficzny
wykazat wyzszg wartoS¢ diagnostyczng w poréwnaniu do tradycyjnego badania
mikroskopowego krwi obwodowej u jednego, sposrod 54 przypadkdéw malarii
rozpoznanych w Klinice (1,8%). Wspotczynnik korelacji r Spearmana uzyskanych
wynikow  szybkiego testu immunochromatograficznego z  rozpoznaniami
parazytologicznymi  klasycznego badania mikroskopowego rozmazéw  krwi

obwodowej wynosit 0,737.
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40%-/
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0%-
P. falciparum P. falciparum P. falciparum P. vivax P. ovale P. malariae
+ P.vivax + P. malariae
OHRP-2i pLDH OHRP-2 EpLDH B Brak antygenow
Ryc. 40. Profil wykrywanych antygenéw zarodzca zimnicy w tescie

immunochromatograficznym w zaleznosci od rozpoznania mikroskopowego u
pacjentéow z malarig hospitalizowanych i konsultowanych w Klinice (n=54). Objasnienia:
HRP-2: biatko bogate w histydyne swoiste dla P. falciparum; pLDH: nieswoista gatunkowo

dehydrogenaza mleczanowa Plasmodium spp.

Po uwzglednieniu powyzszych obserwacji, czutos¢ diagnostyczna szybkiego testu

immunochromatograficznego dla rozpoznawania izolowanej inwazji P. falciparum
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okazata sie bardzo wysoka i wynosita 100%, dla wykrywania malarii wywotywanej
jednoczesnie przez P. falciparum i P. vivax, jak i rowniez dla wszystkich zarazen
mieszanych ksztattowata sie na zdecydowanie nizszym poziomie rownym 60,0%,
natomiast dla gatunku P. malariae wynosita jedynie 50,0%. Podobnie, w
analizowanym materiale klinicznym, czutos¢ diagnostyczna zastosowanej techniki
immunochromatograficznej dla wykrywania inwazji wywotywanych wytgcznie przez P.
vivax osiggneta wysokg wartos¢ rowng 100%, natomiast dla r6znicowania zarazen
innych niz P. falciparum lub P. falciparum w potgczeniu z P. vivax byta ona
zdecydowanie nizsza i wynosita tylko 86,7%. Z kolei, wartos¢ predykcyjna dodatnia
metody immunochromatograficznej dla rozpoznawania izolowanych inwazji
wywotywanych przez P. vivax lub P. falciparum osiggneta 100%, natomiast dla
zarazen mieszanych P. falciparum i P. vivax ksztattowata sie na nizszym poziomie

wynoszgcym 83,3%.

Przebieg Przebieg ciezki Przebieg bardzo Przebieg
niepowiktany ciezki agonalny
B HRP-2i pLDH OHRP-2 B pLDH B Brak antygenow

Ryc. 41. Rozkiad swoistych antygenéw zarodzca zimnicy we krwi obwodowej w
zaleznosci od przebiegu klinicznego malarii u pacjentéw hospitalizowanych lub
konsultowanych w Klinice (n=54). Objasnienia: HRP-2: biatko bogate w histydyne swoiste

dla P. falciparum; pLDH: nieswoista gatunkowo dehydrogenaza mleczanowa Plasmodium

SpPpP.
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Profil wykrywanych antygendw zarodzca zimnicy byt zréznicowany w zaleznosci
od charakteru przebiegu klinicznego choroby. Biatko bogate w histydyne byto
wykrywane u wiekszosci pacjentdw z malarig o przebiegu ciezkim oraz bardzo
ciezkim, odpowiednio w 87,5% oraz 85,7% przypadkéw, a odsetek osob z izolowang
obecnoscig dehydrogenazy mleczanowej wynosit u tych chorych jedynie 12,5% oraz
14,3%. U dwoch pacjentow z agonalnym przebiegiem klinicznym zimnicy stwierdzono
obecnos¢ wytgcznie antygenu HRP-2 P. falciparum (100%). Réznica w czestosci
wystepowania swoistego antygenu HRP-2 w przypadkach malarii o przebiegu
agonalnym oraz ciezkim i bardzo ciezkim okazata sie statystycznie istotna (test 32, P
= 0,0008). U pacjentéw z malarig niepowiklang, biatko bogate w histydyne
wykrywano znacznie rzadziej (59,4%), niz w pozostatych grupach pacjentéw
zarazonych Plasmodium spp. (test % P < 0,000001). Czesto$é wykrywania
swoistych antygendw zarodzca zimnicy we krwi obwodowej, w zaleznosci od

przebiegu klinicznego malarii przedstawiono na Rycinie 41.

Liczba pacjentow

HRP-2 i pLDH HRP-2 pLDH Brak antygenéw

B W dniu przyjecia do szpitala B Po zakonczeniu leczenia

Ryc. 42. Czestos¢ wykrywania poszczegolnych antygenéw zarodzca zimnicy we krwi
obwodowej u pacjentéw z malarig przed i po ukonczeniu swoistego leczenia.
Objasnienia: HRP-2: biatko bogate w histydyne swoiste dla P. falciparum; pLDH: nieswoista

gatunkowo dehydrogenaza mleczanowa Plasmodium spp.
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Ryc. 43. Porownanie czestosci wykrywania poszczegélnych antygenéw zarodzca
zimnicy w tescie immunochromatograficznym po zakonczeniu leczenia, w odniesieniu
do rozpoznania mikroskopowego u pacjentéw z malarig hospitalizowanych w Klinice
(n=51). Objasnienia: HRP-2: biatko bogate w histydyne swoiste dla P. falciparum; pLDH:

nieswoista gatunkowo dehydrogenaza mleczanowa Plasmodium spp.

U wszystkich pacjentow leczonych w Osrodku Poznanskim (n=51), oznaczenie
biatka bogatego w histydyne swoistego dla P. falciparum oraz dehydrogenazy
mleczanowej Plasmodium spp. byto przeprowadzone réwniez w dniu wypisu ze
szpitala. Po zakonczeniu celowanego leczenia przeciwmalarycznego z pozytywnym
efektem terapeutycznym, antygeny zarodzca zimnicy utrzymywaty sie jeszcze we
krwi obwodowej u 21 sposréd 51 przypadkéow malarii hospitalizowanych w Klinice
(41,2%). U 6 pacjentéw wykryto obecnos¢ antygenu HRP-2 oraz dehydrogenazy
mleczanowej (11,8%), u kolejnych 7 chorych zaobserwowano obecnos¢ tylko
antygenu HRP-2 P. falciparum (13,7%), natomiast u pozostatych 8 oséb stwierdzono
nieswoistg gatunkowo dehydrogenaze Plasmodium spp. (15,7%). Antygeny
Plasmodium spp. byly rzadziej wykrywane we krwi obwodowej pacjentéw z malarig w
dniu  wypisu z Kliniki, niz przed rozpoczeciem intensywnej terapii

przeciwpasozytniczej i objawowej (test xz, P < 0,000001). Ujemne wyniki testu
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immunochromatograficznego uzyskano po leczeniu zimnicy w 90,1% zarazen
wywotywanych przez P. vivax oraz we wszystkich inwazjach P. ovale i P. malariae.

Najdtuzej utrzymywaty sie antygeny w zimnicy wywotywanej przez zarodzca
sierpowatego w 59,4% przypadkéw oraz w inwazji mieszanej P. falciparum i P. vivax
u 20,0% pacjentow. Antygen HRP-2 P. falciparum byt jeszcze wykrywalny we krwi
obwodowej badanych pacjentéw po ukonczeniu leczenia z takg samg czestoscig, jak
nieswoista gatunkowo dehydrogenaza mleczanowa zarodzca zimnicy (test y?, P =
0,5).

Zestawienie wynikow wystepowania swoistych antygenow Plasmodium spp. we
krwi obwodowej u badanych pacjentéw z malarig w dniu przyjecia do Kliniki oraz po
zakonczeniu specjalistycznego leczenia przeciwpasozytniczego i objawowego

przedstawiono na Rycinie 42.

P. falciparum P. falciparum P. falciparum P. vivax P. ovale P. malariae
+ P.vivax  + P. malariae
OHRP-2 i pLDH B HRP-2 B pLDH B Brak antygenow
Ryc. 44. Profil wykrywanych antygenéw zarodzca zimnicy w tescie

immunochromatograficznym po zakonczeniu leczenia, w zaleznosci od rozpoznania
mikroskopowego u pacjentéow z malaria hospitalizowanych w Klinice (n=51).
Objasnienia: HRP-2: biatko bogate w histydyne swoiste dla P. falciparum; pLDH: nieswoista

gatunkowo dehydrogenaza mleczanowa Plasmodium spp.
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Czesto$¢ wykrywania antygenu HRP-2 P. falciparum oraz nieswoistej gatunkowo
dehydrogenazy mleczanowej i ich profil wystepowania po zakonhczeniu leczenia
malarii w Klinice, w zaleznosci od klasycznego, mikroskopowego rozpoznania
parazytologicznego przedstawiono na Rycinie 43 i 44,

W zastosowanym szybkim tescie immunochromatograficznym, u Zzadnego z
pacjentow grupy kontrolnej nie wykryto obecnosci antygenow charakterystycznych
dla zarodzca zimnicy. Podczas wieloletniej obserwacji, dotyczacej wartosci
diagnostycznej testéw immunochromatograficznych stosowanych w Kilinice,
stwierdzano jedynie pojedyncze przypadki wynikow fatszywie dodatnich u pacjentéw
powracajgcych z krajow tropikalnych z riketsjozg lub gorgczka krwotoczng dengg. W
badanym materiale klinicznym, swoistos¢ diagnostyczna przedstawionej metody
badawcze] dla wykrywania izolowanego zarazenia P. vivax lub malarii ztosliwej
wywotywanej przez P. falciparum wynosita 100%, natomiast dla réznicowania
wszystkich gatunkéw Plasmodium spp. albo rozpoznawania inwazji mieszanych
ksztattowata sie na poziomie 98,0%. Z kolei, wartos¢ predykcyjna ujemna
zastosowanej metody badawczej dla rozpoznawania izolowanej zimnicy wywotanej
przez P. falciparum lub P. vivax byta wysoka i osiggata warto$¢ 100%, dla zarazen
powodowanych przez P. ovale lub P. malariae wynosita 98,0%, dla wszystkich inwazji
mieszanych ksztattowata sie na poziomie 94,3%, natomiast dla wykrywania malarii

niezaleznie od gatunku Plasmodium sp. wynosita 96,2%.

4.5.5. OkresSlenie stezenia antygenu HRP-2 P. falciparum we krwi

obwodowej u badanych pacjentéw

Ws$rdéd 54 przypadkow ostrej malarii rozpoznanych w Klinice, wartosci gestosci
optycznej reakcji immunoenzymatycznej ELISA dla antygenu HRP-2 P. falciparum, w
dniu przyjecia do szpitala, wahaty sie od 0,051 do 1,226 ($rednia 0,623 + 0,494).
Obecnos¢ biatka bogatego w histydyne potwierdzono we krwi obwodowej u 33
badanych pacjentéw, w tym u 31 osdb, u ktérych rozpoznano w tradycyjnym badaniu
mikroskopowym izolowang malarie P. falciparum (93,9%) oraz u 2 chorych z inwazjg
mieszang P. falciparum i P. vivax (6,1%), co stanowito 61,1% wszystkich przypadkow
malarii, 88,6% inwazji wywotywanych wytgcznie przez P. falciparum oraz 80,5%
zarazen, w ktérych jednym z wykrywanych gatunkow byt zarodziec sierpowaty (P.

falciparum oraz inwazje mieszane P. falciparum i P. vivax lub P. falciparum i P.
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malariae). U 33 pacjentéw z dodatnim wynikiem testu immunoenzymatycznego,
poziomy biatka HRP-2 wynosity od 0,189 do 1,226 ($rednia 0,973 + 0,280) i
korelowaty z intensywnoscig zarazenia P. falciparum u tych osoéb. Swoistego
antygenu HRP-2 nie wykryto w zadnym przypadku izolowanej zimnicy P. vivax, ani
tez w inwazjach wywotywanych przez P. ovale lub P. malariae. Czestos¢
wystepowania biatka bogatego w histydyne w zaleznosci od klasycznego
rozpoznania mikroskopowego gatunkéw zarodzca malarii u badanych pacjentow

zestawiono na Rycinie 45.

P. falciparum P. falciparum P. falciparum P. vivax P. ovale P. malariae
+ P.vivax + P. malariae

BHRP-2(+)  EHRP-2()

Ryc. 45. Czestos¢ wykrywania antygenu HRP-2 P. falciparum u pacjentéw z malarig
hospitalizowanych Iub konsultowanych w Klinice w zaleznosci od rozpoznania
mikroskopowego (n=54). Objasnienia: HRP-2: biatko bogate w histydyne swoiste dla

zarodzca sierpowatego, (+): wynik dodatni, (-): wynik ujemny.

U 8 pacjentéw z rozpoznang mikroskopowo inwazjg P. falciparum (n=4) albo
malarig mieszang P. falciparum i P. vivax (n=3) lub P. falciparum i P. malariae (n=1),
w zastosowanej metodzie badawczej nie wykryto obecnosci biatka bogatego w
histydyne, swoistego dla zarodzca sierpowatego (14,8%). W pieciu badanych
przypadkach, wynik fatszywie ujemny byt spowodowany bardzo niskim poziomem

parazytemii P. falciparum we krwi obwodowej (9,3%): u 3 misjonarzy - na skutek
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samodzielnie zastosowanych przed przyjeciem do Kliniki lekéw przeciwmalarycznych
(5,6%), a u pozostatych 2 chorych — wykorzystaniem do analizy antygenu HRP-2
prébki surowicy krwi obwodowej, w przypadku braku mozliwosci zastosowania petne;j
krwi (3,7%). U jednego pacjenta z inwazjg mieszang wywotang przez P. falciparum i
P. vivax, antygen HRP-2 nie byt wykrywalny w dniu przyjecia do Kliniki, ale pojawit sie
w badaniu kontrolnym w tescie immunochromatograficznym (1,8%). Natomiast w
dwdch pozostatych przypadkach, rezultaty testu immunoenzymatycznego ELISA byty
zgodne z wynikami metody immunochromatograficznej (patrz podrozdziat 4.5.4.) i
przyczynity sie do obiektywnej weryfikacji rozpoznania parazytologicznego, wstepnie
ustalonego na podstawie tradycyjnej analizy rozmazéw krwi obwodowej (3,7%). U
jednego pacjenta rozpoznano ostatecznie izolowang inwazje P. malariae, natomiast
w drugim przypadku — wytgcznie malarie P. vivax, bez wspotistniejgcego zarazenia P.
falciparum. Korelacja uzyskanych stezen antygenu HRP-2 oznaczanych ilosciowg
technikg immunoenzymatyczng z wynikami szybkiego testu
immunochromatograficznego byta poréwnywalna do ich zgodnosci z wynikami
tradycyjnego badania mikroskopowego rozmazéw krwi obwodowej (wspotczynnik
korelacji rang Spearmana r odpowiednio 0,686 i 0,706). W analizowanym materiale
klinicznym, czutos¢ diagnostyczna techniki immunoenzymatycznej ELISA
wykrywajgcej biatko bogate w histydyne we krwi obwodowej wynosita 86,8%,
natomiast wartos¢ predykcyjna dodatnia osiggata poziom 100%.

Na podstawie analizy wartosci gestosci optycznej dla antygenu HRP-2 P.
falciparum u badanych pacjentéw z malarig, hospitalizowanych lub konsultowanych w
Klinice, stwierdzono istotng statystycznie korelacje pomiedzy stezeniem biatka
bogatego w histydyne, a stopniem nasilenia objawow chorobowych i powikian
zimnicy u tych osob. W przypadkach zgonéw z powodu malarii poziom antygenu
HRP-2 byt zdecydowanie najwyzszy i wynosit 1,109 - 1,226 ($rednia 1,168 + 0,083),
w zachorowaniach o przebiegu bardzo ciezkim wahat sie od 0,081 do 1,188 (Srednia
0,893 + 0,387), u pacjentdéw z ciezkim przebiegiem klinicznym choroby osiggat
wartosci od 0,452 do 1,216 (srednia 0,978 + 0,259), natomiast byt wyraznie najnizszy
u 0sob z zimnicg niepowiktang i wynosit 0,051 — 1,201 (Srednia 0,466 + 0,488).
Pacjenci z malarig o przebiegu agonalnym wykazywali statystycznie wyzsze wartosci
gestosci optycznej dla antygenu HRP-2, niz osoby z zimnicg niepowiktang oraz

misjonarze grupy kontrolnej (test T-Studenta, P odpowiednio 0,0001 i ponizej
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0,000001), podobnie jak chorzy z malarig o przebiegu bardzo ciezkim (test T-
Studenta, P odpowiednio 0,03 i 0,001) i ciezkim (test T-Studenta, P odpowiednio
0,0005 i 0,00002). W grupie wszystkich chorych z powiktang zimnicg o przebiegu
agonalnym, bardzo ciezkim i ciezkim, poziomy HRP-2 byly znaczgco wyzsze, w
poréwnaniu do pacjentdéw z malarig niepowiktang i misjonarzy grupy kontrolnej (test
T-Studenta, P odpowiednio 0,00003 i ponizej 0,000001). Zakresy i $rednie wartosci
oznaczen antygenu HRP-2 P. falciparum we krwi obwodowej w zaleznosci od obrazu

klinicznego malarii u badanych pacjentéw przedstawiono na Rycinie 46.
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Ryc. 46. Ocena korelacji pozioméw antygenu HRP-2 P. falciparum we krwi obwodowej
z obrazem klinicznym malarii. Objasnienie: HRP-2: biatko bogate w histydyne swoiste dla

zarodzca sierpowatego.

Na podstawie analizy danych klinicznych, dotyczgcych dtugosci hospitalizacji
pacjentow z malarig, leczonych w Os$rodku Poznanskim, wykazano istotng
statystycznie korelacje pomiedzy czasem trwania hospitalizacji, a stezeniem biatka
bogatego w histydyne swoistego dla zarodzca sierpowatego we krwi obwodowe].
Indywidualna decyzja dotyczaca czasu trwania hospitalizacji pacjentow byta wynikiem
analizy stanu klinicznego i wyktadnikow badan laboratoryjnych Swiadczacych o
stopniu nasilenia objawow klinicznych i powiktan oraz ciezkosci przebiegu klinicznego
zimnicy. U pacjentow, ktorzy byli leczeni w Klinice nie dtuzej niz 7 dni, zakres
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poziomow antygenu HRP-2 P. falciparum byt najnizszy i wynosit 0,057 - 1,100
(Srednia 0,383 + 0,440), u oséb hospitalizowanych przez diuzszy okres 8-12 dni
osiggat on wartosci 0,051 — 1,216 (srednia 0,694 + 0,504), w grupie chorych, ktorzy
przebywali w szpitalu od 13 do 15 dni poziom biatka HRP-2 ksztaltowat sie na
wysokosci 0,059 — 1,134 (srednia 0,635 + 0,515), natomiast u chorych, ktérych czas
trwania hospitalizacji przekraczat 15 dni osiggat on wartosci rzedu 0,081 — 1,116
(Srednia 0,646 + 0,524). Poziomy biatka bogatego w histydyne u wszystkich
pacjentow hospitalizowanych w Klinice powyzej 7 dni okazaty sie statystycznie
istotnie wyzsze w porownaniu do chorych z krétszym czasem hospitalizacji i
misjonarzy grupy kontrolnej (test T-Studenta, P odpowiednio 0,04 i ponizej
0,000001). Zalezno$¢ wartosci gestosci optycznej dla antygenu HRP-2 P. falciparum
we krwi obwodowej od dtugosci hospitalizacji pacjentéw leczonych w Osrodku

Poznanskim przedstawiono na Rycinie 47.
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Ryc. 47. Ocena korelacji pozioméw antygenu HRP-2 P. falciparum we krwi obwodowej
z dlugoscia hospitalizacji pacjentéow w Osrodku Poznanskim. Objasnienie: HRP-2: biatko

bogate w histydyne swoiste dla zarodzca sierpowatego.

Podczas prowadzenia intensywnego leczenia przeciwpasozytniczego i
objawowego, monitorowano regularnie stan kliniczny pacjenta i dtugosé

utrzymywania sie stanow gorgczkowych w przebiegu zimnicy. Na podstawie analizy
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Ryc. 48. Ocena korelacji pozioméw antygenu HRP-2 P. falciparum we krwi obwodowej
z dilugoscia utrzymywania sie stanéw goragczkowych podczas leczenia w Klinice.

Objasnienie: HRP-2: biatko bogate w histydyne swoiste dla zarodzca sierpowatego.

stezen biatka bogatego w histydyne P. falciparum u pacjentéw z malarig rozpoznang
w Osrodku Poznanskim stwierdzono, ze istniata bezposrednia korelacja pomiedzy
poziomami oznaczanego antygenu we krwi obwodowej, a czasem utrzymywania sie
gorgczki jeszcze po rozpoczeciu specjalistycznego leczenia. W  wiekszosci
przypadkow, im dtuzej utrzymywaty sie stany gorgczkowe u pacjentdéw z malarig w
Klinice, tym wyzsze byly stwierdzane u nich srednie poziomy antygenu HRP-2 we
krwi obwodowej. Dla pacjentow nie gorgczkujgcych dtuzej niz przez okres jednej
doby poziomy biatka HRP-2 osiggaty zakres 0,058 — 1,201 ($rednia 0,475 + 0,503),
dla pacjentéw ze stanami gorgczkowymi trwajgcymi jeszcze przez 2-3 kolejne dni po
wigczeniu swoistego leczenia wartosci HRP-2 wynosity 0,051 — 1,216 (Srednia 0,542
+ 0,507), dla osdb gorgczkujgcych przez diuzszy okres 4-5 dni ksztattowaty sie one
na poziomie 0,392 — 1,116 (Srednia 0,939 + 0,237), natomiast u chorych z gorgczka
utrzymujgcg sie powyzej 5 dni osiggaty wartosci 0,081 — 1,188 ($rednia 0,848 +
0,465). Poziomy antygenu HRP-2 P. falciparum byty statystycznie istotnie wyzsze u
pacjentéw gorgczkujgcych przez okres co najmniej 4 dni po rozpoczeciu celowanego
leczenia w kierunku malarii, w poréwnaniu do chorych, u ktérych podwyzszona

temperatura ciata utrzymywata sie tylko przez 2-3 kolejne dni (test T-Studenta, P =
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0,02) lub okres tylko jednej doby (test T-Studenta, P = 0,01). Korelacje poziomow
antygenu HRP-2 P. falciparum we krwi obwodowej z dtugoscig utrzymywania sie
standbw gorgczkowych u pacjentow z malarig podczas leczenia w Klinice

przedstawiono na Rycinie 48.
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Ryc. 49. Ocena korelacji pozioméw antygenu HRP-2 P. falciparum we krwi obwodowej
w zaleznos$ci od czasu zgtoszenia sie pacjentéw do szpitala. Objasnienie: HRP-2: biatko

bogate w histydyne swoiste dla zarodzca sierpowatego.

Czas zgloszenia sie pacjenta z objawami gorgczki, sugerujgcymi malarie po
powrocie z obszaréw strefy miedzyzwrotnikowej, do osrodka medycyny tropikalnej
odgrywa istotng role prognostyczng dla oceny stanu klinicznego chorego i mozliwosci
uzyskania sukcesu terapeutycznego. Na podstawie analizy danych klinicznych
pacjentow z malarig rozpoznang w Kilinice, zaobserwowano korelacje pomiedzy
poziomem antygenu HRP-2 P. falciparum stwierdzanym w dniu przyjecia, a dtugo$cig
utrzymywania sie objawow klinicznych przed skierowaniem tych chorych do szpitala.
Im pozniej pacjenci zostali przekazani do Kliniki celem wdrozenia specjalistycznego
leczenia przeciwmalarycznego, tym wyzsze obserwowano u nich poziomy swoistego
antygenu P. falciparum we krwi obwodowej o niekorzystnym znaczeniu klinicznym i
rokowniczym. Najnizsze wartosci antygenu HRP-2 P. falciparum wykrywano u

pacjentow, u ktérych czas trwania objawow przed przyjeciem do Kliniki nie
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przekroczyt 24 godzin (0,057 — 1,201, $rednia 0,442 + 0,467), ale roznity sie one
zdecydowanie od wynikéw uzyskanych dla grupy kontrolnej (test T-Studenta, P =
0,03). Sredni poziom antygenu wykazywat tendencje wzrostu liniowego w grupie
0sOb, ktore zostaty przekazane do Osrodka pozniej w 2-3 i 4-5 dobie trwania
objawow klinicznych choroby (0,058 -1,216, srednia 0,605 + 0,516) oraz po uptywie
5. doby (0,051 - 1,188, s$rednia 0,661 + 0,496), ale uzyskane réznice nie byty
statystycznie istotne (test T-Studenta, P = 0,3). Pacjenci, u ktérych leczenie
przeciwmalaryczne wigczono najpozniej - w 6. i 7. dobie od momentu pojawienia sie
objawéw chorobowych, cechowali sie najwyzszymi, Srednimi poziomami biatka
bogatego w histydyne (0,051 — 1,188, $rednia 0,767 + 0,467). Wykres pozioméw
antygenu HRP-2 P. falciparum we krwi obwodowej w zaleznosci od czasu zgtoszenia

sie pacjentdéw z malarig do szpitala przedstawiono na Rycinie 49.
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Ryc. 50. Ocena korelacji pozioméw antygenu HRP-2 P. falciparum we krwi obwodowej
w zaleznosci od wystepowania cech skazy krwotocznej i zaburzen krzepniecia krwi.

Objasnienie: HRP-2: biatko bogate w histydyne swoiste dla zarodzca sierpowatego.

Na podstawie analizy danych klinicznych pacjentéw, u ktérych zaobserwowano
powiklany przebieg malarii z cechami skazy krwotocznej lub Ilaboratoryjnymi
wyktadnikami  zaburzen krzepniecia krwi, w tym zespotu wykrzepiania

srodnaczyniowego  stwierdzono, ze warto$ci gestosci optycznej testu
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immunoenzymatycznego ELISA dla antygenu HRP-2 P. falciparum w tej grupie
pacjentow wynosity 0,452 — 1,216 (Srednia 0,997 + 0,244) i byly prawie dwukrotnie
wyzsze, niz u 0sob nie posiadajgcych zadnych nieprawidtowosci w zakresie ukfadu
krzepniecia i fibrynolizy (0,051 — 1,226, srednia 0,527 + 0,498). Stwierdzona roznica
Srednich poziomow biatka bogatego w histydyne w obu grupach pacjentow okazata
sie znamienna statystycznie (test T-Studenta, P = 0,0001). Wykres wartosci antygenu
HRP-2 P. falciparum we krwi obwodowej w zaleznosci od wystepowania cech skazy
krwotocznej i laboratoryjnych zaburzen krzepniecia krwi u badanych pacjentow z
malarig przedstawiono na Rycinie 50.
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Ryc. 51. Ocena korelacji pozioméw antygenu HRP-2 P. falciparum we krwi obwodowej
w zaleznosci od wystepowania objawéw niewydolnosci nerek. Objasdnienie: HRP-2:

biatko bogate w histydyne swoiste dla zarodzca sierpowatego.

Analizujgc pacjentow z powiktang malarig, posiadajgcych kliniczne objawy
niewydolnosci nerek, takie jak oliguria, anuria lub czarnomocz zimniczy oraz
podwyzszony poziom kreatyniny i mocznika we krwi obwodowej, wykazano
zdecydowanie wyzsze poziomy antygenu HRP-2 P. falciparum u tych chorych (0,143
- 1,226, srednia 0,953 + 0,329), w poréwnaniu do os6b nie wykazujgcych cech

zaburzen w zakresie czynnosci nerek (0,051 — 1,216, s$rednia 0,496 + 0,491).
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Zaobserwowana roznica srednich poziomoéw antygenu HRP-2 w obu grupach
pacjentow byta statystycznie istotna (test T-Studenta, P = 0,002). Korelacje
poziomow antygenu HRP-2 P. falciparum we krwi obwodowej w zaleznosci od
wystepowania objawéw niewydolnosci nerek u badanych pacjentéw z malarig

przedstawiono na Rycinie 51.
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Ryc. 52. Ocena korelacji pozioméw antygenu HRP-2 P. falciparum we krwi obwodowej
w zaleznosci od wystepowania zaburzen $wiadomosci i cech malarii mézgowej.

Objasnienie: HRP-2: biatko bogate w histydyne swoiste dla zarodzca sierpowatego.

W oparciu o wyniki badania immunoenzymatycznego stwierdzono wyrazng
zalezno$¢ pomiedzy poziomami antygenu HRP-2 P. falciparum we krwi obwodowej, a
wystepowaniem objawdw malarii mozgowej. Im silniej wyrazone byly cechy
niedotlenienia o$rodkowego uktadu nerwowego w postaci zaburzen swiadomosci,
tym wyzsze obserwowano poziomy biatka HRP-2 u badanych pacjentéw. U chorych z
objawami niedotlenienia osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) wartosci gestosci
optycznej dla antygenu HRP-2 wynosity od 0,730 do 1,226 (Srednia 1,072 + 0,169),
natomiast u pozostatych oséb wahaty sie one w zakresie 0,051 — 1,201 (Srednia
0,494 + 0,482), a zaobserwowana roznica wartosci HRP-2 byta jednoznacznie
znamienna statystycznie (test T-Studenta, P < 0,000001). Ocene korelacji poziomow

antygenu HRP-2 P. falciparum we krwi obwodowej w zaleznosci od wystepowania
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zaburzen swiadomosci i cech malarii mézgowej u badanych pacjentow z malarig
przedstawiono na Rycinie 52.

W grupie pacjentéw z objawami ostrej niewydolnosci oddechowej w przebiegu
malarii, oznaczane poziomy biatka HRP-2 P. falciparum wynosity 0,081 — 1,226
(Srednia 0,960 + 0,364), natomiast u pacjentow, u ktérych nie stwierdzano zaburzen
oddychania wahaty sie od 0,051 do 1,201 ($rednia 0,555 + 0,492). Srednie poziomy
biatka bogatego w histydyne u pacjentéw z ostrg niewydolnoscig oddechowg okazaty
sie zdecydowanie wyzsze, w poréwnaniu do osOb nie wykazujgcych zaburzen
oddychania, a uzyskana, znaczgca rdéznica w obu porownywanych grupach
pacjentow zostata potwierdzona analizg statystyczng (test T-Studenta, P = 0,02).
Zalezno$¢ pozioméw antygenu HRP-2 P. falciparum we krwi obwodowe] od
wystepowania objawow ostrej niewydolnosci oddechowej przedstawiono na Rycinie
53.
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Ryc. 53. Ocena korelacji pozioméw antygenu HRP-2 P. falciparum we krwi obwodowej
w zaleznosci od wystepowania objawow niewydolnosci oddechowej. Objasnienie: HRP-

2: biatko bogate w histydyne swoiste dla zarodZca sierpowatego.

Poddajgc analizie markery mikroskopowe powiktanej malarii P. falciparum, w
postaci wysokiej lub krytycznej parazytemii we krwi obwodowej, obecnosci
schizontéw P. falciparum w erytrocytach oraz ztogdw hemozoiny w granulocytach

obojetnochtonnych wykazano, iz pacjenci wykazujgcy obecnos¢ co najmniej jednego
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wyktadnika parazytologicznego o0 niekorzystnym znaczeniu prognostycznym w
rozmazach krwi obwodowej, posiadali zdecydowanie wyzsze poziomy antygenu
HRP-2 P. falciparumi niz osoby, u ktorych nie stwierdzano cech parazytologicznych
ciezkiej zimnicy. W grupie chorych posiadajgcych parazytologiczne wyktadniki
powiktanej malarii, wartosci gestosci optycznej dla biatka HRP-2 wynosity 0,730 —
1,226 ($rednia 1,075 + 0,129), natomiast u oséb, u ktdérych nie stwierdzano
niekorzystnych markeréw prognostycznych w badaniu mikroskopowym uzyskane
poziomy antygenu wahaty sie w zakresie od 0,051 do 1,216 (Srednia 0,479 + 0,481).
Zaobserwowana roznica w obu badanych grupach byta znamienna statystycznie (test
T-Studenta, P = 0,00005). Korelacje pozioméw antygenu HRP-2 P. falciparum we
krwi obwodowej w zaleznosci od wystepowania niekorzystnych prognostycznie
markerow parazytologicznych  powiktanej malarii u badanych pacjentéw

przedstawiono na Rycinie 54.
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Ryc. 54. Ocena korelacji pozioméw antygenu HRP-2 P. falciparum we krwi obwodowej
w zaleznosci od wystepowania parazytologicznych wyktadnikéw powiktanej malarii w
klasycznym badaniu mikroskopowym. Objasnienie: HRP-2: biatko bogate w histydyne

swoiste dla zarodzca sierpowatego.

U wszystkich pacjentow leczonych w Osrodku Poznanskim (n=51), oznaczenie

biatka bogatego w histydyne swoistego dla P. falciparum, przy pomocy reakciji
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immunoenzymatycznej ELISA, przeprowadzano réwniez w dniu wypisu z Kliniki. Po
zakonczeniu skutecznej terapii przeciwmalarycznej, wartosci gestosci optycznej dla
antygenu HRP-2 wahaty sie od 0,055 do 0,995 (Srednia 0,236 + 0,305) i byty
statystycznie istotnie nizsze niz w dniu przyjecia do Kliniki (test T-Studenta, P =
0,00003). Antygen HRP-2 P. falciparum utrzymywat sie jeszcze we krwi obwodowej u
10 sposréod 39 przypadkéw malarii (25,6%), w ktorych jednym z rozpoznanych
gatunkow byt zarodziec sierpowaty (P. falciparum oraz inwazja mieszana P.
falciparum i P. vivax), a wartosci gestosci optycznej wynosity u tych pacjentow od
0,195 do 0,995 (srednia 0,678 * 0,245). Wykazano statystycznie istotng roznice
miedzy wysokoscig dodatnich pozioméw antygenu HRP-2 w dniu przyjecia do
szpitala oraz wynikdw uzyskanych po leczeniu malarii u tych chorych (test T-
Studenta, P = 0,004). Wsréd 10 pacjentéw z dodatnim stezeniem biatka bogatego w
histydyne po zakonczeniu swoistego leczenia przeciwpasozytniczego (18,5%), ciezkg
posta¢ kliniczng malarii rozpoznano u 4 pacjentéow z (40,0%), bardzo ciezki przebieg
zimnicy stwierdzono u 3 0séb (30,0%), natomiast u 3 pozostatych chorych wykryto
malarie niepowiktang (30,0%). Podczas hospitalizacji, w obrazie klinicznym zimnicy,
objawy skazy krwotocznej i zaburzenia w ukfadzie krzepniecia i fibrynolizy
wystepowaty w 6 badanych przypadkach (60,0%), zaburzenia $wiadomosci
obserwowano u 5 osob (50,0%), cechy niewydolnosci nerek z czarnomoczem
zimniczym pojawity sie u 3 chorych (30,0%), zespdt zaburzen oddychania
stwierdzono u 4 chorych, markery kwasicy metabolicznej wykryto u 2 oséb (20,0%),
malarie powiktang zapascig naczyniowg u jednej osoby (10,0%), a niekorzystne
prognostycznie wykfadniki parazytologiczne inwazji P. falciparum wykryto w
rozmazach krwi obwodowej u 6 pacjentow (60,0%); u 8 sposréd 10 badanych
stwierdzono obecnosc¢ kilku wyktadnikéw klinicznych i laboratoryjnych powiktanej
malarii tropikalnej (80,0%).

U Zzadnego z pacjentéw grupy kontrolnej (n=50), nie stwierdzano obecnosci
antygenu HRP-2 P. falciparum we krwi obwodowej w tescie immunoenzymatycznym,
a uzyskane wartosci gestosci optycznej miescity sie w niskim przedziale od 0,055 do
0,073 (srednia 0,061 + 0,004). Swoistos¢ diagnostyczna zastosowanej metody
badawczej dla biatka HRP-2 okazata sie wiec bardzo wysoka i wynosita 100%,

natomiast wartos¢ predykcyjna ujemna ksztattowata sie na poziomie 89,3%.
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5. DYSKUSJA

5.1. Zagrozenie malaria dla oséb podrézujacych do krajow

odmiennej strefy klimatyczno-sanitarnej

Malaria od dawna wywiera ogromny wptyw na zdrowie i zycie spoteczenstw oraz
systemy ekonomiczne wielu krajéw potozonych w strefie endemicznej. Problemy
zwigzane z tg grozng dla cziowieka pasozytniczg chorobg egzotyczng stale
narastajg, gdyz rejony zagrozone ryzykiem wystepowania zimnicy stale zwiekszajg
swoj zasieg geograficzny, w s$rodowisku najblizszym cztowiekowi pojawiajg sie
szczepy zarodzcOw coraz bardziej oporne na stosowane dotad leki
przeciwmalaryczne, a liczba oséb podrézujgcych do krajow strefy gorgcej ciggle sie
zwieksza. Te czynniki powodujg, ze liczba oséb narazonych na zachorowanie na
zimnice, w tym trudng w leczeniu malarie wielolekooporng, rosnie w ostatnich latach
w gwaltownym tempie (Wongsrichanalai i wsp., 2002). W rejonach endemicznych
wprowadzono wiele programéw narodowych, nadzorowanych przez Swiatowg
Organizacje Zdrowia, majgcych za zadanie zmniejszenie liczby zachorowan i ciezkich
powiktan wielonarzgdowych z uwzglednieniem zgonu. Jednym z projektow oswiaty
zdrowotnej jest szerokie propagowanie wiedzy na temat stosowania mechanicznych
barier przeciwko uktuciom komaréw, jako najbardziej optymalnej formy profilaktyki
oraz masowe zaopatrywanie lokalnych spotecznosci w moskitiery i siatki chronigce
przed owadami (Blackburn i wsp., 2006; Al-Taiar i wsp., 2009; Kleinschmidt i wsp.,
2009; Bayoh i wsp., 2010). Nie zmienia to jednak faktu, ze nadal w kazdym
przypadku objawowego zarazenia Plasmodium spp., postawienie diagnozy i jak
najszybsze witgczenie leczenia przyczynowego jest sprawg zasadniczg. Narastajgca
opornos¢ zarodzcow malarii na leki powoduje, ze w rejonach wielolekoopornosci
pasozytow wprowadza sie nowe schematy leczenia, czesto bardzo drogiego i
obarczonego wieloma dziataniami ubocznymi (Hutagalung i wsp., 2005; Whitti i wsp.,
2008; Carrara i wsp., 2009). Problem ten dodatkowo komplikuje proces
diagnostyczno-leczniczy i powoduje koniecznos$¢ usprawniania dostepnych metod
diagnostycznych lub poszukiwania nowych rozwigzan, ktére bedg bardziej
precyzyjne, tatwe w wykonaniu oraz szeroko dostepne i tanie.

W rejonach nie-endemicznych, wiekszo$¢ przypadkdédw zimnicy stanowi malaria
zawlekana z krajow tropikalnych, co powoduje, ze liczba przypadkdéw zachorowan

jest na tych obszarach stosunkowo niska, przez co wielu lekarzy roznych
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specjalnosci klinicznych pomija jg zwykle w diagnostyce réznicowej, a tym samym
opoznia ustalenie prawidtowego rozpoznania i wdrozenie wtasciwego leczenia (de
Laval i wsp., 2010; Abanyie i wsp., 2011). Stad tez malaria stanowi zwykle
niebezpieczny i niedoceniany problem w rozpoznawaniu réznicowym standéw
gorgczkowych i objawéw niewydolnosci wielonarzgdowej na terenach nie-
endemicznych Europy, Ameryki Potnocnej i Australii.

Niezwykle prezny rozwoj komunikacji, tgcznosci, informatyzacji i infrastruktury
turystycznej spowodowat gwattowny wzrost migracji wsrdéd ludnosci wszystkich
kontynentow i réznorodnych rejondw geograficzno-srodowiskowych Swiata, ze
szczegolnym uwzglednieniem miedzyzwrotnikowych obszaréw strefy gorgce;.
Odlegte podroze do najbardziej oddalonych i dotychczas niedostepnych zakagtkéw
Swiata, wigzg sie nieodtgcznie ze zwiekszong predyspozycjg do wystepowania
zagrozen zdrowotnych, w zakresie rzadko do niedawna notowanych pasozytniczych i
infekcyjnych chordb egzotycznych. W ostatnich latach w Polsce, rowniez obserwuje
sie gwattownie narastajgca liczbe osdb podrézujgcych do krajéw odmiennej strefy
geograficzno-srodowiskowej i sanitarno-higienicznej. Wsréd pacjentéw zgtaszajgcych
sie do Kliniki Choréb Tropikalnych i Pasozytniczych Uniwersytetu Medycznego w
Poznaniu, znaczgcy odsetek chorych stanowity osoby z dolegliwosciami klinicznymi
po podrézy z obszaréw strefy gorgcej, z czego prawie potowa to misjonarze i
wolontariusze akcji humanitarnych, pracujgcy w krajach tropikalnych o skromnym
poziomie ekonomicznym i trudnych warunkach klimatycznych oraz wysokim
narazeniu na infekcyjne i pasozytnicze choroby egzotyczne. Najczestszg przyczyng
hospitalizacji tych chorych byty stany gorgczkowe oraz zakazenia i zarazenia
przewodu pokarmowego po podrdézy zagranicznej, a ostra i przebyta malaria
stanowita az 1/3 wszystkich przypadkéw leczonych w Klinice po powrocie z obszarow
miedzyzwrotnikowych i subtropikalnych. Podczas prowadzenia badan objetych
tematykg rozprawy doktorskiej, zaobserwowano istotng zmiane profilu pacjentow
hospitalizowanych i konsultowanych w Klinice — z rodzimych inwazji pasozytniczych
leczonych w latach ubiegtych, na coraz czestsze zarazenia egzotyczne importowane
do kraju z obszarow strefy goragce;j.

Przeprowadzone w Klinice badania sg aktualnie najpetniejszym
opracowaniem epidemiologicznym przypadkéw malarii importowanych do
Polski z krajow odmiennej strefy klimatyczno-srodowiskowej, w zakresie

miejsca i kierunku wyjazdu do tropiku, charakteru i celu podrézy, diugosci
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pobytu w strefie endemicznej oraz szczegétowych czynnikéw ryzyka
dotyczacych stosowania profilaktyki mechanicznej i farmakologicznej. Sposréd
przypadkow zimnicy rozpoznanych w Osrodku Poznanskim, zdecydowang wiekszosc¢
pacjentow stanowity osoby, ktore nie odbyty przedwyjazdowej konsultacji medycznej
u specjalisty chorob tropikalnych lub medycyny podrézy (87,0%), ignorowaty zasady
profilaktyki zdrowotnej i higieny tropikalnej lub przyjmowaty niewtasciwe dla danego
rejonu Swiata chemioprofilaktyczne leki przeciwmalaryczne (93,6%) oraz przebywaty
w strefie endemicznej w celach zawodowych przez dluzszy okres czasu,
przekraczajgcy 2 tygodnie (53,2%). Znaczna cze$¢ pacjentéw podrézowata do
tropiku wielokrotnie (68,1%), a prawie potowa badanych przechorowata juz malarie w
przesztosci (44,7%). Podobnie, jak w przypadku innych krajéw europejskich,
gtdbwnym obszarem ryzyka zarazenia Plasmodium spp. dla Polakow i imigrantéw
przyjezdzajgcych do naszego kraju z obszaréw endemicznych okazata sie Afryka
Srodkowa, zwtaszcza Kamerun, Ghana i Nigeria, a rzadziej wyspy Indonezji czy
Oceanii, a przewazajgcym gatunkiem pierwotniaka stwierdzanym u oséb
powracajgcych z tropiku byt zarodziec sierpowaty. Jednakze w przeciwienstwie do
innych przypadkow zimnicy zawlekanych do Europy i leczonych w wiodgcych
europejskich instytutach medycyny tropikalnej, gtéwnym czynnikiem ryzyka wsrod
mieszkancow Polski okazaty sie podréze o charakterze stuzbowym i misyjnym, a nie
przyjazdy uchodzcéw z obszaréw endemicznych, czy tez odwiedziny krewnych i
znajomych przez imigrantéw z Afryki (Mdhlberger i wsp., 2004; Jelinek, 2008;
TropNetEurop, dane niepublikowane).

5.2. Trudnosci kliniczne i diagnostyczne w rozpoznawaniu malarii

Malaria jest chorobg, ktdérg cechuje bardzo réznorodny obraz kliniczny, co w
znacznym stopniu utrudnia ustalenie rozpoznania. Do czynnikdw wptywajgcych na
przebieg choroby nalezy przede wszystkim: (i) gatunek zarodzca zimnicy, (i) wiek
osoby zarazonej, ktéry modyfikuje stan odpornosci i zdolnos¢ do syntezy swoistych
przeciwciat przeciwmalarycznych, bedgcych gtdwng linig obrony przed inwazjg oraz
(i) stan ogodlny chorego, (iv) stan odzywienia, a takze (v) obecnos$¢ chordb
wspotistniejgcych, wsrdd ktorych znaczenie zasadnicze majg choroby uposledzajgce
funkcje uktadu odpornosciowego (np. zakazenie wirusem HIV i wiele innych choréb o

charakterze przewleklym) (Atarvanis-Tsakonas i wsp., 2003). U wszystkich pacjentéw
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powracajgcych z rejondw endemicznych z objawami gorgczki, malarie nalezy nie
tylko podejrzewac, ale przede wszystkim jg wykluczy¢ (Pawtowski i Stefaniak, 2004).
Niezaleznie od postaci klinicznej choroby, tzn. malarii tagodnej, czy zosliwej,
ustalenie witasciwego rozpoznania ma zasadnicze znaczenie, gdyz decyduje o
momencie witgczenia celowanego leczenia, warunkujgcego - gtdwnie w grupie
chorych zwiekszonego ryzyka - ocalenia ich zdrowia i zycia. Podrézni szczegdlnie
narazeni na inwazje Plasmodium spp., do ktorych zaliczajg sie turysci wyjezdzajgcy
do rejonéw endemicznego wystepowania zimnicy, uchodzcy i repatrianci, osoby
odwiedzajgce znajomych i cztonkéw rodzin, przebywajgcych na state w krajach
tropikalnych, pracownicy akcji humanitarnych, osoby wyjezdzajgce do tropiku w
celach zawodowych - to osoby bez wczesniejszego kontaktu z zarodzcem zimnicy,
czyli catkowicie pozbawione jakiejkolwiek formy ochrony przed rozwojem ciezkiej
postaci choroby. Tylko pacjenci, ktérzy chorowali na malarie w przesziosci, a
najczesciej osoby z wielokrotnymi epizodami zimnicy w wywiadzie, sg zdolne do
szybkiej syntezy efektywnie dziatajgcych przeciwciat, niszczgcych formy rozwojowe
pasozytow przed rozwinieciem ciezkich ogolnoustrojowych powiktan zimnicy. Ze
wzgledu na duzg zmiennosC¢ antygenow powierzchniowych zarodzca zimnicy,
wyksztatcenie odpornosci chronigcej catkowicie przed malarig nie jest mozliwe.
Dlatego tak ogromne znaczenie odgrywa aktualnie edukacja zdrowotna i
propagowanie wiedzy na temat zimnicy, rozpowszechnianie metod diagnozowania
malarii i zwiekszanie dostepu do nich nawet w najbardziej odlegtych zakatkach
rejonow endemicznych, state udoskonalanie obecnych sposobow rozpoznawania, a
takze rozwdj nowych metod diagnostycznych, ktére bedg szybkie, czute i swoiste
oraz przystepne cenowo dla krajow rozwijajgcych sie.

Gtownym czynnikiem ksztattujgcym przebieg kliniczny choroby jest gatunek i
szczep zarodzca malarii. P. vivax, P. ovale i P. malariae wywotujg najczesciej malarie
niepowiktang (fagodng), ktérej nazwa wynika z fagodniejszego przebiegu klinicznego
zarazenia, w porownaniu do malarii ztoSliwej wywotywanej przez P. falciparum i P.
knowlesi (Cox-Singh i wsp., 2008). W malarii fagodnej nie dochodzi do zajecia wielu
narzgdow wewnetrznych, gdyz patogeneza choroby wigze sie z zajeciem
erytrocytow, watroby i Sledziony, a tylko w rzadkich przypadkach takze ptuc w
zarazeniu P. vivax. Do ostrych objawéw malarii tagodnej, ktore pojawiajg sie w
pierwszej fazie napadu nalezg dreszcze, poprzedzajgce wzrost temperatury ciata

chorego, ktére sg najsilniejsze w symptomatologii cztowieka. Jest to tzw. okres
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zimny, po ktéorym nastepuje drugi okres napadu z gorgczkg do 40°C, czyli okres
goracy. Ostry rzut malarii konczy faza zlewnych potéw, towarzyszgcych obnizaniu sie
temperatury ciata pacjenta. Typowe dla napadu malarii dreszcze z towarzyszgcag
gorgczkg nalezy réznicowac z szeregiem chorob internistycznych i zakaznych np.:
posocznicg, roza, ciezkim zakazeniem bakteryjnymi, zapaleniem ptuc, grypa,
leptospirozg, riketsjozami, niektorymi postaciami gruzlicy, zapaleniem wsierdzia,
przetomem hemolitycznym, kolagenozami oraz ropniami o réznej etiologii i lokalizacji
(Mtove i wsp., 2011). Objawy ostrego epizodu zimnicy utrzymujg sie zwykle od 6 do
10 godzin i majg tendencje do wielokrotnych, nieregularnych nawrotéw. Leki
przeciwmalaryczne pobierane profilaktycznie, a takze inne leki stosowane w
chorobach przewlektych oraz leki przeciwgorgczkowe i antybiotyki modyfikujg obraz
kliniczny choroby (Kociecka i wsp., 2000). Dodatkowe objawy ostrego rzutu malarii,
takie jak nasilony niepokéj, bole miesniowo-stawowe, objawy zapalenia oskrzeli, bol
w prawym podzebrzu, nudnosci i wymioty, mogg takze komplikowac obraz kliniczny i
utrudniac lub opdznia¢ wiasciwe rozpoznanie choroby.

Jeszcze wieksze trudnosci diagnostyczne sprawia malaria ziosliwa, ktora ze
wzgledu na skomplikowany proces patogenetyczny zwigzany z blokowaniem
drobnych naczyn witosowatych narzgddéw wewnetrznych przez krwinki czerwone
zarazone przez P. falciparum, moze w swym obrazie klinicznym sugerowac wiele
innych jednostek chorobowych (WHO, 2000). Sytuacje diagnostyczng utrudnia
aktualnie brak periodyki objawow klinicznych. Do najczestszych masek klinicznych
malarii ztosliwej nalezg: posta¢ mozgowa, ptucna, nerkowa, zotgdkowo-jelitowa,
wstrzgsowa, hipoglikemiczna i hemolityczna (Cook i Zumla, 2009; Dzbenski i wsp.,
2009).

Objawy malarii mézgowej sg bardzo zréznicowane i wynikajg z mnogosci zmian
patologicznych zachodzgcych w tkankach modzgowia. Efektem niedotlenienia
osrodkowego uktadu nerwowego jest masywny wyrzut cytokin prozapalnych
aktywujgcych komoérki srédbtonka naczyn do nasilonej produkcji syntetazy tlenku
azotu i zwiekszonego uwalniania tlenku azotu. Tlenek azotu rozszerza naczynia
mobzgowia i zwieksza przepuszczalnosc¢ bariery krew-mozg, co skutkuje zwiekszonym
przeptywem madzgowym i uogélnionym obrzekiem tkanek. Tlenek azotu uwalniany w
nieprawidtowych  ilosciach powoduje takze zaburzenia w  uwalnianiu
neurotransmiteréw i w zwigzku z tym, do kolejnych objawow zajecia osrodkowego

uktadu nerwowego w przebiegu zimnicy nalezg: jakosciowe i ilosciowe zaburzenia
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Swiadomosci do spigczki wigcznie oraz drgawki sugerujgce rozpoznanie epilepsji
(Genton i wsp., 1994). W przypadku ciezkich postaci zimnicy mozgowej, gdy do
zaburzen laboratoryjnych dotgcza sie petnoobjawowy zespdt wykrzepiania
wewnagtrznaczyniowego, powodujgcy destrukcje neurocytdow przez wybroczyny i
krwotoki do tkanki mozgowej oraz masywny naptyw komorek zapalnych, ktore
niszczac pasozyty uszkadzajg komorki nerwowe, u pacjenta moze pojawicC sie:
sztywne ustawienie gatek ocznych, zniesienie odruchu rogéwkowego i odruchéw
brzusznych, pojawienie sie odruchu podeszwowego, zaburzenia napiecia miesni ze
sztywnoscig z odkorowania lub sztywnoscig odmozdzeniowg wigcznie. Objawy
malarii moézgowej w postaci silnego bolu gtowy i gorgczki, ktore pojawiajg sie
najwczesniej w obrazie klinicznym, imitujg rozpoznanie zapalenia opon mdzgowo-
rdzeniowych. U dzieci czestym objawem malarii sg zaburzenia napiecia miesni, co
moze sugerowacé takze zakazenie Clostridium tetani, w tym tezec noworodkowy w
przypadku malarii wrodzonej. Czestg manifestacjg malarii mézgowej sg takze
zaburzenia psychiczne.

W wielu przypadkach malarii narzgdowej, gtbwnym tozyskiem naczyniowym
zablokowanym przez zarazone erytrocyty sg naczynia nerek, co skutkuje utrudniong
filtracjg ktebuszkowg i oligurig lub anurig w obrazie klinicznym. Nasilona hemoliza
krwinek w naczyniach jest przyczyng znacznej hemoglobinurii i ostrej martwicy cewek
nerkowych, ujawniajgcej sie pod postacia czarnomoczu zimniczego. W ciezkiej
postaci malarii czesto dochodzi do ostrej niewydolnosci nerek, ktorg nasila
postepujgca hipowolemia i wstrzgs. Zarazenie zarodzcem zimnicy i odktadanie sie
kompleksow immunologicznych w ktebuszkach nerkowych moze takze wywotac
kiebuszkowe zapalenie nerek, ktore w przypadku inwazji P. malarie doprowadza do
niewydolnosci nerek i koniecznosci przewlekiej dializoterapii w ciggu 2 lat od
zarazenia.

Objawem bardzo niespecyficznym, sugerujgcym czesto mylne rozpoznanie
zapalenia oskrzeli lub ptuc, jest kaszel. Przyczyng kaszlu sg krwotoki do
pecherzykdw ptucnych, ktére wynikajg ze zwiekszenia przepuszczalnosci naczyn
wiosowatych w tozysku plucnym i Swiadczg o znacznej patologii ukfadu
oddechowego. W skrajnej postaci malarii ptucnej dochodzi do niewydolnosci
oddechowej z tachypnoe, wcigganiem miedzyzebrzy i sinica, ktére dodatkowo nasila
uogolniona kwasica metaboliczna. Powyzsze objawy wskazujg na zespot ostrej

niewydolnosci oddechowej (ARDS), ktory czesto wymaga leczenia w oddziatach
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intensywnej opieki medycznej i przewlektej wentylacji mechanicznej z uzyciem
respiratora.

W postaci wagtrobowej malarii, dominuje uszkodzenie watroby z Zzéttaczka,
zaburzeniem syntezy biatek i elementéw ukiadu krzepniecia oraz uposledzeniem
procesu utylizacji toksyn egzogennych i endogennych. Nastepstwem niewydolnosci
watroby jest encefalopatia watrobowa. Powiekszenie watroby i obrzeki obwodowe to
cechy niewydolnosci krgzenia.

Objawy malarii w postaci gorgczki i hepatosplenomegalii, ktérym towarzyszag
krwawienia i blados¢ powiok ciata i bton sSluzowych mogg sugerowaé mylne
rozpoznanie chorob ukfadu krwiotwdrczego. Podobne objawy mogg wystgpi¢ w
przypadku zachorowania na gorgczki krwotoczne, dlatego nalezy je koniecznie brac
pod uwage w diagnostyce réznicowej zimnicy. Zéttaczka z gorgczka, dreszczami oraz
bélem spowodowanym rozcigganiem torebki powiekszonej watroby to objawy
charakterystyczne dla kamicy lub zapalenia drog zotciowych, wymagajgcych
natychmiastowej konsultacji chirurgicznej. Czestym powiktaniem chirurgicznym
malarii tagodnej jest pekniecie powiekszonej sSledziony, zwtaszcza w inwazjach
wywotywanych przez P. vivax.

Czestymi objawami malarii sg takze dolegliwosci ze strony przewodu
pokarmowego, takie jak biegunka, nudnosci i wymioty, ktére sg bardzo
niespecyficzne i mogg sugerowacC raczej zakazenie bakteryjne lub wirusowe
przewodu pokarmowego, nieswoiste stany zapalne, zatrucie pokarmowe,
nietolerancje pokarmowg, niz zimnice. Objawy typowe dla malarii np. gorgczka,
powickszenie watroby i sledziony, bdéle miesniowo-stawowe wystepujg takze w wielu
innych chorobach pasozytniczych, takich jak leiszmanioza trzewna, ostra i przewlekta
schistosomoza, wtosnica oraz petzakowica jelitowa i pozajelitowa.

Malaria ztosliwa jest stanem zagrozenia 2zycia w kazdym przypadku
zachorowania, niemniej w rejonach endemicznych, zdecydowanie tatwiej jest
podejrzewacé malarie w kazdym przypadku standéw podgorgczkowych, gorgczkowych i
objawéw niespecyficznych niz w krajach rozwinietych.

U osbéb powracajgcych z krajéw tropikalnych, kazdy incydent gorgczki, ktéry
pojawi sie w zwigzku z podrézg, po uptywie co najmniej tygodnia od momentu
ekspozyciji, powinien by¢ bezwzglednie podejrzewany o malarie i wymaga zgtoszenia
sie w ciggu 24 godzin do najblizszego oddziatu medycyny tropikalnej lub choréb

zakaznych. Badania mikroskopowe krwi obwodowej sg metodg diagnostyczng z
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wyboru dla bezposredniego, parazytologicznego potwierdzenia zarazenia
Plasmodium spp. (Rehlis i wsp., 1998; Stefaniak i Paul, 2010). W przypadku braku
mozliwosci wykonania badania mikroskopowego przez doswiadczonego diagnoste,
dla rozpoznania malarii moze okaza¢ sie przydatne wykrycie splenomegalii wraz z
towarzyszgcg trombocytopenig i niedokrwistoscig w podstawowych badaniach
laboratoryjnych (Magill, 2006).

Sposréd 54 przypadkoéw malarii rozpoznanych w Klinice, u wiekszosci pacjentow
stwierdzono tagodny przebieg kliniczny choroby (68,5%), natomiast u pozostatych
0sOb zdiagnozowano malarie powiktang o przebiegu ciezkim, bardzo ciezkim lub
agonalnym, na podstawie aktualnie obowigzujgcego systemu klasyfikacji malarii wg
Swiatowej Organizacji Zdrowia. Wysoka gorgczka przy przyjeciu lub w wywiadzie
byta wiodgcym objawem klinicznym stwierdzanym u wszystkich badanych, ktorej
towarzyszyta najczesciej spleno- lub hepatomegalia u ponad 60% pacjentéw z
malarig. Sposrdéd podstawowych wyktadnikow laboratoryjnych, mozliwych do
oznaczenia w kazdym laboratorium i nasuwajgcych wysokie podejrzenie zimnicy
nalezata trombocytopenia wykrywana w ponad 70% przypadkéw malarii. Triada
objawéw kliniczno - laboratoryjnych w postaci wysokiej gorgczki poprzedzone;j
dreszczami, hepatosplenomegalii i trombocytopenii okazata sie najbardziej przydatna
w praktycznym rozpoznawaniu zimnicy. Do najczesciej obserwowanych powiktan
nalezata niewydolno$¢ nerek z czarnomoczem zimniczym (22,2%), zaburzenia
Swiadomosci i malaria moézgowa (22,2%) i zéttaczka (22,2%), natomiast rzadziej
stwierdzano objawy niewydolnosci oddechowej (16,7%) lub cechy skazy krwotoczne;j
z zespotem wykrzepiania wewnatrznaczyniowego (7,4%). Do niekorzystnych
wyktadnikdw prognostycznych zaobserwowanych w dwoch przypadkach zgondéw na
oddziatach choréb zakaznych nalezaty cechy niewydolnosci wielonarzgdowej, przy
bardzo wysokiej parazytemii we krwi obwodowej oraz obecnosci ztogdéw hemozoiny w
granulocytach obojetnochtonnych u jednego z nich. Wieloosrodkowe badania
przeprowadzone przez Brunella i wspotpracownikdw wykazaty, iz sposrdd pacjentow
z powiktang malarig hospitalizowanych we Francji na oddziatach intensywnej opieki
medycznej, do ztych rokowniczo markeréw agonalnej malarii nalezata wysoka
parazytemia, zaburzenia Swiadomosci oraz starszy wiek chorych (Brunell i wsp.,
2010). Intensywnos¢ inwazji przekraczajgca 0,5% zostata rowniez uznana za
wyktadnik predykcyjny ciezkiej malarii przez zespdt naukowcow z Instytutu Choréb

Tropikalnych Uniwersytetu w Bangkoku (Tangpukdee i wsp., 2012). Przeprowadzone
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przez nich badania kliniczne wykazaty, iz do wskaznikow powiktanej malarii nalezata
obecnos$¢ schizontéw i gametocytow P. falciparum we krwi obwodowej, diugo
trwajgca gorgczka, obnizone cisnienie tetnicze, cechy odwodnienia, znaczna masa
ciata, niskie stezenie albumin w surowicy oraz przebyta malaria w wywiadzie
(Tangpukdee i wsp., 2007).

Badania przeprowadzone w Klinice pozwolity na opracowanie
szczego6towego profilu obrazu klinicznego i powikian wielonarzadowych w
przebiegu malarii rozpoznanej w szerokiej grupie pacjentéw hospitalizowanych
lub konsultowanych w Klinice Choréb Tropikalnych i Pasozytniczych
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu w okresie ostatnich 10 lat, w tym
réowniez u chorych przekazywanych z innych osrodkéw. Jest to do chwili
obecnej najwieksze zbiorcze opracowanie kliniczne, dotyczace opisu
przypadkow malarii importowanej do Polski z krajbw odmiennej strefy
geograficzno-srodowiskowej i klimatyczno-sanitarnej. Przedstawione w
rozprawie cechy kliniczne i laboratoryjne zimnicy, stwierdzane u badanych
pacjentow dotyczyly mieszkancéw Polski nie posiadajagcych odpornosci
przeciwmalarycznej oraz dorostych imigrantow z Afryki, ktérzy utracili
czesciowg odpornos¢ w kierunku malarii podczas wieloletniego pobytu na
obszarach nie-endemicznych.

Na podstawie obrazu klinicznego nie mozna ostatecznie potwierdzi¢ malarii,
dlatego tez do ustalenia rozpoznania konieczne jest zastosowanie swoistych metod
diagnostycznych. Istnieje wiele metod laboratoryjnych potwierdzajgcych malarie, lecz
kazda z nich posiada swoje ograniczenia. Tradycyjne badania mikroskopowe grube;j
kropli i cienkiego rozmazu krwi obwodowej pozostajg nadal ztotym standardem w
rozpoznawaniu malarii. Niemniej jednak, ujemng strong tej techniki badawczej jest
dos¢ skomplikowana procedura wykonania rozmazow, czasochtonnos¢ metody i brak
odtwarzalnosci wynikow. Ponadto, klasyczne rozmazy malaryczne gwarantujg duzg
czuto$¢ i swoistos¢ metody jedynie w rekach doswiadczonego parazytologa lub
diagnosty laboratoryjnego, dlatego tez rezultat badania jest zwykle dos$¢ subiektywny
i obarczony istotnym ryzykiem otrzymania wynikow zaréwno fatszywie dodatnich, jaki
fatszywie ujemnych. Powyzsze czynniki op6zniajg ustalenie ostatecznego
rozpoznania i wtgczenie leczenia przyczynowego. Podobny wniosek wysungt Kain i
wspotpracownicy, ktorzy stwierdzili, ze opoznienie w leczeniu malarii wzrastato od 5,1

do 7,6 dni i wynikato z faktu, iz lokalne laboratoria wykonujgce rozmazy malarycznie
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nie wykrywaty az 59% przypadkéw zimnicy, a u 64% pacjentéw niewtasciwie
rozpoznaty gatunki pasozyta wywotujgcego zimnice (Kain i wsp., 1998). Materiatem
do badan powinna by¢ krew wiosniczkowa, a nie zylna co wynika ze zjawiska
cytoadherencji i sekwestracji zarazonych erytrocytow w drobnych naczyniach
witosowatych. Badanie krwi Zzylnej cechuje sie o wiele mniejszg czutoscig i jest
obarczone ryzykiem otrzymania wynikéw fatszywie ujemnych, ktore jest szczegolnie
wysokie w przypadku inwazji o matej intensywnosci. Wyniki fatszywie ujemne mogag
by¢ takze spowodowane stosowaniem lekéw przeciwmalarycznych lub antybiotykow
zmniejszajgcych liczbe pasozytow, dlatego kazdy wynik badania nalezy powtorzy¢
kilkkukrotnie, czesto pobierajgc krew do badah na szczycie gorgczki i zawsze
weryfikowa¢ decyzje o wdrozeniu leczenia w oparciu o stan kliniczny pacjenta. Z
drugiej strony, czesciowa odpornos¢ osob wielokrotnie chorujgcych na malarie w
przesztosci powoduje u nich brak objawéw patologicznych i w takiej sytuacji o decyzji
rozpoczecia leczenia moze zadecydowacé jedynie wynik specjalistycznych badan
laboratoryjnych.

Poniewaz objawy kliniczne malarii nie sg patognomoniczne, a metody
laboratoryjne stuzgce potwierdzeniu zachorowania czesto niedostepne i niedoktadne,
nalezy dazy¢ do opracowania metody wykrywajgcej malarie, ktora bedzie spetniata
wszystkie niezbedne warunki takie jak czutoS¢ i swoistos¢ przy krotkim czasie
wykonania i niskiej cenie. Problem postawienia prawidtowej diagnozy nie dotyczy
jedynie rejondw endemicznego wystepowania zimnicy, ktére nie posiadajg dobrze
wyposazonego zaplecza i wyksztatconego personelu laboratoryjnego, ale takze
krajow rozwinietych, gdzie diagnozuje sie rzadkie przypadki malarii importowanej z
tropiku oraz nieoczekiwane, nowe przypadki wywotywane przez komary zawleczone
z rejonéw endemicznych oraz autochtoniczne (Cuadros i wsp., 2002; Danis i wsp.,
2011; Pshenichnaya i Paul, 2011).

5.3. Nowe metody laboratoryjnego rozpoznawania malarii

Do nowszych metod diagnostycznych, ktére mogg usprawni¢ diagnozowanie
malarii nalezg: techniki fluorescencyjne, cytometria przeptywowa, laboratoryjne
analizatory automatyczne, metody immunodiagnostyczne i molekularne oraz

spektrofotometria masowa (Tangpukdee i wsp., 2009).
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Technikg stosowang dos¢ czesto w diagnostyce malarii jest metoda
fluorescencyjna QBC (ang. Quantitative Buffy Coat), ktérg wprowadzono aby
udoskonali¢ diagnostyke malarii i wspomdéc standardowe badanie mikroskopowe w
krajach rozwijajgcych sie. Badanie polega na wybarwieniu krwinek czerwonych
zarazonych Plasmodium spp. oranzem akrydynowym, odwirowaniu w wiréwce o
wysokich obrotach i uwidocznieniu ich przy uzyciu specjalistycznego mikroskopu
wyposazonego w aparat umozliwiajgcy zaobserwowanie fluorescencji oranzu
akrydynowego (Chotivanich i wsp., 2006). Zasada dziatania powyzszej metody
polega na reakcji pomiedzy zastosowanym barwnikiem fluorescencyjnym, a kwasami
nukleinowymi pasozyta w erytrocytach krwi obwodowej. Krwinki czerwone
zawierajgce Plasmodium spp. sg ciezsze niz krwinki niezarazone, co powoduje
rozdziat erytrocytow w kapilarze podczas ich wirowania w wiréwce. Technika QBC
jest nie tylko metodg jakosciowg, potwierdzajgcg obecnos¢ zarodzcow zimnicy w
badanym materiale, ale takze reakcjg pofilosciowg, ktéra na podstawie grubo$ci
warstwy krwinek zabarwionych oranzem akrydyny, ocenia w przyblizeniu
intensywnos¢ inwazji. Czuto$¢ metody QBC jest wysoka, gdyz prég wykrywalnosci
zarodzcoéw zimnicy wynosi 10 pasozytéw w mikrolitrze krwi. Niestety swoistosc
metody jest niska, gdyz brak specyficznosci w barwieniu kwaséw nukleinowych nie
pozwala na réznicowanie pomiedzy poszczegolnymi gatunkami Plasmodium spp.
Swoistos¢ metody dodatkowo obniza fakt, ze oranz akrydyny barwi nie tylko kwas
nukleinowy pasozytow, ale rowniez DNA leukocytow. Technika QBC jest metodg
stosowang w wielu rutynowych laboratoriach w krajach tropikalnych (Adeoye i Nga,
2007). Stata sie ona metodg z wyboru w diagnozowaniu bezobjawowych nosicieli w
rejonach endemicznego wystepowania malarii, szczegodlnie po wprowadzeniu
udoskonaleh w wykrywaniu inwazji o niskiej parazytemii (Ochola i wsp., 2006).
Technika ta posiada jednak pewne ograniczenia. Szerokie zastosowanie powyzszej
metody w osrodkach podstawowej opieki zdrowotnej w odlegtych rejonach krajow
rozwijajgcych sie utrudnia brak przeszkolonego personelu Ilaboratoryjnego,
konieczno$¢ wyposazenia laboratorium w mikroskop i wysokoobrotowg wiréwke oraz
w zuzywalne barwniki i kapilary do pobierania krwi (Craig i Sharp, 1997). Pomimo, ze
technika jest solidna i prosta w wykonaniu, nie jest ona w petni doskonata w ocenie
gatunku i liczby pasozytéw.

Technika polimerazowej reakcji fancuchowej (PCR, ang. Polymerase Chain

Reaction) stuzy do wykrywania swoistych sekwencji nukleotydow kwasow
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nukleinowych charakterystycznych dla okreslonego gatunku zarodzca zimnicy. Jest
ona narzedziem diagnostycznym, ktére cechuje sie wysokg czutoscig i swoistoscig w
potwierdzaniu malarii (Morassin i wsp., 2002; Erdman i Kain, 2008; Singh i wsp.,
2010). W poréwnaniu do grubej kropli i cienkiego rozmazu krwi obwodowej, PCR
wykazuje zdecydowanie wyzszg czuto$¢ analityczng, gdyz prog wykrywalnosci
zarodzcoéw zimnicy wynosi 1-5 pasozytow w 1 pl krwi. Reakcja PCR jest takze
bardziej czuta niz technika QBC i testy immunochromatograficzne, co powoduje, ze
stata sie ona metodg referencyjng w rozpoznawaniu zimnicy o niskiej parazytemii
(Rakotonirina i wsp., 2008). Jedyna trudnos¢ w interpretacji wynikdw badania wigze
sie z brakiem mozliwosci roznicowania pomiedzy fragmentami DNA pochodzgcymi z
zywych pasozytow i tych, ktore zostaty uszkodzone pod wptywem lekéw. Kolejng
funkcjg reakcji tancuchowej polimerazy jest potwierdzanie obecnosci fragmentow
pasozyta w badaniu posmiertnym i wykrywanie mutacji genowych zwigzanych z
opornoscig P. falciparum na poszczegolne leki przeciwpasozytnicze (Durrand i wsp.,
2004; Bharti i wsp., 2010). W krajach, gdzie wysoka cena badania nie jest
przeszkodg, technike PCR wykorzystuje sie takze w badaniach skryningowych wsrod
dawcéw krwi (Hang i wsp., 1995; Benito i Rubio, 2001). Dodatkowg zaletg metody
jest mozliwos¢ zbadania w sposob zautomatyzowany licznych probek krwi
pochodzacych od wielu pacjentow jednoczesnie (Hawkes i Kain, 2007). Ze wzgledu
na fakt, iz technika polimerazowej reakcji tancuchowej wykazuje najwyzszg swoistos¢
w potwierdzaniu poszczegoélnych gatunkoéw zarodzca malarii, w tym P. knowlesi,
stosuje sie jg celem réznicowania gatunkéw Plasmodium spp. w przypadkach
trudnych diagnostycznie, zwlaszcza przebiegajgcych z niskg intensywnoscig inwaz;ji
oraz w celu potwierdzania inwazji mieszanych (Cox-Singh i wsp., 2008; Luchavez i
wsp., 2008). Chociaz badanie PCR pokonato dwa najwieksze problemy w
rozpoznawaniu malarii, czyli czutos¢ i swoisto$¢ diagnostyczng, uzytecznosc tej
metody badawczej jest ograniczona przez wysoki koszt, skomplikowang procedure
oraz koniecznos¢ zatrudnienia wykwalifikowanych pracownikéw do obstugi aparatury
i analizy wynikow badan. Te czynniki sprawiajg, ze PCR nie jest szeroko stosowang
metodg w odlegtych rejonach krajéw tropikalnych (Tangpukdee i wsp., 2009).

Liczne odmiany reakcji tancuchowej polimerazy, takie jak nested-PCR, real-time
PCR, RT-PCR moga spetnia¢ funkcje drugiej linii diagnostycznej w przypadkach, gdy
wyniki badan z uzyciem metod tradycyjnych sg niejednoznaczne (Rubio i wsp., 2002;

Ta i wsp., 2010). Jedng z modyfikacji badania polimerazowej reakcji tancuchowej jest
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technika izotermalnej amplifikacji genowej - LAMP (ang. Loop-Mediated Isothermal
Amplification PCR), ktéra wykrywa gen rybosomu 18s charakterystyczny dla P.
falciparum (Poon i wsp., 2006). Istniejg doniesienia, ze opisywana metoda moze
rowniez potwierdzi¢ obecnos¢ materiatu genetycznego swoistego dla P. vivax, P.
ovale i P. malariae. Dotychczasowe obserwacje sugerujg, ze technika LAMP cechuje
sie duzg uzytecznoscig w rutynowym skryningu oséb mieszkajgcych w rejonach
endemicznego wystepowania zimnicy (Han i wsp., 2007; Aonuma i wsp., 2008).

Do rozpoznawania malarii wprowadza sie takze technike mikromacierzy DNA,
ktéra polega na hybrydyzacji znakowanych fragmentéw kwaséw nukleinowych z
badanej probki z mikromacierzami DNA dotgczonymi do statej powierzchni (Crameri i
wsp. 2007). Naukowcy wykorzystujg mikromacierze DNA do pomiaru poziomu
ekspresji duzej liczby gendéw jednoczesnie lub genotypu wielu regionbw genomu.
Uzywana do badan sonda genetyczna zawiera okreslone sekwencje DNA, krétkie
odcinki genu lub inny element DNA, ktére uzywa sie do hybrydyzacji cDNA lub cRNA.
Do okreslenia wzglednej ilosci badanego kwasu nukleinowego w materiale
wykorzystuje sie zjawisko fluoro- lub chemiluminescencji. W ostatnicj latach,
skonstruowano zestawy oligonukleotydéw dla wielu choréb zakaznych, w tym
réwniez dla P. falciparum (Palacios i wsp., 2007). Uzyteczno$¢ mikromacierzy w
diagnostyce malarii wymaga jeszcze wielu, dalszych badan.

Cytometria przeptywowa jest kolejng metodg diagnostyczng, ktéra moze mieé
zastosowanie w potwierdzaniu obecnosci zarodZzcow malarii w ustroju cztowieka, a jej
zasada dziatania opiera sie na detekcji hemozoiny zmagazynowanej w wakuoli
pasozyta. Obecnos¢ hemozoiny potwierdza depolaryzacja sSwiatta lasera podczas
przej$cia przez kanat cytometryczny. Czuto$¢ metody waha sie od 49% do 98%, a
swoisto$¢ od 82% do 97% (Grobusch i wsp., 2003; Padial i wsp., 2005). Gtéwnym
zastosowaniem cytometrii przeptywowej jest badanie przesiewowe oséb, np. dawcéw
krwi, u ktorych malaria nie jest klinicznie podejrzewana.

Rozpoznanie zimnicy mozliwe jest takze z uzyciem automatycznych analizatoréw
komérkowych ACC (ang. automated blood cell counters) (de Langen i wsp., 2006),
ktore wykrywajg hemozoine w monocytach. Czutos¢ metody siega 95%, a swoisto$é
88% w poréwnaniu do rozmazow krwi obwodowej (Hanscheid i wsp., 1999).
Powyzsze analizatory stosujg takze inng technike do potwierdzenia malarii, a
mianowicie ocene stopnia depolaryzacji swiatta lasera z czutoscig siegajgca 72% i

swoistoscig 96% (Mendelow i wsp., 1999). Kolejna nowatorska technika polega na
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detekcji wzrostu aktywowanych monocytéw i analizie ich objetosci, przewodnictwa i
rozproszenia. Czuto$¢ tej metody wynosi 98%, a swoisto$¢ 94% (Briggs i wsp.,
2006).

Spektrofotometria masowa moze mie¢ takze zastosowanie w potwierdzaniu
malarii w badaniach in vitro. Czuto$¢ analityczna metody jest poréwnywalna do
badan molekularnych i wynosi 10 pasozytéw w 1 ul krwi. Zasada dziatanie polega na
pomiarze bezposredniej absorbancji swiatata ultrafioletowego emitowanego przez
laser (LDMS, ang. direct ultraviolet laser desorption mass spektrometry). W
przypadku zimnicy wykrywanym markerem jest hem pochodzacy z pigmentu
Plasmodium - hemozoiny. LDMS jest metodg w petni zautomatyzowana, wydajng i
bardzo szybkg. W poréwnaniu do standardowych rozmazéw krwi obwodowej, czas
analizy probki badanej przez LDMS jest krotszy niz 1 minuta (Scholl i wsp., 2004).

Powyzsze metody diagnostyczne znajdujg sie ciggle w fazie badan, gdyz
skomplikowana procedura, koniecznos¢ posiadania drogiego sprzetu laboratoryjnego
i wysoce specjalistycznych odczynnikow, ktére wymagajg przechowywania w
lodéwce oraz statego dostepu do elektrycznosci powoduje, ze sg one niepraktyczne
w codziennej, rutynowej pracy laboratoryjnej i nie mogg sta¢ sie alternatywg dla
tradycyjnego badania mikroskopowego krwi obwodowej.

W celu zwiekszenia mozliwosci rozpoznawania malarii i poprawnego
oznaczenia gatunku (lub gatunkéw) zarodzca zimnicy, w rozprawie
wykorzystano tradycyjng metode mikroskopowego wykrywania form
rozwojowych Plasmodium spp. w zarazonych erytrocytach, w skojarzeniu z
analiza swoistych przeciwciatl IgM-lgG w surowicy oraz wybranych antygenéw -
biatka bogatego w histydyne i dehydrogenazy mleczanowej w petnej krwi
obwodowej. Zastosowanie wielokierunkowych badan parazytologicznych i
immunodiagnostycznych w znacznym zakresie zwiekszylo czutos¢ analityczng
wykrywania zarodzcéw zimnicy oraz umozliwito ich réznicowanie i identyfikacje
gatunkowa, niezwykle istotng przy wyborze najbardziej skutecznego
postepowania terapeutycznego i ustaleniu rokowania klinicznego. Niewtasciwe
rozpoznanie malarii wywotanej przez zarodzca sierpowatego, w oparciu o badanie
klasycznych rozmazéw krwi obwodowej, byto przyczyng nawrotu zarazenia u
pacjenta przedstawionego w rozprawie, nie opuszczajgcego terytorium Polski, gdy
tymczasem test immunochromatograficzny i immunoenzymatyczny nie wykrywat

obecnosci antygenu HRP-2 swoistego dla P. falciparum, a jedynie dehydrogenaze
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pLDH charakterystyczng dla zarodzca ruchliwego, odpowiedzialnego na reaktywacje

tej inwazji.

5.4. Ocena  wartosci diagnostycznej testéw immuno-
chromatograficznych i immunoenzymatycznych wykrywajgcych

swoiste antygeny Plasmodium spp.

Jednym z zamierzeh prowadzonych badahn w ramach rozprawy doktorskiej byta
potrzeba znalezienia obiektywnego wyktadnika laboratoryjnego malarii, ktéry bytby
zawsze obecny we krwi obwodowej u wszystkich pacjentéw zarazonych Plasmodium
spp. W przypadku tradycyjnego badania grubej kropli i cienkiego rozmazu krwi
obwodowe] nalezy bra¢ pod uwage fakt, ze sekwestracja P. falciparum w
mikrokrgzeniu powoduje brak czesci form rozwojowych, takich jak dojrzate trofozoity,
czy schizonty w naczyniach obwodowych, obnizajgc czutos¢ diagnostyczng tej
metody badawczej. Z powodu tych niedoskonatosci, coraz wieksze znaczenie
przypisuje sie wykrywaniu antygendw swoistych dla Plasmodium spp. jako metodzie
konkurencyjnej dla klasycznej techniki mikroskopowe.

Szybkie testy immunochromatograficzne w kierunku antygenéw zarodzca zimnicy
(RDT, ang. rapid diagnostic tests) wprowadzono do diagnostyki malarii juz w latach
dziewiecdziesigtych XX wieku. Testy immunochromatograficzne zostaty stworzone z
myslg, ze pozwolg na szybkie, precyzyjne i proste w obstudze rozpoznawanie
zimnicy, szczegdlnie w rejonach, gdzie wykonanie tradycyjnego badania
mikroskopowego jest niemozliwe lub utrudnione (Singh i wsp., 2010). Potwierdzit to
Bell i wspotpracownicy, ktéry poréwnywali czutos¢ diagnostyczng standardowego
badania mikroskopowego i testdw immunochromatograficznych. Autorzy wykazali, ze
w niektorych przypadkach malarii, rozpoznanie ustalono jedynie na podstawie
dodatnich wynikow testow immunochromatograficznych, gdyz gruba kropla i cienki
rozmaz krwi obwodowej nie wykazywaty obecnosci form rozwojowych zarodzcow
zimnicy. Fatszywie ujemne wyniki badania mikroskopowego wyniknety z
niewystarczajgcych umiejetnosci pracownikow laboratorium i braku dostepu do
dobrego sprzetu optycznego (Bell i wsp., 2001). Podobne badania przeprowadzone
w osrodkach zdrowia potozonych na terenach wiejskich w Ugandzie wykazaty, ze
czuto$¢ analityczna szybkich testow w kierunku zimnicy znacznie przewyzszata

wartos¢ diagnostyczng klasycznego badania mikroskopowego krwi obwodowej
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wykonywanego zaréwno przez personel laboratoryjny, jak i doswiadczonych
ekspertow (Batwala i wsp., 2010).

Zakres czutosci i swoistosci diagnostycznej testow immunochromatograficznych w
rozpoznawaniu malarii jest zréznicowany w dos¢ szerokim zakresie i zalezy on od
wielu czynnikdow. Wedlug danych Jelinka i wspodtautorow, czutosC testow
immunochromatograficznych w rozpoznawaniu P. falciparum waha sie od 35% do
97%, a swoisto$¢ osigga wartosci od 77 do 100% (Jelinek i wsp., 2001). Na duzag
rozpietos¢ uzyskiwanych wynikdw badan wplywa gtéwnie intensywnos¢ zarazenia
Plasmodium spp. Wysokg czutos¢ testéw immunochromatograficznych powyzej 90%
obserwuje sie w intensywnych inwazjach przekraczajgcych 100 - 500 pasozytow w 1
ul krwi (Hanscheid, 1999; Moody i Chiodini, 2002; Murray i wsp., 2008; Maltha i wsp.,
2011). W przypadku malarii przebiegajgcej z niskg parazytemig, ujemny wynik testu
uzyskuje sie wczesniej, niz ujemne wyniki badania mikroskopowego, a przy nawrocie
zimnicy dodatni wynik pojawia sie zwykle pézniej w stosunku do rozmazéw
malarycznych. Wysoka czutos¢ i swoistos¢ szybkich testow diagnostycznych dotyczy
gtébwnie wykrywania inwazji wywotywanych przez zarodzca sierpowatego. W
zarazeniach wywofanych przez P. vivax i inne gatunki poza P. falciparum, czutos¢
testow moze by¢ bardzo wysoka i osiggaCc 97%, albo moze by¢ rowniez skrajnie
niska i lokowac¢ sie na poziomie 2% (Jelinek i wsp., 2001; Rubio i wsp., 2001;
Coleman i wsp., 2002; Igbal i wsp., 2002; Mason i wsp., 2002; Playford i Walker,
2002). W rozpoznawaniu inwazji wywotywanych przez P. ovale i P. malariae duze
nadzieje poktadano w uzyciu antygendéw pan-malarycznych, swoistych dla rodzaju
Plasmodium, ale aktualne doniesienia wskazujg na niskg ich uzytecznos¢ w
potwierdzaniu malarii wywotanej przez oba te gatunki (Mason i wsp., 2002; Playford i
Walker, 2002; Myjak i wsp., 2004). Czutos¢ testow immunochromatograficznych w
rejonach o wysokiej transmisji malarii zalezy tez od wieku badanej osoby i czestos$ci
wystepowania zarazen wywotywanych przez P. falciparum w danym rejonie
geograficznym. Niska swoistos¢ testéw immunochromatograficznych u dzieci w wieku
5-9 lat, ktéra wyniosta tylko 25% moze doprowadzi¢ do nadrozpoznawalno$ci malarii
w tej grupie wiekowej. Dla poréwnania, swoistos¢ testdw wykrywajgcych antygen
HRP-2 P. falciparum u dorostych powyzej 25 lat wynosita 73% (Chandler i wsp.,
2010).

Kolejnym problemem diagnostycznym spotykanym przy stosowaniu technik

immunochromatograficznych jest fakt, ze aktualnie stosowane testy nie rozrézniajg
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inwazji mieszanych wywotywanych przez P. falciparum i inne gatunki Plasmodium, od
zarazen wywotywanych wytgcznie przez P. falciparum (Mason i wsp., 2002; Playford i
Walker, 2002). Sytuacje dodatkowo komplikuje fakt, ze nazwy testéw sg czesto
mylgce i sugerujg, ze roznicujg zarazenia P. falciparum i P. vivax, a faktycznie
odrdzniajg one jedynie inwazje P. falciparum od innych gatunkéw zarodzcéw zimnicy
(Singh i wsp., 2010). Ponadto, testy o wysokiej wartosci diagnostycznej posiadajg
wysokg cene i ich koszt jest zbyt wysoki dla wiekszosci lokalnych i
miedzynarodowych projektéw, ktére zajmujg sie kontrolg i zwalczaniem malarii. Ta
sytuacja powoduje, ze stosowane na szerokg skale programy walki z malarig nie
moga uczestniczy¢ w masowej dystrybucji drogich testéw i propagowaniu tej metody
diagnostycznej w rozpoznawaniu malarii w krajach rozwijajgcych sie (WHO, 2005).

Stosowanie testow immunochromatograficznych obarczone jest ryzykiem
uzyskania wynikow fatszywie ujemnych, ktore wystepujg w zarazeniach o matym
natezeniu inwazji. Czutos¢ testow immunochromatograficznych znacznie sie
zmniejsza w przypadku inwazji 0 mniejszym natezeniu, co jest szczegdlnie widoczne
w malarii wywotanej przez gatunki pierwotniaka inne niz P. falciparum (Rimon i wsp.,
2003; Causer i wsp., 2005). Stad tez istniejg wymagania techniczne, aby testy
immunochromatograficzne osiggaty czutos¢ diagnostyczng 95% przy intensywnosci
inwazji 100 pasozytow w 1 ul (Murray i Bennett, 2009). Sytuacje diagnostyczng
dodatkowo utrudnia zjawisko wystepowania wynikow fatszywie ujemnych, mimo
wysokich wartosci parazytemii P. falciparum i P. vivax przekraczajgcych 5000
pasozytow w 1 ul krwi (Forney i wsp., 2001; Igbal i wsp., 2002; Wongsrichanalai i
wsp., 2007). W przypadkach malarii przebiegajgcej z wysokg intensywnoscig inwazji
we krwi obwodowej, fatszywie ujemne wyniki testow immunochromatograficznych sg
spowodowane efektem ,prozony”, wynikajgcym z nadmiaru niezwigzanego przez
przeciwciata antygenu, ale w takich przypadkach wykrycie zarazenia Plasmodium
spp. nie powinno sprawia¢ zadnych trudnosci przy uzyciu standardowego badania
mikroskopowego (Gillet i wsp., 2011; Luchavez i wsp., 2011). Stad tez testy
immunochromatograficzne nie powinny by¢é stosowane jako jedyna metoda
diagnostyczna dla rozpoznawania malarii.

Wyniki fatszywie dodatnie uzyskuje sie natomiast w przypadku reakcji krzyzowych
pomiedzy antygenami zarodzcow i innych pierwotniakdw krwi. Znana jest takze
reaktywnosc¢ krzyzowa antygendéw Plasmodium spp. z czynnikiem reumatoidalnym

lub przeciwciatami heterofilnymi, ktéra powoduje otrzymanie wynikéw fatszywie

-130 -



dodatnich (Wongsrichanalai i wsp., 2007). Zaleznos¢ tg potwierdza Craig i
wspotpracownicy, ktérzy analizowali rézne rodzaje testow
immunochromatograficznych i zauwazyli, ze reakcje krzyzowe miedzy antygenami
pasozytow, a czynnikiem reumatoidalnym wystepowaty u 5-30% badanych
pacjentow. Autorzy nie zdotfali ustalic co byto czynnikiem, ktéry zwiekszat
prawdopodobienstwo wystgpienia reakcji krzyzowej (Craig i wsp., 2002). Fatszywie
dodatnie wyniki dla dehydrogenazy mleczanowej swoistej dla P. vivax obserwowano
rowniez w izolowanych inwazjach P. falciparum przebiegajgcych z wysoka
parazytemig > 2%, ale w takich przypadkach badanie mikroskopowe nie stwarza
zadnych problemoéw diagnostycznych (Maltha i wsp., 2010).

Badania dotyczace testow immunochromatograficznych wykazaly wigeksza
wartos¢ uzycia tej metody diagnostycznej poza rejonem endemicznego
wystepowania zimnicy, gdyz u osob, ktére importowaty malarie z krajow strefy
miedzyzwrotnikowej i subtropikalnej do Polski i Europy rozpoznaje sie
zdecydowanie wyzszg parazytemie¢ Plasmodium spp. we krwi obwodowej niz u
os6b mieszkajagcych w tropiku na stale. Powodem zaistniatej sytuacji bylo
réowniez opoéznienie w kierowaniu do specjalistycznego osrodka i bardziej
zaawansowana faza choroby oraz brak czesciowej odpornosci
przeciwmalarycznej u wiekszosci badanych pacjentéw.

Wieloosrodkowe badania kliniczne przeprowadzone przez Palmera i
wspotpracownikdw na terenie duzych szpitali w Stanach Zjednoczonych wykazaty
bardzo znaczng przydatnos¢ testu immunochromatograficznego w rozpoznawaniu
malarii u 0sob gorgczkujgcych zgtaszajgcych sie do izby przyje¢ i oddziatow
ratunkowych na obszarze nie-endemicznym, z uzyskang czutoscig diagnostyczng
metody osiggajgca 98%, przy swoistosci rownej 100% (Palmer i wsp., 2003). Z kolei
w Wielkiej Brytanii, szybkie testy diagnostyczne przyczynity sie do zmiany rozpoznan
parazytologicznych ustalonych na podstawie oceny klasycznych rozmazéw krwi
obwodowej w 12% laboratoriéw (Chilton i wsp., 2006). Podobnie, w innych
laboratoriach europejskich, az 94% diagnostéw stosuje testy
immunochromatograficzne jako uzupetniajgcg metode diagnostyczng do tradycyjnego
badania mikroskopowego (Gillet i wsp., 2010). W odniesieniu do techniki tancuchowej
polimerazy, szybkie testy immunochromatograficzne pozwolity na identyfikacje az
97% przypadkéw malarii u amerykanskich turystéw powracajgcych z goragczkg z
obszaréw tropikalnych, w poréwnaniu do 85% inwazji rozpoznanych klasyczng
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technikg  mikroskopowg (Wilson, 2012). Mimo iz procedura testow
immunochromatograficznych opiera sie na technice jakosSciowej, na podstawie
stopnia wysycenia obserwowanych prgzkow mozna w przyblizeniu okresli¢ rowniez
intensywnosci inwazji Plasmodium spp. (Katakai i wsp., 2011).

Szerokie stosowanie techniki immunochromatograficznej i uznanie jej za
metode referencyjng w rozpoznawaniu malarii, wymagatoby ustalenia warunkow
okreslajgcych ztoty standard w zakresie wykonywania i analizowania tych testow.
Aktualne badania z uzyciem testow immunochromatograficznych wykazujg, ze w
roznych regionach sSwiata wystepujg rézne gatunki i szczepy zarodzcow, ktére
wymagajg stosowania testdbw immunochromatograicznych w kierunku odmiennych
antygenow oraz, ze testy roznig sie od siebie w sposobie wykonywania, oceniania
wynikow i przechowywania, w zaleznosci od zalecen producentow. Powyzsze rdznice
utrudniajg znalezienie jedynego testu uznawanego za ztoty standard i ograniczajg
mozliwos¢ porownywania testbw np. w zakresie ich czutosci diagnostycznej
(Hanscheid, 1999). Badania przeprowadzone przez ekspertow Swiatowej Organizacji
Zdrowia wykazaty, iz tylko nieliczne sposrdd ponad 100 rodzajéw testow
immunochromatograficznych, obecnych aktualnie na rynku i szeroko stosowanych
zarowno w krajach tropikalnych jak i na obszarach nie-endemicznych, spetniajg
wymagane kryteria diagnostyczne (Murray i wsp., 2008; WHO, 2011b). Szybkie testy
do rozpoznawania antygenow zimnicy sg zalecane w krajach tropikalnych, jako
uzupetnienie diagnozy klinicznej u o0séb gorgczkujgcych w przypadku braku
mozliwosci wykonania lub niepowodzenia badania mikroskopowego, a takze w
sytuacjach przekraczajgcych mozliwosci jego technicznego wykonania, jak np.
podczas epidemii malarii wsrod uchodzcow oraz w populacji bezobjawowej narazonej
na zachorowanie (Tjitra i wsp., 1999; Coleman i wsp., 2002; Williams i wsp., 2008;
Hawkes i wsp., 2009; Ansah i wsp., 2010; Chandler i wsp., 2010; Kyabayinze i wsp.,
2010; Portero i wsp., 2010).

Wyniki testow immunochromatograficznych mogg by¢ takze modyfikowane przez
rézne czynniki zewnetrzne. Mimo, iz testy aktualnie wykorzystywane w diagnostyce
zimnicy nie wymagajg przechowywania w lodowce i wytrzymujg temperature w
zakresie od 2 do 30°C, istniejg doniesienia, ze temperatura i wilgotnos¢ otoczenia,
spos6éb przechowywania oraz czas waznosci mogg wptyng¢ na funkcjonowanie
testow i uzyskiwane wyniki badan (Craig i wsp., 2002; Guthmann i wsp., 2002; Moody
I Chiodini, 2002; Chiodini i wsp., 2007; Murray i wsp., 2008; Mikhail i wsp., 2011).
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Jednym z kluczowych zatozen przy konstruowaniu testow
immunochromatograficznych, byto stworzenie metody diagnostycznej, ktéra bytaby
nieskomplikowana w wykonaniu, tak aby kazda osoba, ktéra posiadataby instrukcje
obstugi mogta wykona¢ test prawidlowo. W badaniach przeprowadzonych przez
Jelinka i wspotpracownikbw okazato sie, ze az 9-32% turystow nie potrafito
poprawnie wykonac testu (Jelinek i wsp., 2001; Jelinek, 2004). Potwierdzit to Bell,
ktéory zauwazyt, ze prawidiowe wykonanie testu byto zagwarantowane poprzez
uprzednie szkolenie i dotyczyto grupy potoznych i wolontariuszy pracujgcych w
instytucjach ochrony zdrowia (Bell i wsp., 2001).

Obecnos¢ swoistych antygenéw Plasmodium spp. mozna réwniez wykry¢ we krwi
obwodowej za pomocg testu immunoenzymatycznego ELISA. Zespo6t naukowcow z
Uniwersytetu w Bangkoku wykazat, iz czuto$¢ analityczna tej techniki
immunodiagnostycznej w istotny sposéb przewyzszata wartos¢ diagnostyczng
tradycyjnej analizy mikroskopowej rozmazéw krwi. Zastosowanie skojarzonej metody
oznaczania antygenu HRP-2 z klasycznym badaniem mikroskopowym w osrodkach
tropikalnych, zlokalizowanych na terenach przygranicznych Tajlandii i Birmy
(Myanmar), pozwolito na osiggniecie wysokiej czutosci diagnostycznej wykrywania
malarii na poziomie porownywalnym do technik biologii molekularnej (Noedl! i wsp.,
2006).

Antygen HRP-2 produkowany jest przez wszystkie bezptciowe formy rozwojowe
zarodzca sierpowatego oraz przez mtode gametocyty. Antygen wystepuje w postaci
wolnej, zwigzanej z przeciwciatami w surowicy, w zarazonych krwinkach czerwonych,
przytgczony do zdrowych erytrocytow za pomocg receptorow dopetniacza jako czesc¢
komplekséw immunologicznych oraz do leukocytéw. Kazda z postaci ma inng
kinetyke przemian i rozny okres péttrwania w badanej krwi. Dlatego tez, poziom
antygenu w momencie wykonywania badania, nie musi korelowa¢ z aktualnym
natezeniem inwazji i nie Swiadczy o doktadnej liczbie pasozytow we krwi obwodowe;].
Istotne jest, aby osobno interpretowac ilo§¢ antygenu i jego wptyw na przebieg
Kliniczny i rokowanie w malarii. Bezposrednia zalezno$¢ pomiedzy produkcjg
antygenu HRP-2 i liczbg pasozytow oraz stadium ich rozwoju wystepuje jedynie w
badaniach in vitro (Murray i wsp., 2008; Pava i wsp., 2010).

Wynik testu immunoenzymatycznego ELISA nie ocenia doktadnej ilosci antygenu,
gdyz jedna czgsteczka antygenu posiada wiele epitopow (najczesciej od 1 do 10) do

przytaczenia przeciwciat detektorowych, co od razu obniza sygnat w
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spektrofotometrze. Stosunek antygen - przeciwciato 1:1 wystepuje jedynie w
przypadku aldolazy i dehydrogenazy mleczanowej Plasmodium spp. Ponadto u osob,
ktére przechorowaty malarie w przeszioéci i posiadajg czesciowg odpornosc
przeciwmalaryczng, naturalne przeciwciata skierowane przeciwko antygenowi HRP-2
muszg konkurowaC o przytgczenie antygenu, z zastosowanymi w tescie ELISA

przeciwciatami wigzacymi i wykrywajgcymi.

W P. falciparum OP. falciparum + P. vivax
OP. vivax OP. ovale
B P. malariae

Ryc. 55. Ostateczne rozpoznanie malarii u pacjentéw hospitalizowanych i
konsultowanych w Klinice, ustalone na podstawie skojarzonego zastosowania badania
mikroskopowego oraz oznaczania swoistych antygenéw Plasmodium spp. we Kkrwi
obwodowej (n=54).

Badania przeprowadzone w Klinice w ramach rozprawy doktorskiej
wykazaly, ze skojarzone zastosowanie zaréwno szybkiego testu
immunochromatograficznego wykrywajagcego antygen HRP-2 P. falciparum
oraz nieswoistg gatunkowo dehydrogenaze Plasmodium spp., jak i techniki
immunoenzymatycznej ELISA dla wykrywania biatka HRP-2, przyczynito si¢ do
ustalenia poprawnego rozpoznania kilku trudnych diagnostycznie przypadkéw
malarii, ktérych wykrycie tradycyjng technikag mikroskopowa byto niepewne lub
dyskusyjne. U jednego pacjenta, u ktérego rozpoznano wstepnie inwazje wywotang
przez zarodzca sierpowatego, o niewielkiej intensywnosci zarazenia, technika

immunochromatograficzna pozwolita na weryfikacje diagnostyki mikroskopowej i
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postawienia ostatecznego rozpoznania izolowanej inwazji P. vivax, co zostato
dodatkowo udokumentowane pojawieniem sie klinicznego nawrotu zarazenia po
uptywie 3 miesiecy od leczenia ostrego epizodu zimnicy oraz brakiem obecno$ci
biatka HRP-2 w tescie immunoenzymatycznym ELISA. Z kolei u dwéch kolejnych
pacjentow z rozpoznang mikroskopowo inwazjg mieszang, brak obecnosci antygenu
HRP-2 w teScie immunochromatograficznym i technice immunoenzymatycznej
ELISA, przyczynit sie do obiektywnej weryfikacji rozpoznania parazytologicznego i
ustalenia ostatecznego rozpoznania izolowanej inwazji odpowiednio P. malariae lub
P. vivax, bez wspofistniejgcego zarazenia P. falciparum. Uzyskane wyniki badan
pozwolity na potwierdzenie wysokiej uzytecznosci metod wykrywajacych
swoiste antygeny Plasmodium spp. we krwi obwodowej, jako uzupetniajagcych
technik diagnostycznych stosowanych w skojarzeniu z klasycznym badaniem
mikroskopowym. Zastosowanie tych metod okazato si¢ szczegdlnie przydatne,
zwlaszcza w trudnych przypadkach przebiegajacych z niska intensywnoscia
inwazji lub podejrzanych o inwazje mieszang. Testy wykrywajace swoiste
antygeny Plasmodium spp. we krwi obwodowej, wykazywaty najwyzszg czutosé
diagnostyczng dla rozpoznawania i r6znicowania malarii wywotywanej przez P.
falciparum i P. vivax oraz potwierdzity wszystkie przypadki malarii mieszanej
wywotanej jednoczesnie przez P. falciparum i P. vivax. Jedynie w przypadku
izolowanych inwazji powodowanych przez P. ovale i P. malariae, udokumentowano
wyzszg wartos¢ diagnostyczng klasycznej analizy mikroskopowej nad badaniami
immunodiagnostycznymi w kierunku antygendw zarodzca zimnicy. Ostateczne
rozpoznanie malarii u pacjentdw hospitalizowanych i konsultowanych w Kilinice,
ustalone na podstawie skojarzonego zastosowania klasycznego badania
mikroskopowego oraz oznaczenia biatka bogatego w histydyne P. falciparum i
nieswoistej gatunkowo dehydrogenazy mleczanowej zarodzca zimnicy we Kkrwi
obwodowej przedstawia Rycina 55. W okresie objetym prowadzeniem badan w
ramach rozprawy doktorskiej, nie notowano w Klinice przypadkow zimnicy

wywotywanych przez P. knowlesi.
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5.5. Ocena wartosci klinicznej | prognostycznej testow
immunodiagnostycznych  wykrywajacych  swoiste  antygeny

Plasmodium spp.

W rozprawie doktorskiej podjeto sie proby wykorzystania oznaczen biatka
bogatego w histydyne specyficznej dla zarodzZzca sierpowatego oraz nieswoistej
gatunkowo dehydrogenazy mleczanowej Plasmodium spp. dla oceny przebiegu
klinicznego choroby oraz ustalenia rokowania u pacjentéw z ostrym epizodem malarii.
Przeprowadzone w Klinice badania wykazaty, ze profil wykrywanych antygendéw
Plasmodium spp. byt znacznie zréznicowany w zaleznosci od charakteru i stopnia
nasilenia  objawéw  klinicznych.  Niezaleznie od zastosowane] metody
immunodiagnostycznej, antygen HRP-2 P. falciparum byt wykrywany w powiktanych
przypadkach zimnicy zakonczonych zgonem, ktére byly hospitalizowane w
oddziatach chorob zakaznych oraz u wigkszosci pacjentéw z malarig o przebiegu
ciezkim oraz bardzo ciezkim. U pacjentdw z malarig niepowiktang, biatko bogate w
histydyne wykrywano znacznie rzadziej, niz w pozostatych grupach pacjentow
zarazonych Plasmodium spp. Stad tez obecnos¢ antygenu HRP-2 we krwi
obwodowej moze by¢ wartosciowym i praktycznym wyktadnikiem ciezkiej malarii o
niekorzystnym rokowaniu klinicznym, stosowanym w codziennej praktyce lekarskiej w
oddziatach chorob tropikalnych.

Ponadto, istniata pozytywna korelacja poziomow biatka bogatego w histydyne w
zakresie oceny stopnia ciezkosci przebiegu klinicznego zimnicy, czasu zgtoszenia sie
do szpitala, dlugosci hospitalizacji i utrzymywania sie stanow gorgczkowych u
badanych pacjentéw. U chorych z powiktang malarig, ktorzy prezentowali objawy
niewydolnosci nerek, uktadu oddechowego, cechy skazy krwotocznej z zespotem
wykrzepiania wewnatrznaczyniowego, czy objawy malarii moézgowej, poziom
antygenu HRP-2 P. falciparum byt istotnie wyzszy, niz u oséb nie posiadajgcych
powyzszych zaburzen.

Analizujgc parazytologiczne wyktadniki powiktanej malarii wywotywanej przez
zarodzca sierpowatego, takie jak obecnos$¢ wysokiej lub krytycznej parazytemii we
krwi obwodowej i/lub schizontéow P. falciparum w erytrocytach oraz ztogéw
hemozoiny w leukocytach wykazano, iz pacjenci, u ktéorych wykrywano co najmniej
jeden laboratoryjny marker malarii 0 niekorzystnym znaczeniu prognostycznym w

rozmazach krwi obwodowej, posiadali zdecydowanie wyzsze poziomy antygenu
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HRP-2 P. falciparum niz osoby, u ktérych nie stwierdzano cech parazytologicznych
ciezkiej zimnicy. Przeprowadzone w Klinice badania wykazaty istotng korelacje
wysokich pozioméw biatka HRP-2 we krwi obwodowej nie tylko z Klinicznymi i
laboratoryjnymi  wyktadnikami  niewydolnoéci wielonarzgdowej o niepewnym
rokowaniu Kklinicznym, ale rowniez z parazytologicznymi wskaznikami ciezkiej,
powiktanej malarii, ustalonymi przez Swiatowg Organizacje Zdrowia.

Okreslenie antygenow Plasmodium spp. przy uzyciu testow
immunochromatograficznych i technik immunoenzymatycznych moze mie¢ rézne
zastosowanie w diagnostyce zimnicy. Antygen HRP-2 potwierdza zarazenie P.
falciparum, ale wedtug niektérych doniesien nie moze by¢é on wykorzystywany jako
marker skutecznosci leczenia przeciwmalarycznego, gdyz utrzymuje sie w krgzeniu
pacjenta jeszcze przez kilka tygodni po zakonczeniu skutecznej terapii (Kyabayinze i
wsp., 2008; Kattenberg i wsp., 2012). Funkcje wyznacznika aktywnosci P. falciparum
i innych gatunkow zarodzcéw przypisuje sie natomiast dehydrogenazie mleczanowej,
ktdrej poziom gwattownie obniza sie wraz ze zmniejszaniem sie parazytemii we krwi
obwodowej. Warunkiem uzytecznosci tego enzymu w ocenie zywotnosci Plasmodium
spp., ktéra przektada sie na skutecznos¢ leczenia jest liczba gametocytow mniejsza
niz 100 w 1 ul lub ich catkowity brak w analizowannej krwi (Murray i Bennett, 2009).

W badaniach przeprowadzonych w Klinice, antygen HRP-2 P. falciparum byt
wykrywalny we krwi obwodowej badanych pacjentdow po ukonczeniu celowanego
leczenia z takg samg czestoscig, jak nieswoista gatunkowo dehydrogenaza
mleczanowa Plasmodium spp. U Zzadnego z badanych pacjentow nie obserwowano
rowniez gametocytow we krwi obwodowej w dniu wypisu ze szpitala. Wykazano
natomiast, ze antygeny zarodzca zimnicy byly czesciej obecne we krwi obwodowej
po zakonczeniu leczenia przeciwpasozytniczego u pacjentow z powiktang malarig o
przebiegu ciezkim i bardzo ciezkim niz w przypadkach tagodnych. W inwazjach, w
ktérych jednym z rozpoznawanych gatunkéw byt zarodziec sierpowaty (P. falciparum
i inwazje mieszane), stezenia biatka HRP-2 po leczeniu byty ujemne (73,7%) lub
zdecydowanie nizsze (26,3%) niz w dniu przyjecia do szpitala, $wiadczac o

skutecznosci prowadzonej terapii przeciwpasozytniczej (patrz podrozdziat 4.5.4.).
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6. WNIOSKI

1. Przeprowadzone w Klinice badania wykazaly, ze malaria jest czesta
przyczyng stanéw goraczkowych wymagajacych specjalistycznej
diagnostyki roznicowej u polskich turystéow i misjonarzy, powracajacych do
Polski z endemicznych obszarow strefy miedzyzwrotnikowej i

subtropikalnej.

2. U pacjentow leczonych i konsultowanych w Osrodku Poznanskim
potwierdzono korelacje ciezkiego obrazu klinicznego malarii z brakiem
przedwyjazdowej konsultacji medycznej u specjalisty choréb tropikalnych,
niestosowaniem wilasciwej farmakologicznej profilaktyki przeciwmalarycznej
oraz odbyciem podrézy o charakterze zawodowym do krajow Afryki

Roéwnikowej i dluzszym okresie pobytu przekraczajagcym 2 tygodnie.

3. Wykrywanie antygenéw Plasmodium spp. we krwi obwodowej okazato sie
cenng, uzupetniajgcg metoda diagnostyczng dla rozpoznawania malarii,
importowanej z obszaré6w odmiennej strefy klimatyczno-sanitarnej,
przebiegajacej z niskg intensywnoscia inwazji lub wywotywanej przez kilka
gatunkéw zarodzca zimnicy, ktéra sprawia trudnosci w tradycyjnym badaniu

mikroskopowym.

4. Oznaczanie poziomu antygenu HRP-2 P. falciparum we krwi obwodowej
posiada istotng wartos¢ kliniczng i prognostyczng dla oceny stopnia
ciezkosci przebiegu klinicznego malarii, okreslenia ryzyka niewydolnosci
wielonarzagdowej oraz monitorowania skutecznosci leczenia

przeciwpasozytniczego.
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7. STRESZCZENIE

Wprowadzenie: W ostatnich latach, obserwuje sie znaczace nasilenie ruchu turystycznego
oraz wyjazdow stuzbowych do krajow strefy miedzyzwrotnikowej i subtropikalnej, stwarzajgce
istotne ryzyko importowania do Polski wielu chorob egzotycznych. Malaria stanowi jedng z
gtdbwnych przyczyn stanow gorgczkowych oraz ciezkich powiktan wielonarzgdowych wsrod
0séb podrozujgcych do obszaréw endemicznych. U oséb powracajgcych z tropiku i nie
posiadajgcych  czesciowej odpornosci przeciwmalarycznej, zimnica jest stanem
bezposredniego zagrozenia zycia, a jej niewtasciwe lub opdznione rozpoznanie i leczenie
stwarzajg istotne ryzyko niekorzystnego rokowania klinicznego, z uwzglednieniem zgonu.

Cele pracy: (1) Okreslenie czestosci wystepowania malarii ws$rod pacjentow
goraczkujgcych po powrocie z obszaréw endemicznych, hospitalizowanych w Klinice Chordéb
Tropikalnych i Pasozytniczych Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu; (2) Ocena przebiegu
klinicznego malarii u oséb podrézujagcych do rejondw odmiennej strefy klimatyczno-
srodowiskowej i sanitarno-higienicznej, leczonych i konsultowanych w Osrodku Poznanskim;
(3) Okreslenie wartosci diagnostycznej metod wykrywajgcych antygeny zarodzca zimnicy we
krwi obwodowej dla rozpoznawania malarii u polskich pacjentéw powracajgcych z krajow
endemicznych strefy gorgcej; oraz (4) Analiza mozliwosci wykorzystania oznaczen antygenow
Plasmodium spp. we krwi obwodowej dla oceny Klinicznej i prognostycznej pacjentéw z
malarig, importowang do kraju z obszaréow tropikalnych i subtropikalnych.

Material i metody: Badania epidemiologiczno-kliniczne oraz laboratoryjne
przeprowadzono u 47 pacjentow (wiek 22-59 lat, Srednia 39,0 lat) z ostrym epizodem malarii,
ktorzy w okresie od stycznia 2001 roku do pazdziernika 2012 roku zostali przyjeci do Kliniki
Chorob Tropikalnych i Pasozytniczych Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu (n=44) lub tez
byli hospitalizowani w oddziatach chordb zakaznych potudniowej Polski z powodu
zagrazajgcych zyciu objawow Klinicznych, u ktérych ostateczne potwierdzenie rozpoznania
przeprowadzono w Klinice (n=3). W grupie badanej byto 42 Polakéw (89,4%) oraz 5
imigrantéw z Afryki (10,6%). Czterech pacjentdéw byto wielokrotnie hospitalizowanych w
Klinice z powodu nawrotéw malarii (8,5%): u trzech os6b stwierdzono dwukrotng reaktywacje
zarazenia P. vivax, a w jednym przypadku — jednokrotng, stad tez tgcznie w okresie objetym
badaniami klinicznymi w Os$rodku Poznanskim hospitalizowano lub konsultowano 54
przypadki ostrych epizodéw zimnicy. Grupe kontrolng stanowito 50 polskich misjonarzy,
powracajgcych do kraju po dtugotrwatym pobycie w krajach strefy gorgcej lub subtropikalnej.
Wywiad epidemiologiczny, obejmujgcy charakter i cel podrozy tropikalnej oraz dtugosé i
miejsce pobytu, z uwzglednieniem czynnikéw ryzyka zarazenia, zostat przeprowadzony w
oparciu o ujednolicony kwestionariusz pytan. Ocene stanu klinicznego pacjentéw z malarig

dokonywano na podstawie aktualnych kryteriéw Swiatowej Organizacji Zdrowia. U wszystkich
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pacjentow przeprowadzano parazytologiczne badania mikroskopowe w kierunku obecnosci
form  rozwojowych Plasmodium spp. w potgczeniu z jakoSciowymi testami
immunochromatograficznymi  wykrywajgcymi  biatko bogate w histydyne (HRP-2)
charakterystyczne dla P. falciparum oraz nieswoistg gatunkowo dehydrogenaze mleczanowg
(pLDH) Plasmodium spp. (DRG International Inc., New Jersey, USA) oraz oznaczeniem
stezenia antygenu HRP-2 we krwi obwodowej za pomoca techniki immunoenzymatycznej
ELISA (Cellabs, Brookvale, Australia).

Wyniki: Sposrod 47 pacjentéw hospitalizowanych lub konsultowanych w Klinice z
potwierdzeniem malarii, wiekszo$¢ osob (83,0%) zarazito sie zarodZzcem zimnicy podczas
pobytu w Afryce Subsaharyjskiej, przede wszystkim w Kamerunie, Ghanie i Nigerii. Gtdwnym
celem podrézy pacjentdw tworzacych grupe badang byta podréz stuzbowa (51,1%),
zwtaszcza wyjazd do pracy w osrodkach misyjnych i placowkach humanitarnych w tropiku
(27,7%). Pacjenci grupy badanej przebywali w krajach endemicznego wystepowania malarii
przez okres 1 tygodnia - 56 lat (srednio 207 tygodni); zdecydowana wiekszos¢ o0sob
podrozowata w tropiku przez okres diuzszy niz 2 tygodnie (78,7%). Tylko 13,0% pacjentéw
skorzystato z profesjonalnej konsultacji u lekarza specjalisty chorob tropikalnych lub
medycyny podrozy przed planowanym wyjazdem do krajow strefy goracej. Ponad potowa
pacjentbw 2z malarig rozpoznang w Osrodku Poznanskim nie stosowata Zadnej
farmakologicznej profilaktyki przeciwmalarycznej (51,1%), 1/3 o0séb przyjmowata leKki
nieskuteczne dla danego rejonu geograficznego $wiata (29,8%), a 12,7% badanych
pobierato leki niezgodnie z zaleceniami lekarza.

Sposrdéd 54 przypadkow ostrych epizoddw malarii hospitalizowanych lub konsultowanych
w Osrodku Poznanskim, u 37 pacjentéw zaobserwowano niepowikfany przebieg zimnicy
(68,5%), u 8 osbéb przebieg ciezki (14,8%), a u 7 chorych bardzo ciezki (13,0%). Dwdch
pacjentéw z wielonarzgdowymi powiktaniami w przebiegu malarii hospitalizowanych w innych
osrodkach w Polsce zmarto (3,7%). Do najczesciej wystepujgcych objawdw klinicznych
nalezata wysoka gorgczka poprzedzona dreszczami (100%), hepatosplenomegalia (60,0%),
zaburzenia $wiadomosci (22,2%), zoéttaczka (22,2%), niewydolnos¢ nerek (22,2%),
zaburzenia oddychania (16,7%), cechy skazy krwotocznej (7,4%), rzadziej kwasica
metaboliczna (13,0%), niewydolnos¢ watroby (3,7%), czy zapas¢ naczyniowa (1,9%); u 14
chorych zaobserwowano cechy niewydolnosci wielonarzgdowej (25,9%).

Na podstawie analizy mikroskopowej preparatow grubej kropli i cienkiego rozmazu krwi
obwodowej barwionych metodg Giemsy, izolowane zarazenie P. falciparum stwierdzono u
64,8% badanych, inwazje P. vivax rozpoznano w 20,4% przypadkach, zarazenia wywotane
przez P. ovale lub P. malariae wykryto u 3,7% badanych, natomiast inwazje mieszane

stanowity 11,1% wszystkich rozpoznan mikroskopowych.
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Dodatni wynik testu immunochromatograficznego w kierunku obecnosci zaréwno
antygenu HRP-2 P. falciparum, jak i dehydrogenazy mleczanowej swoistej dla Plasmodium
spp. stwierdzono w dniu przyjecia do szpitala u potowy badanych pacjentow. Biatko bogate w
histydyne wystepowato samodzielnie w 18,5% przypadkéw malarii, natomiast obecnos¢
pLDH Plasmodium spp., jako jedynego wykrywanego antygenu, zaobserwowano u 27,8%
badanych. Wsréd 54 przypadkow ostrej malarii rozpoznanych w Klinice, wartosci gestosci
optycznej reakcji immunoenzymatycznej ELISA dla antygenu HRP-2 P. falciparum wahaty sie
od 0,051 do 1,226 ($rednia 0,623 + 0,494). Obecnos¢ biatka bogatego w histydyne
potwierdzono u 61,1% badanych pacjentéw, co stanowito 88,6% zachorowan z rozpoznang
mikroskopowo inwazjg P. falciparum oraz 80,5% zarazen, w ktorych jednym z wykrywanych
gatunkéw byt zarodziec sierpowaty. U zadnego z 50 misjonarzy grupy kontrolnej nie
stwierdzono obecnosci form rozwojowych, ani swoistych antygenéw charakterystycznych dla
zarodzca zimnicy we krwi obwodowe;j.

U chorych z malarig powiktang, ktorzy prezentowali objawy niewydolnosci nerek lub
uktadu  oddechowego, cechy skazy krwotocznej z zespotem  wykrzepiania
wewnatrznaczyniowego, czy tez zaburzenia Swiadomosci z objawami malarii moézgowej,
Srednie poziomy antygenu HRP-2 P. falciparum okazaty sie statystycznie zdecydowanie
wyzsze, niz u 0sOb nie posiadajgcych powyzszych powiktan narzgdowych. Analizujgc
parazytologiczne wykfadniki ciezkiej malarii wywotywanej przez P. falciparum, takie jak
wysoka lub krytyczna parazytemia, obecnosé schizontéw P. falciparum w erytrocytach oraz
ztogdbw hemozoiny w leukocytach wykazano, iz pacjenci, u ktérych wykrywano co najmniej
jeden laboratoryjny marker malarii o niekorzystnym znaczeniu prognostycznym w rozmazach
krwi obwodowej, posiadali statystycznie istotnie wyzsze srednie wartosci antygenu HRP-2 P.
falciparum niz osoby, u ktérych nie stwierdzano cech mikroskopowych powikfanej zimnicy. W
rozprawie wykazano, iz swoiste antygeny zarodzca zimnicy byly czesciej obecne we krwi
obwodowej po zakonczeniu leczenia przeciwpasozytniczego u pacjentdw z powiktang
malarig o przebiegu ciezkim i bardzo ciezkim, niz w postaciach o przebiegu tagodnym.

Whnioski: (1) Przeprowadzone w Klinice badania wykazaly, ze malaria jest czestg
przyczyng standw gorgczkowych wymagajgcych specjalistycznej diagnostyki réznicowej u
polskich turystow i misjonarzy, powracajgcych do Polski z endemicznych obszaréw strefy
miedzyzwrotnikowej i subtropikalnej; (2) U pacjentow leczonych i konsultowanych w Osrodku
Poznanskim potwierdzono korelacje ciezkiego obrazu Kklinicznego malarii z brakiem
przedwyjazdowej konsultacji medycznej u specjalisty chorob tropikalnych, niestosowaniem
wiasciwej farmakologicznej profilaktyki przeciwmalarycznej oraz odbyciem podrézy o
charakterze zawodowym do krajow Afryki Réwnikowej i dtuzszym okresie pobytu
przekraczajgcym 2 tygodnie; (3) Wykrywanie antygenéw Plasmodium spp. we Kkrwi

obwodowej okazato sie cenng, uzupetniajgcg metodg diagnostyczng dla rozpoznawania
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malarii, importowanej z obszaréw odmiennej strefy klimatyczno-sanitarnej, przebiegajgcej z
niskg intensywnoscig inwazji lub wywotywanej przez kilka gatunkow zarodzca zimnicy, ktéra
sprawia trudnosci w tradycyjnym badaniu mikroskopowym; (4) Oznaczanie poziomu
antygenu HRP-2 P. falciparum we krwi obwodowej posiada istotng wartosS¢ kliniczng i
prognostyczng dla oceny stopnia ciezkosci przebiegu klinicznego malarii, okreslenia ryzyka
niewydolnosci wielonarzgdowe;j oraz monitorowania skutecznosci leczenia
przeciwpasozytniczego.
Stowa kluczowe: malaria, Plasmodium spp., medycyna tropikalna, swoiste antygeny, HRP-

2, pLDH, przebieg kliniczny, rokowanie, leczenie.
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8. SUMMARY

Detection of Plasmodium spp. specific antigens in the peripheral blood, for the
diagnosis, evaluation of the clinical status and treatment efficacy in patients with

malaria imported to Poland from tropical and subtropical areas.

Introduction: In recent years, there has been a significant increase in the number of tourist
and business travels to tropical and subtropical countries, thereby causing a significant risk of
importing many exotic diseases into Poland. Malaria is one of the main causes of fever and
severe multi-organ complications among travellers to endemic areas. For people returning
from the tropics and who do not have anti-malarial semi-immunity, malaria constitutes an
immediate threat to their life and its improper or delayed diagnosis or treatment poses a
significant risk of adverse clinical outcomes, including death.

Objectives of the study: (1) Determination of the incidence of malaria in patients with
fever, hospitalised at the Department and Clinic of Tropical and Parasitic Diseases, University
of Medical Sciences in Poznan, after returning from malaria endemic areas; (2) Evaluation of
the clinical course of malaria in travellers to tropical or subtropical regions, treated at the
Poznan Centre; (3) Determination of the diagnostic value of the methods used for the detection
of Plasmodium spp. — specific antigens in the peripheral blood, for the diagnosis of malaria in
Polish patients returning from endemic countries; and (4) Analysis of the possibilities of using
the detection of specific Plasmodium spp. antigens in the peripheral blood for the clinical and
prognostic evaluation of patients with malaria, imported into the country from tropical and
subtropical regions.

Materials and methods: Epidemiological, clinical and laboratory studies were carried out
on 47 patients (aged 22-59 years, mean 39 years) with an acute episode of malaria, who
during the period from January 2001 to October 2012, were admitted to the Department and
Clinic of Tropical and Parasitic Diseases, University of Medical Sciences in Poznan (n=44) or
who were hospitalised at departments of infectious diseases in southern Poland due to
immediate life-threatening clinical conditions, the final confirmation of diagnosis of which was
performed in the Clinic (n=3). The group investigated consisted of 42 Polish patients (89.4%)
and 5 immigrants from Africa (10.6%). Four of the patients were repeatedly hospitalised in
the Department because of recurrences of malaria (8.5%). The reactivation of P. vivax
infection was observed in three patients and once in one case — therefore, a total of 54 cases
of acute episodes of malaria were hospitalised or consulted at the Poznan Centre during the
period covered by the clinical study. The control group consisted of 50 Polish missionaries,
returning to the country after a long stay in tropical or subtropical countries. An
epidemiological interview, covering the nature and reason for the trip, as well as the length

and place of stay, taking risk factors of infection into account, was performed based on a
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standardised questionnaire. Evaluation of the clinical status of malaria patients was carried
out based on the current World Health Organization criteria. Parasitological microscopic
examinations for the presence of developmental forms of Plasmodium spp. in conjunction
with qualitative immunochromatographic tests for the detection of histidine-rich protein (HRP-
2) characteristic of P. falciparum and non-specific Plasmodium lactate dehydrogenase
(pLDH) (DRG International Inc., New Jersey, USA) test as well as the determination of the
concentration of HRP-2 in the peripheral blood using the immunoenzymatic ELISA (Cellabs,
Brookvale, Australia) were performed in all the patients.

Results: Of the 47 patients with malaria who were hospitalised or consulted at the
Department, most of them (83.0%) were infected with Plasmodium spp. during their stay in
sub-Saharan Africa, especially in the Cameroon, Ghana and Nigeria. The main purpose of
the patients’ travel was business trip (51.1%), mainly to work in missionary centres and
humanitarian institutions in the tropics (27.7%). Patients from the study group stayed in
malaria-endemic countries for a period of one week to 56 years (average of 207 weeks); the
vast majority of people travelled around in the tropics for more than 2 weeks (97.9%). Only
13.0% of the patients benefited from professional consultation with tropical diseases or travel
medicine specialists before the planned trip to tropical areas. More than half of the patients
diagnosed with malaria at the Poznan Centre did not use any pharmacological anti-malarial
prophylaxis (51.1%); 1/3 of the patients used medicines that were inappropriate for the
geographical region of the world visited (29.8%) and 12.7% of the patients did not take the
drugs in accordance with the recommendations of the physician. The studies carried out at
the Department are presently the most complete epidemiological documentation of malaria
cases imported into Poland from countries of different climatic and environmental conditions,
in terms of place and route of travel to the tropics, nature and purpose of travel, length of stay
in the endemic region and the specific risk factors relating to the use of mechanical and
pharmacological anti-malarial prophylaxis.

Of the 54 cases of acute malaria episodes hospitalised or consulted at the Poznan
Centre, 37 (68.5%) of the patients had no complications in the course of malaria, 8 cases
(14.8%) were severe and 7 cases (13.0%) were evaluated as very severe. Two patients
(3.7%) with multi-organ injuries in the course of complicated malaria, who were hospitalised
in other hospitals in Poland, died. The most common clinical symptoms included: high fever
preceded by chills (100%), hepatosplenomegaly (60.0%), impaired consciousness (22.2%),
jaundice (22.2%), renal failure (22.2%), respiratory distress (16.7%), features of
haemorrhagic diathesis (7.4%), less commonly metabolic acidosis (13.0%), liver failure
(3.7%), and cardiovascular collapse (1.9%); multi-organ failure was observed in 14 examined
patients (25.9%).
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Based on the microscopic analysis of thick and thin blood films of the peripheral blood,
stained with Giemsa method, P. falciparum was identified in 64.8% of those investigated, P.
vivax invasion was diagnosed in 20.4% of cases, P. ovale or P. malariae was detected in
3.7% of investigated cases, while mixed infections constituted 11.1% of all the microscopic
diagnoses.

Positive immunochromatographic test results for the presence of both the P. falciparum
HRP-2 antigen and Plasmodium lactate dehydrogenase was found on the day of admission
to the hospital in half of the investigated patients. Histidine-rich protein occurred
independently in 18.5% of malaria cases, while the presence of pLDH Plasmodium spp., as
the only detected antigen, was observed in 27.8% of investigated patients. Among the 54
cases of acute malaria diagnosed in the Department, the optical density values of enzyme
immunoassay (ELISA) for the HRP-2 P. falciparum antigen ranged from 0.051 to 1.226
(mean 0.623 + 0.494). The presence of histidine-rich protein was confirmed in 61.1% of
investigated patients, which formed 88.6% of patients with microscopically confirmed cases
of P. falciparum and 80.5% of infections in which one of the identified species was P.
falciparum. No developmental forms were observed in any of the 50 missionaries, neither
were the specific antigens characteristic of Plasmodium spp. found in their peripheral blood.

The levels of HRP-2 P. falciparum antigen were statistically significantly higher in patients
with complicated malaria, who presented with symptoms of renal or respiratory failure, signs
of haemorrhagic diathesis with disseminated intravascular coagulation syndrome or impaired
consciousness with signs of cerebral malaria, than in those who did not have the above
organ complications. By analysing the parasitological markers of severe malaria caused by P.
falciparum, such as high or critical parasitaemia, the presence of P. falciparum schizonts in
the erythrocytes and hemozoin deposits in the leucocytes, it was demonstrated that patients
in whom at least one malaria laboratory marker of unfavourable prognostic significance was
detected in the peripheral blood smears, had statistically significantly higher mean values of
the HRP-2 P. falciparum antigen than in those who did not reveal any microscopic
characteristics of complicated malaria. It was demonstrated that malaria parasite-specific
antigens were more often present in the peripheral blood after anti-parasitic treatment in
patients with complicated malaria of severe and very severe course than in those with mild
clinical course.

Conclusions: (1) The studies carried out at the Department showed that malaria is a
common cause of febrile illnesses, requiring specialised differential diagnosis in tourists and
missionaries returning to Poland from endemic tropical and subtropical areas; (2) In patients
that were treated or consulted at the Poznan Centre, there was a correlation between the
severity of the clinical picture of malaria and the lack of pre-travel medical consultation with a

tropical medicine specialist, non-application of appropriate pharmacological anti-malarial
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prophylaxis and embarking on business trips to Equatorial Africa, and long periods of stay
exceeding 2 weeks; (3) The detection of Plasmodium spp. antigens in the peripheral blood
proved to be a valuable, complementary diagnostic tool for the detection of malaria imported
from areas of different climate and sanitary conditions, proceeding with low intensity of
infection or caused by several species of Plasmodium spp., which makes the traditional
microscopic evaluation difficult; (4) The determination of the level of P. falciparum HRP-2
antigen in the peripheral blood is of significant clinical and prognostic value for the
assessment of the degree of severity of the clinical course of malaria, as well as in
determining the risk of multi-organ failure, and in monitoring the effectiveness of anti-parasitic
treatment.

Keywords: malaria, Plasmodium spp., tropical medicine, specific antigens, HRP-2, pLDH,

clinical course, prognaosis, treatment.
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10. SPIS TABEL

Tabela 1. Ocena stanu swiadomosci i przytomnosci pacjentow z malaria,
hospitalizowanych i konsultowanych w Klinice Chorob Tropikalnych i Pasozytniczych

w Poznaniu, wg skali Glasgow.

Tabela II. Kryteria kliniczne i laboratoryjne ciezkiej malarii, stosowane u pacjentéw
hospitalizowanych i konsultowanych w Klinice Chorob Tropikalnych i Pasozytniczych
(wg Swiatowej Organizacji Zdrowia, 2000).

Tabela 1ll. Wykfadniki kliniczne i laboratoryjne o niekorzystnym znaczeniu
prognostycznym w powiktanych przypadkach zimnicy wywotywanej przez P.

falciparum (wg Swiatowej Organizacji Zdrowia, 2000).
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11. SPIS RYCIN

Rycina. 1. Chtopiec 2-letni hospitalizowany z powodu zagrazajgcej zyciu malarii
mozgowej wywotanej przez Plasmodium falciparum. Kenya Medical Research

Institute w Kilifi (Kenia).

Rycina 2. Rozprzestrzenienie geograficzne oraz liczba zarejestrowanych
przypadkéw malarii na $wiecie w 2010 roku (wg Swiatowej Organizacji Zdrowia,
2012).

Rycina 3. Tropikalny las deszczowy strefy rownikowej, sSrodowiskiem sprzyjajgcym
transmisji zarodzcéw zimnicy przez komary z rodzaju Anopheles. Osada w Dzungli

Amazonskiej, lquitos (Peru).

Rycina 4. Cechy morfologiczne réznych stadiow rozwojowych komarow z rodzaju
Anopheles: A) postaé larwalna rozwijajgca sie w zbiornikach wodnych, B) posta¢
dorosta (imago).

Rycina 5. Cykl rozwojowy zarodzcow zimnicy chorobotwoérczych dla cztowieka. Wg

Centers for Disease Control and Prevention (CDC, Atlanta) w modyfikacji wiasne.

Rycina 6. Rézne formy edukacji zdrowotnej w zakresie zapobiegania malarii dla

mieszkancow strefy endemicznej. St. Francis Hospital w Bulubie (Uganda).

Rycina 7. Pozostawione pojemniki na wode do pojenia zwierzat gospodarskich
czynnikiem sprzyjajgcym namnazaniu sie komaréw przenoszgcych zarodzce zimnicy.

Rejon Kyenjojo w Ugandzie (Afryka).

Rycina 8. Moskitiera nasgczona s$rodkiem owadobdjczym oraz siatki w oknach
skutecznie chronig w porze nocnej przed uktuciami komaréw przenoszgcych malarie.

Kampus uniwersytecki w Kilimanjaro Cristian Medical Centre, Moshi (Tanzania).

Rycina 9. Srodek odstraszajgcy komary (repelent) do stosowania na skore,

zawierajgcy 50% stezenie dietylenotoluamidu (Mugga). Kolekcja wtasna.
Rycina 10. Plantacja bylicy jednorocznej (Artemisia annua) w Fort Portal (Uganda).

Rycina 11. Masywna splenomegalia w badaniu ultrasonograficznym jamy brzusznej
u 24-letniego pacjenta z malarig P. falciparum importowang z Nigerii. Aparat Aloka

Alpha-7 (Japonia). Kolekcja wtasna Kiiniki.
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Rycina 12. Niekorzystne markery prognostyczne w ciezkiej malarii wywotywanej
przez P. falciparum. A) Liczne zlogi hemozoiny w cytoplazmie monocyta. B)
Obecnos¢ pojedynczych schizontow P. falciparum w erytrocytach krwi obwodowe.

Kolekcja wiasna Kiiniki.

Rycina 13. Cechy morfologiczne poszczegdinych gatunkéw Plasmodium sp. w
zarazonych erytrocytach w cienkim rozmazie krwi obwodowej. A) Mtode trofozoity P.
falciparum. B) Dojrzaty schizont P. vivax. C) Pdzny trofozoit P. ovale. D) Trofozoit P.
malariae. Kolekcja wiasna Kiliniki.

Rycina 14. Zasady interpretacji wynikow testu immunochromatograficznego w
kierunku malarii. A) Wynik ujemny. B) Wynik dodatni dla P. falciparum. C) Wynik
dodatni dla P. vivax i innych gatunkow niz P. falciparum. D) Wynik dodatni

wskazujgcy na obecnos¢ P. falciparum lub malarii mieszanej. Kolekcja wiasna Kliniki.

Rycina 15. Docelowy kontynent podrozy pacjentow hospitalizowanych lub

konsultowanych w Klinice, u ktérych potwierdzono malarie (n=47).

Rycina 16. Kraje docelowe podrozy pacjentéw hospitalizowanych lub

konsultowanych w Klinice, u ktérych potwierdzono malarie (n=47).

Rycina 17. Cel podrozy pacjentow hospitalizowanych lub konsultowanych w Klinice,

u ktorych potwierdzono malarie (n=47).
Rycina 18. Diugos¢ pobytu w strefie endemicznej pacjentéw z ostrg malarig
potwierdzong w Klinice (n=47).

Rycina 19. Czestos¢ wykonywania konsultacji lekarskich u specjalisty medycyny
podrézy przed wyjazdem do krajow strefy tropikalnej wsrod 46 pacjentdéw, u ktoérych

potwierdzono malarie w Osrodku Poznanskim.

Rycina 20. Rodzaj stosowanej farmakologicznej profilaktyki przeciwmalarycznej u
pacjentéw hospitalizowanych lub konsultowanych w Klinice, u ktérych potwierdzono

zimnice (n=47).

Rycina 21. Docelowy kontynent podrozy pacjentow grupy kontrolnej

hospitalizowanych w Klinice, u ktérych wykluczono malarie (n=50).

Rycina 22. Klasyfikacja przebiegu klinicznego przypadkéw malarii hospitalizowanych

lub konsultowanych w Klinice (n=54).
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Rycina 23. Przyktadowy przebieg toru gorgczkowego u pacjentow z malarig P.

falciparum i P. vivax hospitalizowanych w Klinice.

Rycina 24. Czarnomocz zimniczy jako niekorzystny marker prognostyczny

powiktanej malarii. Kolekcja wtasna Kiliniki.

Rycina 25. Dolegliwosci kliniczne zgtaszane przez pacjentow 2z malarig,
hospitalizowanych lub konsultowanych w Klinice (n=54).

Rycina 26. Objawy kliniczne stwierdzane u pacjentéw z malarig, hospitalizowanych

lub konsultowanych w Klinice (n=54).

Rycina 27. Wykfadniki kliniczne i laboratoryjne powiktanej malarii u 8 pacjentow z

ciezkim przebiegiem choroby, hospitalizowanych w Klinice.

Rycina 28. Wyktadniki kliniczne i laboratoryjne powiktanej malarii u 7 pacjentow z
bardzo ciezkim przebiegiem choroby, hospitalizowanych lub konsultowanych w

Klinice.

Rycina 29. Egzotyczne choroby pasozytnicze i infekcyjne rozpoznane u pacjentow z

grupy kontrolnej (n=50).

Rycina 30. Rodzaj swoistej terapii przeciwpasozytniczej stosowanej w przypadkach

malarii rozpoznanych w Klinice (n=54).

Rycina 31. Odchylenia laboratoryjne u pacjentow z malarig rozpoznang w Klinice
(n=54).

Rycina 32. Czesto$¢ wystepowania poszczegolnych gatunkow Plasmodium spp. we
krwi obwodowej badanych pacjentow z malarig, hospitalizowanych lub

konsultowanych w Klinice (n=54).

Rycina 33. Zaleznos¢ pomiedzy rozpoznanym gatunkiem zarodzca zimnicy, a
kierunkiem podrozy pacjentow z malarig, hospitalizowanych lub konsultowanych w
Klinice (n=54).

Rycina 34. Zaleznos¢ pomiedzy celem podrozy do krajow strefy miedzyzwrotnikowej

i subtropikalnej a gatunkiem zarodzca zimnicy rozpoznanym w Klinice (n=54).

Rycina 35. Zaleznos¢ pomiedzy rozpoznanym gatunkiem Plasmodium spp. a
charakterem przebiegu klinicznego malarii u pacjentow hospitalizowanych lub

konsultowanych w Klinice (n=54).
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Rycina 36. Zaleznos¢ pomiedzy przebiegiem klinicznym malarii a rozpoznanym
gatunkiem Plasmodium spp. u pacjentéw hospitalizowanych lub konsultowanych w
Klinice (n=54).

Rycina 37. Czesto$¢ wystepowania niekorzystnych wykfadnikéw parazytologicznych
powiktanej malarii u pacjentéw hospitalizowanych lub konsultowanych w Kilinice
(n=54).

Rycina 38. Poréwnanie wynikow wystepowania swoistych przeciwciat w kierunku

Plasmodium spp. u pacjentéw z malarig (n=54) oraz w grupie kontrolnej (n=50).

Rycina 39. Poréwnanie czestosci wykrywania poszczegolnych antygendw zarodzca
zimnicy w tescie immunochromatograficznym w odniesieniu do rozpoznania
mikroskopowego u pacjentow z malarig hospitalizowanych i konsultowanych w
Klinice (n=54).

Rycina 40. Profil wykrywanych antygendéw zarodZzca zimnicy w tescie
immunochromatograficznym w zaleznosci od rozpoznania mikroskopowego u

pacjentow z malarig hospitalizowanych i konsultowanych w Klinice (n=54).

Rycina 41. Rozktad swoistych antygendéw zarodzca zimnicy we krwi obwodowej w
zaleznosci od przebiegu klinicznego malarii u pacjentow hospitalizowanych lub

konsultowanych w Klinice (n=54).

Rycina 42. Czestos¢ wykrywania poszczegolnych antygendw zarodzca zimnicy we

krwi obwodowej u pacjentdw z malarig przed i po ukonczeniu swoistego leczenia.

Rycina 43. Poréwnanie czestosci wykrywania poszczegolnych antygendw zarodzca
zimnicy w tescie immunochromatograficznym po zakonczeniu leczenia, w odniesieniu
do rozpoznania mikroskopowego u pacjentow z malarig hospitalizowanych w Klinice
(n=51).

Rycina 44. Profil wykrywanych antygenéw zarodzca zimnicy w tescie
immunochromatograficznym po zakornczeniu leczenia, w zaleznosci od rozpoznania

mikroskopowego u pacjentéw z malarig hospitalizowanych w Klinice (n=51).

Rycina 45. Czesto$¢ wykrywania antygenu HRP-2 P. falciparum u pacjentéw z
malarig hospitalizowanych Iub konsultowanych w Klinice w zaleznosci od

rozpoznania mikroskopowego (n=54).
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Rycina 46. Ocena korelacji pozioméw antygenu HRP-2 P. falciparum we krwi

obwodowej z obrazem klinicznym malarii.

Rycina 47. Ocena korelacji pozioméw antygenu HRP-2 P. falciparum we krwi

obwodowej z dtugos$cig hospitalizacji pacjentéw w Osrodku Poznanskim.

Rycina 48. Ocena korelacji pozioméw antygenu HRP-2 P. falciparum we Kkrwi
obwodowej z dtugoscig utrzymywania sie stanéw gorgczkowych podczas leczenia w

Klinice.

Rycina 49. Ocena korelacji pozioméw antygenu HRP-2 P. falciparum we krwi

obwodowej w zaleznosci od czasu zgtoszenia sie pacjentow do szpitala.

Rycina 50. Ocena korelacji pozioméw antygenu HRP-2 P. falciparum we Kkrwi
obwodowej w zaleznosci od wystepowania cech skazy krwotocznej i zaburzen

krzepniecia krwi.

Rycina 51. Ocena korelacji pozioméw antygenu HRP-2 P. falciparum we Kkrwi

obwodowej w zaleznosci od wystepowania objawow niewydolnosci nerek.

Rycina 52. Ocena korelacji pozioméw antygenu HRP-2 P. falciparum we krwi
obwodowej w zaleznosci od wystepowania zaburzen swiadomosci i cech malarii

mobzgowej.

Rycina 53. Ocena korelacji pozioméw antygenu HRP-2 P. falciparum we Kkrwi

obwodowej w zaleznosci od wystepowania objawow niewydolnosci oddechowej.

Rycina 54. Ocena korelacji pozioméw antygenu HRP-2 P. falciparum we krwi
obwodowej w =zaleznosci od wystepowania parazytologicznych wyktadnikow

powiktanej malarii w klasycznym badaniu mikroskopowym.

Rycina 55. Ostateczne rozpoznanie malarii u pacjentéw hospitalizowanych i
konsultowanych w Kilinice, ustalone na podstawie skojarzonego zastosowania
badania mikroskopowego oraz oznaczania swoistych antygenéw Plasmodium spp.

we krwi obwodowej (n=54).
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12. OBJASNIENIA UZYWANYCH SYMBOLI | SKROTOW

ACC: automatyczny analizator komoérkowy (ang. Automated Blood Cell Counter)

ACT: skojarzone leczenie malarii oparte na preparatach artemizyny (ang. Artemisine-

based Combined Therapy)
APTT: czas czesciowej tromboplastyny po aktywacji

ARDS: zespot ostrej niewydolnoéci oddechowej (ang. Acute Respiratory Distress

Syndrome)
C3, C4: skfadniki dopetniacza (komplementu)

CD36: powierzchniowy antygen roznicowy krwinek biatych (ang. leucocyte

differentiation antygen)

CDC: Centrum Kontroli i Zwalczania Choréb Zakaznych w Atlancie (ang. Centers for

Disease Control and Prevention)
DEET: dietyleno-toluamid, repelent odstraszajgcy owady

DDT: 2,2-bis-(p-chlorofenylo)-1,1,1-trichloroetan, srodek owadobdjczy dziatajgcy na

postaci doroste komarow

DIC: zespdt rozsianego wykrzepiania wewngtrznaczyniowego (ang. Disseminated

Intravascular Coagulation)
DNA: kwas dezoksyrybonukleinowy
Dz. U.: Dziennik Ustaw Rzeczpospolitej Polskiej

ECDC: Europejskie Centrum Kontroli i Zwalczania Choréb Zakaznych w Sztokholmie

(ang. European Centre for Disease Control and Prevention)
EDTA: wersenian dwusodowy
ELISA: technika immunoenzymatyczna (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

GCS: skala oceny poziomu zaburzen swiadomosci wg Glasgow (ang. Glasgow Coma

Scale)

GPI.  glikozylofosfatydyloinozytol, lipid zarodzca zimnicy wigzacy biatko

powierzchniowe merozoitéw
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HBYV: wirus zapalenia watroby typu B (ang. Hepatitis B Virus)

HCH: gamma-benzeno-heksachloran, srodek owadobojczy z grupy chlorowanych

weglowodoréw

Hgb: hemoglobina

HIV: ludzki wirus niedoboru odpornosci (ang. Human Immunodeficiency Virus)
H>O,: nadtlenek wodoru

HRP-2: biatko bogate w histydyne swoiste dla zarodzca sierpowatego (ang. Histidine-
Rich Protein)

H,SO.: kwas siarkowy
HTK: hematokryt

ICAM-1: miedzykomorkowa czgsteczka adhezyjna (ang. Intercellular Adhesion
Molecule)

IFA: technika immunofluorescencji posredniej (ang. Indirect Fluorescent Antibody
Test)

IFN-y: interferon-gamma

IgG: immunoglobuliny klasy G

IgM: immunoglobuliny klasy M

IL: interleukina

INR: miedzynarodowy wspotczynnik znormalizowanego czasu protrombinowego

IPT: przerywane leczenie profilaktyczne malarii (ang. Intermittent Preventive

Treatment)

IRS: rozpylanie srodkoéw owadobodjczych wewnatrz pomieszczeh mieszkalnych (ang.

Indoor Residual Spraying)
ITN: moskitiera nasgczona srodkiem owadobdjczym (ang. Insecticide Treated Net)
i.v.: dozylna droga podania leku

LAMP: izotermiczna amplifikacja genowa (ang. Loop-Mediated Isothermal

Amplification)
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LDMS: spektrofotometria masowa z pomiarem bezposredniej absorbancji swiatta
ultrafioletowego emitowanego przez laser (ang. Direct Ultraviolet Laser Desorption

Mass Spektrometry)

LLITN: moskitiera nasgczona srodkiem owadobdjczym o przedtuzonym dziataniu

(ang. Long- Lasting Insecticide Treated Net)

MESA: biatko powierzchniowe erytrocytow zarazonych zarodzcem zimnicy (ang.
Membrane Erythrocyte Surface Antigen)

MSP-1: biatko powierzchniowe merozoitow zarodzca zimnicy (ang. Merozoite Surface

Protein)

OD: gestos¢ optyczna (ang. optical density)

OUN: osrodkowy uktad nerwowy

PBS: sdl fizjologiczna buforowana fosforanami (ang. phosphate buffered saline)
PCR: tancuchowa reakcja polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction)

PECAM-1 (CD31): ptytkowo-srédbtonkowa czgsteczka adhezyjna (ang. Platelet-
Endothelial Cell Adhesion Molecule)

PfEMP-1: biatko powierzchniowe erytrocytéw zarazonych P. falciparum (ang. P.

falciparum Erythrocyte Membrane Protein)

pH: ilosciowa skala kwasowosci i zasadowosci roztworéw wodnych zwigzkow

chemicznych

pLDH: dehydrogenaza mleczanowa swoista dla Plasmodium spp. (ang. Parasite

Lactate Dehydrogenase)
p.o.: doustna droga podania leku (fac. per 0s)

QBC: analiza kozuszka leukocytarnego i innych frakcji krwi po odwirowaniu (ang.
Quantitative Buffy Coat)

Real-time PCR: tancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym

RDT: szybki test diagnostyczny, w rozprawie - test immunochromatograficzny

wykrywajgcy antygeny zarodzca zimnicy (ang. Rapid Diagnostic Test)

RNA: kwas rybonukleinowy
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SMC: sezonowa chemioprofilaktyka przeciwmalaryczna (ang. Seasonal Malaria

Chemoprevention)

TMB: 3,3',5,5’- tetrametylenobenzydyna, substrat reakcji immunoenzymatycznej
TNF (TNF-a): czynnik martwicy nowotworéw (ang. Tumor Necrosis Factor)
USA: Stany Zjednoczone Ameryki Poinocnej

WBC: leukocyty krwi obwodowej (ang. White Blood Cells)

WHO: Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)

-174 -



