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ZNACAJ MOLEKULARNE DIJAGNOSTIKE U EVALUACLJI KLINICKOG
TOKA I ISHODA MALARIJE

Zorica Dakié

REZIME

Uvod: Malarija je najznacajnija parazitska infekcija u svetu. Procena je da je 2012.
godine bilo 207 miliona slucajeva malarije sa 627.000 smrtnih ishoda u endemskim
podru¢jima, posebno u tropskim i subtropskim regionima (97 zemalja). Brza i pouzdana
dijagnoza malarije predstavlja osnovu za primenu odgovarajuce terapije i povoljan
terapijski ishod. Zlatni standard u dijagnostici malarije je joS uvek mikroskopija, mada
je s jedne strane subjektivna a s druge, posebno u odredenim klini¢kim situacijama,
nedovoljno osetljiva metoda. Otuda je veliki pomak u dijagnostici predstavljalo
uvodenje molekularnih tehnika, za koje je pokazano da imaju vecu osetljivost 1

specificnost, ali nije do kraja jasan njihov stvarni klinic¢ki znacaj.

Cilj: Cilj ovog rada je procena klini¢kog znacaja real-time PCR-a (qPCR) u dijagnostici
malarije, posebno u sluc¢aju submikroskopske malarije, kao i da se ispita klinicka

upotrebljivost pracenja DNK-nemije za procenu efekta antimalari¢ne terapije.

Metodologija: U istrazivanje je uklju¢eno 109 ispitanika koji su boravili u malari¢énim
podruc¢jima, kod kojih je dijagnostika malarije vrSena na Odseku za parazitologiju na
Klinici za infektivne i tropske bolesti u Beogradu od jula 2010. do maja 2013. godine.

Kod svih ispitanika prvo je radena mikroskopija a potom skrining qPCR gde je kao
ciljni gen koriS¢en visoko konzervirani region 18S rRNK gena. Pozitivni uzorci su
potom ispitivani specijes-specificnim qPCR-om za identifikaciju cetiri vrste roda

Plasmodium: P. falciparum, P. vivax, P. ovale 1 P. malariae.

Rezultati: Malarija je dijagnostikovana kod 45 simptomatskih bolesnika, od kojih je
kod 42 mikroskopski potvrdena. Kod ostala tri (6,7%) bolesnika, dijagnoza je

postavljena indirektno, na osnovu adekvatnog terapijskog odgovora.



Uzorci svih 109 ispitanika podvrgnuti su ispitivanju skrining qPCR-om. Pozitivan
rezultat dobijen je kod 51 ispitanika, i to kod svih sa mikroskopskim nalazom parazita,
ali 1 kod dva bolesnika sa submikroskopskom malarijom, Cetiri bolesnika sa nedavno
le€enom malarijom 1 kod tri kod kojih je bila moguca unakrsna pozitivnost sa drugim
patogenima ili kontaminacija.

Analiticka osetljivost skrining qPCR-a bila je 0,04 parazita/uL, a specificnost
100%. Za specijes-specificni qPCR, analiti¢ka osetljivost bila je 6 parazita/uL za P.
falciparum, 0,30 parazita/uL za P. vivax, 0,13 parazita/uL za P. ovale i za P. malariae
0,09 parazita/uL. Slaganje izmedu rezultata mikroskopije 1 specijes-specificnog qPCR-a
u pogledu identifikacije vrsta bilo je 73,3%, a najbolje stvarno slaganje od 90,6%
pokazano je za P. falciparum. Polovina svih slucajeva neslaganja poticala je od
pogre$no identifikovane vrste roda Plasmodium pri mikroskopskom pregledu.
Korelacija kvantifikacije parazita pomocu skrining qPCR-a 1 mikroskopije bila je niska
(Pirsonov koeficijent korelacije r=-0,442, p=0,009, r2=O,195).

Analiza uzastopnih uzoraka pojedina¢nih pacijenata pokazala je, po oc¢ekivanju,
da se u toku le¢enja malarije DNK-nemija (odredivana skrining qPCR-om) odrzavala
znacajno duze (srednje vreme trajanja 7,9 dana) nego mikroskopska parazitemija (2,2
dana) (P<0,001). Dugo odrzavanje DNK-nemije umanjuje njen klinicki znaaj za
pracenje terapijskog efekata jer nije moguce razluciti da li je detektovana DNK

poreklom od vijabilnih ili nevijabilnih razli¢itih stadijuma $izogonije ili gametocita.

Zakljuéak: U zakljucku, rezultati ovog istrazivanja su pokazali da qPCR moze biti
veoma dragocena metoda u dijagnostici malarije, posebno za detekciju slucajeva sa
niskom parazitemijom, za preciznu kvantifikaciju parazitemije, kao i za pouzdano
odredivanje Plasmodium sp. Otuda bismo preporucili uvodenje molekularne
dijagnostike u rutinsku klinicku primenu, i predlazemo ukljuc¢ivanje molekularnih
tehnika zasnovanih na PCR-u, u kombinaciji sa konvencionalnim dijagnostickim
metodama u postoje¢i dijagnosticki algoritam, posebno u odredenim klini¢kim
situacijama. Na kraju, i u epidemioloskom smislu, u cilju spreavanja uspostavljanja
autohtone transmisije malarije, skrining qPCR moze biti koristan za skrining povratnika

iz tropskih i1 subtropskih podrugja.
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THE SIGNIFICANCE OF MOLECULAR DIAGNOSTICS IN THE
EVALUATION OF THE CLINICAL COURSE AND OUTCOME OF MALARIA

Zorica Daki¢é

SUMMARY

Introduction: Malaria is globally the most important parasitic disease affecting the
population in 97 countries. In 2012, 207 million cases and 627.000 deaths occurred in
malaria-endemic regions, concentrated in the tropics and subtropical areas. A prompt
diagnosis with accurate identification of species is crucial for adequate treatment.
Conventional microscopic diagnosis, although still the gold standard, is highly
subjective, depending on the skill of the microscopist. This has been overcome by
molecular methods, which are constantly being improved for increased sensitivity and

specificity.

Objective: This study aimed to investigate the use of quantitative (q) real-time PCR as
a confirmatory method for the diagnosis of malaria in diagnostically uncertain cases.
Further aims included investigation of whether qPCR could be used for quantification
of parasite density and for how long parasite DNA is detectable in patients receiving

antimalarial therapy.

Methodology: The study group included 109 individuals after their return from tropical
and subtropical areas, tested for malaria in the Parasitological Laboratory at the Hospital
for Infectious and Tropical Diseases in Belgrade between July 2010 and May 2013.
Patient blood samples were first examined by microscopy and tested for the presence of
the parasite 18S rRNA gene by screening qPCR. All positive samples were
subsequently analysed by species-specific qPCR for the detection of four Plasmodium

species, including P. falciparum, P. vivax, P. ovale and P. malariae.

Results: Malaria was diagnosed in 45 patients, all of which were clinically suspected of

malaria. In 42 (93.3%), the diagnosis was based on microscopy, and three (6.7%) were



patients with submicroscopic malaria (SMM), in whom the diagnosis was based on the
favorable effect of antimalarials administered in clinically suspected patients.

All 109 individuals were screened by qPCR, which was positive in 51, including all
cases with microscopic confirmation of malaria, two with SMM, four with recently
treated malaria and three that were probable instances of cross-contamination. The
analytical sensitivity of screening qPCR was 0.04 parasites/uL and the analytical
specificity was 100%.

Species-specific PCR showed an analytical sensitivity of 6 parasites/uL for P.
falciparum, 0.3 parasites/uL for P. vivax, 0.13 parasites/uL for P. ovale and, for P.
malariae 0.09 parasites/uUL. The agreement between the results of species-specific
qPCR and microscopy was 73.3%, of which for P. falciparum infections it was as high
as 90.6%. One half of the instances of disagreement were due to a misdiagnosis of the
Plasmodium sp.by microscopy.

Quantification by qPCR showed low correlation (Pearson's correlation
coefficient r=-0,442, p=0,009, r2=O,195) with parasitemia determined by microscopy. In
patients receiving anti-malarial treatment, parasite DNA was detected (by screening
qPCR) for a significantly (P<0.001) longer period of time (mean 7.9 days) than
parasitemia by microscopy (mean 2.2 days). The fact that a positive qPCR result does
not differentiate among the DNA of live parasites, residual DNA of destroyed asexual
blood stage parasites and circulating gametocytes limits the clinical significance of

qPCR for monitoring of the treatment effect.

Conclusion: In conclusion, this study showed that qQPCR may be useful as a method
complementary to microscopy, particularly in cases of low parasitemia and SMM, and
for species determination, especially in non-P. falciparum cases where most instances
of misdiagnosis occur. Combining molecular with conventional diagnosis seems
currently the best diagnostic approach and including PCR-based diagnosis into the
diagnostic algorithm in use in Serbia may be recommended in routine clinical
diagnostic work. In addition, qPCR may also be included into the epidemiological

surveillance of returning travelers.



KEY WORDS: malaria, Plasmodium species, diagnostics, molecular detection,

quantitative real-time PCR, microscopy, comparison, parasitemia

Area: Parasitology
Subarea: Molecular diagnostics
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Uvod

1. UVOD

Malarija je jedna od najstarijih bolesti sa kojima se Covek suocava i
najznacajnija parazitska infekcija u svetu (1), sa slozenom transmisijom koja se odvija u
interakciji parazita, vektora, prijem¢ivog domacina i sredine. Ovo je najucestalija
tropska bolest, sa visokim morbiditetom i mortalitetom 1 sledstvenim ogromnim
ekonomskim 1 socijalnim znacajem.

lako je u poslednjih 50 godina znaCajno smanjena geografska teritorija
zahvacena malarijom, kontrola je sve teza. Ponovno javljanje malarije je sve ucestalije u
regionima iz kojih je parazit ranije eradikovan ili u kojima je incidencija bila znacajno
smanjena (2, 3, 4, 5). Razlozi su mnogobrojni i ukljuc¢uju globalne klimatske promene,
ekoloske promene pod uticajem Coveka koje favorizuju odrzavanje i Sirenje populacije
komaraca, multirezistenciju parazitskih vrsta kao i1 masovne migracije, izazvane
konfliktima ili porastom turisti¢kih i poslovnih putovanja iz i u malari¢na podrucja.

Malarija je izleCiva bolest ako se na vreme prepozna i dijagnostikuje (6). Sa
aspekta spreCavanja ponovnog uspostavljanja transmisije, pouzdana i pravovremena

dijagnostika predstavlja znac¢ajnu kariku u lancu prevencije.

1.1. EPIDEMIOLOGIJA MALARIJE

Uzro¢nici malarije predstavnici su roda Plasmodium (P.) 1 od preko 250 vrsta
ovog roda samo pet je odgovorno za malariju ¢oveka. Bioloski vektor plazmodijuma su
7enke komaraca roda Anopheles (7). Covek se inficira ubodom zarazenih Zenki
komaraca kojim unose sporozoite, infektivne oblike parazita. Malarija je vezana za
vodena stanista vektora, pre svega tropskih i1 subtropskih regiona sveta, gde visoke
temperature pogoduju vektorima i obezbeduju kompletiranje razvoja plazmodijuma u
zenki komarca.

Poznato je preko 400 vrsta komaraca roda Anopheles (A.) ali samo 30-ak vrsta
imaju vektorski kapacitet za prenoSenje malarije (8). Dominantni vektori malarije u
Evropi i na Srednjem istoku su A. atroparvus, A. labranchiae, A. messeae, A. sacharovi,

A. sergentini i A. superpictus (9).



Uvod

Transmisija malarije deSava se u 97 zemalja sveta. Procenjuje se da je 3,4
milijarde ljudi pod rizikom a 1,2 milijarde pod visokim rizikom od malarije. 2012.
godine je bilo 207 miliona slu¢ajeva malarije sa oko 627.000 smrtnih ishoda. Oko 90%
smrtnih slu¢ajeva desi se u podsaharskoj Africi, pre svega u Nigeriji i DR Kongo. 77%
svih smrtnih ishoda desava se kod dece mlade od pet godina. Izmedu 2000. 1 2012.
godine globalna incidencija malarije sniZzena je za 29%, a u Africi za 31%, dok je
globalna stopa smrtnosti sniZzena za 45%, a u Africi za ¢ak 49% (8).

Intenzivna poslovna 1 turisticka komunikacija sa endemskim regionima, kao 1
priliv imigranata, uslovljavaju brojnost importovanih slucajeva malarije, naroCito u
zemljama zapadne Evrope. NajviSe laboratorijski potvrdenih importovanih slucajeva
malarije 2010. godine zabelezeno je u Francuskoj (n=2.438), Italiji (n=674), Nemackoj
(n=617), Spaniji (n=346), Belgiji (n=213) i Portugalu (n=44) (1). U Evropi je
prijavljeno i 255 slucajeva autohtone malarije i to u Gruziji (n=1), Azerbejdzanu (n=3),
Tadzikistanu (n=13), Turskoj (n=218) 1 Gr¢koj (n=20) (8).

Bitan aspekt importovane malarije je ne samo broj obolelih 1 umrlih, ve¢ i
mogucnost ponovnog unosenja u zemlje 1z kojih je iskorenjena ali u kojima su 1 dalje
prisutni vektori. Rizik od ponovnog uspostavljanja transmisije malarije na terenima gde
je ona eradikovana procenjuje se na osnovu "malariogenog potencijala" koji Cine
receptivnost, infektivnost i1 vulnerabilnost. Receptivnost je definisana prisustvom,
gustinom 1 bioloSkim karakteristikama vektora, infektivnost stepenom osetljivosti
vektora za razli€ite vrste plazmodijuma tj. moguénos¢u kompletiranja sporogoni¢nog
ciklusa u komarcu, a vulnerabilnost brojem prisutnih nosilaca gametocita u
posmatranom podrucju (10, 11, 12).

Importovani sluc¢ajevi malarije u uslovima globalnog zagrevanja obavezuju na
budnost i prevenciju. Visoke temperature stvaraju pogodne uslove za prezivljavanje
vektora i kompletiranje sporogoni¢nog ciklusa u njima preuzimanjem gametocita
plazmodijuma. Slucajevi sporadi¢ne autohtone transmisije malarije zabeleZeni su u
pojedinim delovima Evrope, npr u Italiji, na Korzici i u Spaniji (2, 4, 5), dok je u Grékoj
ponovo uspostavljeno epidemijsko javljanje (3). Naime, nakon eradikacije 1974. godine
godiSnje je belezeno po 20 - 50 importovanih slucajeva. Od 1991. pocelo je
prijavljivanje retkih autohtonih slucajeva, a od 2009. godine uspostavljena je transmisija

P. vivax u Lakoniji, podrucju sa dosta vodnih kanala, pa je u periodu od 2009. do 2012.
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zabelezeno ukupno 73 slucaja (2009. - 7, 2010. - 4, 2011. - 42, 2012. — 20 slucajeva).
Lokalni vektori preuzeli su P. vivax gametocite od imigranata iz Pakistana i

Avganistana koji su obavljali poljoprivredne radove tokom leta (3).

Slika 1. Distribucija malarije u svetu
Izvor:

http://www.nature.com/nrmicro/journal/v4/n9 supp/fig tab/nrmicrol525 F2.html

Vrste roda Plasmodium imaju razlicitu geografsku distribuciju i ucestalost. P.
falciparum 1 P. vivax su najSire rasprostranjene vrste, P. malariae i P. ovale rede (13,
14), dok je P. knowlesi ograni¢en na jugoisto¢nu (JI) Aziju (37).

P. falciparum $iroko je rasprostranjen u tropskim i subtropskim podrucjima i
izaziva veliki broj klinickih slucajeva. Najvecu prevalenciju P. falciparum ima u
podsaharskoj Africi, Novoj Gvineji i na ostrvu Hispanjola, dok je P. vivax
najzastupljeniji u juznoj i JI Aziji, Americi i zapadnom Pacifiku. Ove dve vrste su
podjednako zastupljene na Indijskom podkontinentu, u istocnoj Aziji i Okeaniji (13,
14).

P. vivax ima globalnu distribuciju, jer je sem tropskih i subtropskih podrucja

znacajno zastupljen i u umerenim klimatskim podru¢jima. Duga inkubacija (i do 8 - 10
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meseci) objasnjava zaSto ova vrsta moZe biti endemska i u podru¢jima sa dugom,
hladnom zimom. Procena je da godiSnje od malarije izazvane ovom vrstom oboli 90 -
120 miliona ljudi. Trenutno najveca ekspanzija P. vivax malarije belezi se u Severnoj
Koreji, sa rizikom da se proSiri na Kinu 1 Juznu Koreju (16).

Vrsta P. ovale zastupljena je u vecini zemalja podsaharske Aftrike, JI Azije 1
Indijskog podkontinenta (17, 18, 19), sa prevalencijom od ¢ak 15% u ruralnim delovima
Nigerije (20) i Papua Nove Gvineje (21).

P. malariae ima nisku prevalenciju ali globalnu distribuciju, koja se poklapa sa
distribucijom P. falciparum. RaSiren je Sirom podsaharske Afrike, JI Azije, Indonezije i
ostrva u zapadnom Pacifiku, a u J. Americi u podru¢ju Amazona (22, 23).

P. knowlesi je prvi put opisan 1931. kod dugorepih makaki majmuna u
Singapuru, a prve infekcije ljudi zabeleZzene su 1965. 1 1971. godine u Maleziji,
ukazujuci na njegov zoonotski kapacitet (24, 25). Vulnerabilno podrucje za transmisiju
ove vrste proSirilo se iz Malezije na Sire podrucje JI Azije i poklapa se sa distribucijom
vektora, zoofagnih komaraca grupe 4. leucosphyrus, A. latens 1 A. hackeri (15, 24, 25).
Distribucija P. knowlesi u Sumskim pojasevima uslovila je importovanje ove vrste preko

eko turista u zapadnu Evropu (26, 27, 28).

1.1.1. EPIDEMIOLOGIJA MALARIJE U SRBIJI

U bivSoj Jugoslaviji malarija je iskorenjena 1964. god., Sto je 1 Svetska
zdravstvena organizacija (SZO) zvanicno potvrdila 1974. god. Od tada, u Srbiji se
beleze samo importovani sluc¢ajevi. Zbog prisustva importovane malarije, potencijalnih
vektora 1 velikih vodnih prostora u priobalju Save i Dunava pogodnih za odrzavanje
Anopheles spp., SZO je ovo podrucje proglasila prijemc¢ivim za malariju (29). Vecina
putnika sa sumnjom na malariju javlja se na Kliniku za infektivne 1 tropske bolesti (u
daljem tekstu: Klinika) Klini¢kog centra Srbije (KCS), a dijagnostika se obavlja na
Odseku za parazitologiju KCS gde je od 2001. do 2009. god. 2.981 putnik ispitan na
malariju (30). Malarija je dijagnostikovana kod 102 bolesnika (6 - 16 godisnje) i
uglavnom je bila importovana iz Afrike (92,2%). Dominantna vrsta bio je P. falciparum
(n=78), sam (n=70) ili u meSanim infekcijama sa P. vivax i P. malariae. Plasmodium

nije detektovan u 11 slucajeva (10,7%) klinicki suspektnih na malariju, niti kod
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asimptomatskih putnika. U meduvremenu je doSlo do porasta broja dijagnostikovanih

slucajeva importovane malarije, tako ih je npr 2011. bilo 24.

1.2. ZIVOTNI CIKLUS PARAZITA RODA Plasmodium

Poznato je preko 250 vrsta roda Plasmodium koje mogu parazitirati kod
razli¢itih Zivotinja, ukljucujuéi primate, glodare, ptice 1 gmizavce. Taksonomski,
paraziti malarije pripadaju klasi Haemosporidea, familiji Plasmodiidae 1 rodu
Plasmodium. Uzroc¢nici malarije ¢oveka su P. falciparum, P. malariae, P. vivax, P.
ovale a od nedavno je 1 zoonotska vrsta P. knowlesi, zbog pojava epidemija u JI Aziji,
priznata kao peti izaziva¢ malarije Coveka (15).

Zivotni ciklus roda Plasmodium sastoji se od seksualne i aseksualne faze.
Seksualna faza, oplodenje i sporogonija, odvija se u vektoru, Zenki anofelicnog komarca
i traje 10 do 18 dana. Zenka polaZe jaja na 2 do 3 dana za $ta joj je neophodan krvni
obrok. Nakon sporogonije pri sledeCem krvnom obroku zenka inficira narednog
domacina, unoseci svojom salivom infektivne oblike sporozoite.

Aseksualna deoba, Sizogonija, odvija se u organizmu coveka i obuhvata
ekstraeeritrocitnu fazu u hepatocitima koja traje 5 - 15 dana, i eritrocitnu fazu.

Infekceija coveka pocinje ubodom Zenke komarca roda Anopheles koja inokuliSe
sporozoite plazmodijuma iz svoje salive. Sporozoiti 30 - 40 minuta po inokulaciji ulaze
u hepatocite gde se dele 1 diferenciraju u merozite ¢iji broj varira u zavisnosti o vrste
plazmodijuma i kre¢e se od 2000 (P. malariae) do 40.000 (P. falciparum). Prskanjem

hepatocita dolazi do oslobadanja merozoita u krvotok (10).
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Legenda: i - infektivni stadijum; d - dijagnosticki stadijum; 1 - komarac uzimajuéi kvni obrok ubodom
¢oveka unosi infektivne oblike, sporozoite; A - ekstraeritrocitni ciklus (u jetri): 2 - ulazak u hepatocite; 3 -
Sizonti, 4 - prskanje Sizonata; B - eritrocitni ciklus; 5 - ulazak merozita u eritrocit i Sizogonija u njima
(nezreli trofozoiti, zreli trofozoiti, mladi Sizonti, zreli Sizonti); 6 - prskanje Sizonata, oslobadanje
merozoita koji parazitiraju nove eritrocite; 7 - stvaranje gametocita u eritrocitima, njihovo sazrevanje do
makrogametocita i mikrogametocita; C - sporogonija: 8 - komarac krvnim obrokom unosi gametocite; 9 -
eksflagelacija mikrogametocita i oplodenje ulaskom mikro u makrogametocit; 10 - stvaranje ookineta; 11
- stvaranje oociste; 12 - prskanje oociste i oslobadanje sporozoita

Zivotni ciklusi vrsta roda Plasmodium se delimi¢no razlikuju. Faza $izogonije u
eritrocitu (Er) traje 48 sati kod P. vivax, P. falciparum 1 P. ovale, 72 sata kod P.
malariae a 24 sata kod P. knowlesi (25). Merozoiti prodrli u Er koriste hemoglobin
(Hgb) domacdina za svoje prezivljavanje. Formiraju najpre mlade trofozoite prstenastog
oblika, a potom zrele trofozoite, koji se razvijaju u mlade a potom u zrele Sizonte. Zreli
Sizonti ispunjeni merozoitima dovode do prskanja Er $to za posledicu ima anemiju a

oslobodeni merozoiti inficiraju nove Er.
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U toku aseksualne reprodukcije, posle nekoliko generacija merozoita, pojedini
nekoliko dana. Stvaranje gametocita nije obavezno, ¢ak ni u sluc¢aju kada se bolesnik ne
le¢i. Broj gametocita u perifernoj krvi nije uvek u srazmeri sa brojem aseksualnih
parazita. S obzirom na to da su gametociti odgovorni za pojavu i odrzavanje transmisije
plazmodijuma, njihova brojnost i sposobnost da inficiraju komarca vrlo je vazan faktor

u epidemiologiji malarije (31, 32, 33).

1.3. KLINICKE KARAKTERISTIKE MALARIJE

Prijemcivost Coveka za nastanak infekcije plazmodijumom 1 razvoj bolesti je
razli¢ita. Kod srpaste anemije postoji otpornost na malariju (34), odsustvo Duffy
antigena na Er u izvesnoj meri §titi od P. vivax malarije (35), dok stanovnici malari¢nih
podru¢ja sticu imunitet. U trudno¢i, koja je inaCe prac¢ena stanjem fizioloske
imunosupresije, malarija se ispoljava tezom klinickom slikom, anemijom majke,
moguc¢om (kongenitalnom) transplacentarnom infekcijom ploda 1 prevremenim
porodajem (36).

Klini¢ka slika malarije 1 farmakoloska efikasnost antimalarika povezani su sa
vrstom roda Plasmodium 1 kompleksnim Zivotnim ciklusom u organizmu ¢oveka.

Inkubacija obuhvata vreme od uboda komarca do pocetka ispoljavanja bolesti 1
varira od 7 do 30 dana, ali i znatno duZe. Najkraca inkubacija, sa retkim izuzecima,
vezuje se za P. falciparum (37), dok P. malariae moZe imati dugu inkubaciju merenu i
decenijama (38).

Malari¢ni napad predstavlja skup paroksizama izmedu kojih se javljaju kracéi ili
duZi afebrilni intervali. Paroksizmi su posledica istovremenog prskanja velikog broja Er
1 oslobadanja merozoita u krv (39). Klasican paroksizam obuhvata "hladni" stadijum
(traje 15 - 60 minuta, manifestuje se osecajem hladnoce, jeze i drhtavice), "vreli"
stadijum (traje dva do tri sata, manifestuje se skokom temperature i preko 40°C,
glavoboljom, povra¢anjem), i stadijum znojenja, kada se profuznim znojenjem
temperatura naglo vra¢a na normalu. Sledi opSta malaksalost i potreba za snom nakon

¢ega se oboleli oseca dobro.
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Simptomi su posledica oslobodenih parazitskih toksina koji indukuju makrofage
na produkciju citokina (40). Simptomatologija malarije je na pocetku infekcije
nespecificna 1 uobicajeno se ispoljava simptomima slicnim influenci S§to otezava
klinicko prepoznavanje. U pocetku ruptura inficiranih Er nije sinhronizovana, ali se
posle nekoliko dana uspostavlja sinhronizacija §to se manifestuje intermitentnom
febrilnos¢éu na 24, 48 ili 72 sata, zavisno od vrste (10, 22, 41). P. vivax i P. ovale
parazitiraju samo u mladim Er, Cije je uceS¢e u populaciji Er 2%, te je teorijski
maksimum nivoa parazitemije 2%. P. malariae parazitira u starim Er kojih ima 1 - 2%
te je 1 kod ove vrste maksimalni nivo parazitemije 2%, ali najceS¢e ispod toga,
uobic¢ajeno do 5.000 parazita/uL (par/uL) krvi. Najmalignija vrsta, P. falciparum,
parazitira u svim stadijumima Er te parazitemija moZe dosti¢i 1 do 40 - 50%. Ciklus
aseksualnog umnozavanja P. knowlesi traje svega 24 sata §to za posledicu ima visoku
parazitemiju (24, 42).

Najveci broj slucajeva malarije se klasifikuje kao umerena ili nekomplikovana
malarija. Medutim, malarija moze dovesti do anemije, splenomegalije,
trombocitopenije, blage Zutice, uvecane jetre, ubrzanog disanja ali 1 tezih komplikacija 1
smrtnog ishoda (22, 43, 44, 45). Za teSke slucajeve malarije pra¢ene sindromom
toksi¢nog Soka odgovorni su citokini TNF-alfa, IFN-gama, IL-1 i IL-6. Klini¢ke studije
su pokazale visok nivo TNF-alfa kod obolelih od malarije, sa pikom u cirkulaciji u toku
Sizogonije 1 paroksizama. TNF-alfa moZe biti kritiéni medijator patogeneze cerebralne
malarije (46).

Ako se pojave simptomi multiorganskog oSte¢enja, uz parazitemiju preko 5%,
malarija se smatra teSkom (45). Ovo se posebno cesto deSava kod P. falciparum
malarije, gde u kratkom periodu moze do¢i do ozbiljnih oSte¢enja organa kada se
razvijaju cerebralna malarija i koma, akutno osStecenje bubrega, edem pluca, akutni
respiratorni distres sindrom (ARDS), zutica, dijareja, kardiovaskularni kolaps 1 Sok,
teSka anemija, hemoglobinurija, metabolicka acidoza 1 abnormalna koagulacija /
trombocitopenija (39, 45, 47). P. falciparum je odgovoran za vec¢inu smrtnih slucajeva
(48). Kod ove vrste Sizogonija se odvija u krvnim sudovima unutrasnjih organa. Visoka
parazitemija moze dovesti do teske anemije. Na povrSini Er inficiranih ovom vrstom
stvaraju se "ispupcenja", koja €ine proteini bogati histidinom, kojima se Er vezuju za

vaskularni endotel i za druge Er. Grupisane celije dovode do adherencije Er za
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endotelne Celije Sto izaziva poremecaj mikrocirkulacije, uzrokuju¢i mikrotromboze a
potom i nekroze, dovodeci do oStecenja mozga (cerebralna malarija), bubrega 1 drugih
organa (47).

lako P. vivax retko daje komplikacije, one se mogu javiti (ARDS, ruptura
slezine, cerebralna malarija) i zavrSiti fatalno, $to uz mogucénost relapsa i porasta
rezistencije na glavne antimalarike ovu vrstu €ini vrlo aktuelnom (13, 16).

P. ovale retko izaziva ozbiljne komplikacije u vidu rupture slezine, teSke
anemije 1 ARDS-a (49).

Klinicke manifestacije izazvane vrstom P. knowlesi, koji moze dosti¢i visoku
parazitemiju i do 27% (42), variraju od umerenih do teskih, a bolest se moze zavrsiti
spontanim izle¢enjem ali 1 fatalno (24). Kod febrilnih povratnika iz Sumskih pojaseva JI
Azije klinicka sumnja na P. knowlesi postavlja se na osnovu teze klinicke slike 1 viSe
parazitemije nego Sto se ocekuje kod P. malariae, temperaturnih skokova na 24 sata i
prisustvom atipi¢nih oblika plazmodijuma (15).

S druge strane, iako su slucajevi P. vivax 1 P. ovale malarije uopsteno govoreci
benigniji, obe ove vrste plazmodijuma mogu u hepatocitima formirati uspavane forme,
tzv. hipnozoite, koji osim primarne infekcije (obi¢no unutar 2 - 3 meseca od infekcije)
mogu 1 mesecima ili godinama kasnije dovesti do recidiva (ponovne pojave bolesti).
Ova vrsta recidiva oznacava se kao relaps i predstavlja epizodu infekcije koja nastaje
posle prolaska kompletne eritrocitne faze, ulaskom u cirkulaciju dotad uspavanih
parazita preeritrocitne faze. Novija istrazivanja pokazala su da P. ovale daje relapse
ceS¢e nego Sto se ranije mislilo, i to u periodu izmedu 2 meseca i 2 godine nakon
inicijalne infekcije (50). Hipnozoiti se ne nalaze u razvoju P. falciparum i P. malariae.
Medutim, kod P. falciparum infekcije, moguci su takode recidivi koji se oznacavaju kao
rekrudescencije, koje predstavljaju pogorSanje simptoma kod bolesnika kod kojih je u
krvi zaostao nizak nivo parazita $to klinic¢ki i1 parazitoloSki nije bilo uoc€ljivo. Za P.
malariae karakteristicno je da submikroskopska infekcija moze perzistirati decenijama.

Medu hematolosko - biohemijskim parametrima, najznacajniji indikator malarije
je trombocitopenija koja se detektuje kod blizu polovine obolelih. Znacajan podatak je 1
porast laktat dehidrogenaze (LDH) dok je broj Er na pocetku infekcije nepromenjen (51,
52).

10
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1.4. LECENJE MALARIJE

Izbor terapije u leCenju malarije zavisi od tezine bolesti, vrste roda Plasmodium,
geografskog podrucja zarazavanja 1 s njim povezane otpornosti uzro¢nika na lekove,
zivotne dobi bolesnika 1 eventualne trudnoce. Najces¢e koriS¢eni antimalarici su
hlorokvin, kinin, meflokin, artemizininski preparati i kombinacija atovakvona i
progvanila (Malarone®) (53). Na efikasnost lekova uti¢u brojni faktori kao §to su
osetljivost soja Plasmodium spp., koncentracija leka u krvi, postoje¢i imunitet koji
ubrzava sniZenje parazitemije, funkcija slezine, Zivotna dob, anemija i1 eventualne
koinfekcije (54). Efikasnost primenjene terapije i1 pojava eventualne rezistencije
procenjuju se na osnovu pracenja parazitemije. Nivo parazitemije u prvih nekoliko sati
nakon zapocinjanja antimalari¢ne terapije zavisi od stadijuma populacije parazita.
Ukoliko je vecina parazita vrlo mlada Sizogonija je joS u toku 1 za ocekivati je da ¢e se
novoparazitirani Er pojaviti ubrzo nakon primene terapije, $to se manifestuje stabilnom
ili poviSenom parazitemijom, uprkos efikasnom lecenju (55). Dominacija zrelih parazita
u perifernoj krvi odrazava ve¢u biomasu sekvestriranih Er, a samim tim i teZu bolest.
Mikroskopska procena zrelosti parazita pruza vazne patofizioloSke 1 prognosticke
informacije $to je od naroCitog znacaja kod teske P. falciparum malarije. U vecini
slu¢ajeva parazitemija se prati svakodnevno, nekad na 2 - 3 dana, ali ima preporuka da
se u cilju stvaranja jasnog profila kinetike parazitemije pracenje vrSi dvaput dnevno
(55).

Kinin, kinidin, hlorokvin, meflokin 1 artemizininski preparati deluju samo na
parazite eritrocitnog stadijuma. Mogu im se dodati 1 tetraciklini 1 klindamicin, koji mada
sami za sebe imaju slabije paraziticidno dejstvo, u kombinaciji deluju sinergisticki.
Pirimetamin i primakvin deluju na intrahepati¢ne forme parazita. Trenutno najefikasniji
antimalarik, koji uniStava parazite malarije u svim stadijumima razvoja, jeste
Malarone®, koji se koristi za prevenciju ili leCenje akutne malarije u podru¢jima sa
hlorokvin i meflokin rezistentnim P. falciparum-om (53).

U nekomplikovanim slucajevima malarije krv se ne uzima vise puta dnevno te
nije moguce uociti kolebanja parazitemije po satima. Kod parazita osetljivih na
hlorokvin, smanjenje broja parazita je efikasnije nego kod primene kinina zbog Sireg

dijapazona stadijuma parazita na koje deluje. Obelezje artemizininskih preparata je brza

11
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redukcija parazitemije, zbog ¢ega su pogodni za kombinovanje sa antimalaricima koji
deluju sporije (ACT - artemisinin-based combination therapy) (56). To postizu
ubijanjem prstenastih formi parazita koji zaostaju u Er 1 sa njima bivaju uklonjeni iz
cirkulacije, ¢ime se sprecava sazrevanje 1 sekvestracija. Rezistencija na artemizininske
preparate koja se pojavila u zapadnoj Kambodzi (8) ispoljava se usporenom redukcijom
parazitemije, slicno efektu lecenja kininom, $to ukazuje na otpornost mladih trofozoita
na artemizinine. Rezistencija na artemizininske preparate procenjuje se na osnovu
prolongirane parazitemije nakon 72 sata od zapocCinjanja terapije (55). U leCenju P.
knowlesi infekcije za sada se efikasnom pokazala kombinacija hlorokvina sa

primakvinom (24).

1.5. DIJAGNOSTIKA MALARIJE

Brza i pouzdana dijagnoza su kljucne reci za svaki suspektan slucaj malarije.
Rana dijagnoza je osnov uspesSne terapije i1 prevencije teSkih komplikacija. Tac¢no
odredivanje vrsta Plasmodium-a ¢ini osnovu za primenu odgovarajuce terapije. Kod
malarije, naro€ito izazvane P. falciparum-om, zna€ajno je odredivanje i pracenje nivoa
parazitemije kao indikatora tezine bolesti i uspesnosti primenjene terapije (57).

Cilj svih dijagnostickih metoda je detekcija parazita u perifernoj krvi. Njihova
uspesnost zavisi od vrste plazmodijuma, nivoa parazitemije, hemioprofilakse, zapocete
terapije, prisustva gametocita, imuniteta domacina, kao i kvaliteta testova. Dijagnostika
malarije ukljucuje mikroskopiju, brze dijagnosticke testove (rapid diagnostic test -
RDT), serologiju 1 molekularne metode zasnovane na reakciji lan¢ane polimerizacije
(polymerase chain reaction - PCR) (57, 58, 59, 60).

Do nedavno, mikroskopija je bila jedino dostupna metoda. lako predstavlja
zlatni standard u dijagnostici malarije, ima 1 brojne nedostatke. Pre svega, zahteva
iskusnog parazitologa. Jo§ su zacetnici malariologije isticali potrebu i znacaj obuke
parazitologa (61).

Osim tehnickih ograniCenja, razli¢iti Cinioci kao Sto su niska parazitemija,
meSane infekcije sa dominacijom jedne vrste, asimptomatske infekcije imunizovane
populacije sa niskom parazitemijom, i ve¢ zapoceto leCenje ili subdoziranje lekova,

mogu otezati mikroskopsku dijagnostiku (62). Stoga se radi pouzdanije dijagnostike
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poslednjih godina intenzivno razvijaju i unapreduju brzi testovi, seroloske i molekularne

metode.

1.5.1. MIKROSKOPIJA

Iako je proslo vise od sto godina od kada je u dijagnostiku malarije uvedena
tehnika mikroskopskog pregleda razmaza periferne krvi, 1 uprkos napretku ostvarenom
zahvaljujuci uvodenju i razvoju sve kvalitetnijih brzih testova a danas i molekularnim
tehnologijama, mikroskopija ostaje zlatni standard u dijagnostici malarije. Gotovo 40%
globalnih epizoda malarije u 2008. godini odnosilo se na pet africkih zemalja
ukljucujuéi Tanzaniju, u kojoj se godiSnje belezi 16 miliona klinickih slucajeva 1 70.000
smrtnih ishoda (63), a svega 12 - 20% slucajeva se parazitoloski potvrdi (64). Ovo je
uobicajeno u africkim zemljama gde se generalno manje od 20% slucajeva malarije
potvrdi (1). Broj potvrdenih slu€ajeva malarije porastao je sa procenjenih 10% u 2010.
na 14% u 2012. godini. Oko 188 miliona bolesnika ispitano je mikroskopski 2012.
godine, od ¢ega samo u Indiji preko 120 miliona bolesnika (8).

Mikroskopija je relativno brza i jeftina metoda, €ija osetljivost i specificnost
zavise od kvaliteta uzorka i1 bojenja 1 veStine parazitologa. Prag osetljivosti
mikroskopskog pregleda je 50 - 500 (prose¢no 100), a u najboljim svetskim
laboratorijama i samo 5 - 20 par/uL krvi. Potrebno je pregledati 200 - 500 vidnih polja
pre nego Sto se uzorak proglasi negativnim (62, 65). Nedostaci mikroskopije su
objektivna nedetektabilnost niskih parazitemija (submikroskopska malarija - SMM) (66,
67), nepouzdano odredivanje vrste (morfoloska sli¢nost pojedinih vrsta i stadijuma
parazita, varijacije unutar vrsta, izmenjena morfologija parazita nakon zapocete terapije,
lo§ kvalitet razmaza i/ili bojenja), teSko uocavanje manje zastupljene vrste u mesanim
infekcijama, nedetektabilna parazitemija usled sekvestracije P. falciparum, kao 1 lazna
pozitivnost nakon terapije (mikroskopski vidljivi ali oSteceni paraziti) (68). Jo§ od ranije
poznato je da se bojenjem gustih kapi u toku ispiranja izgubi 60 - 90% parazita (69), §to
je poseban problem kod niskih parazitemija.

Paraziti malarije vizuelizuju se mikroskopskim pregledom bojenih gustih kapi 1
krvnih razmaza (70). Bojenje preparata vrsi se razli¢itim tehnikama bojenja a vreme

bojenja zavisi od boje, i iznosi za bojenje po Gimzi 20 - 30 min, za bojenje po LajSmanu
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45 min a za brzu metodu po Fildu 10 sek (71). Mikroskopskim pregledom se odreduju
vrsta roda Plasmodium, stadijum parazita i nivo parazitemije, $to su znacajni parametri
u izboru terapije. Vrsta se odreduje na osnovu veli¢ine 1 oblika parazitiranih Er 1
morfologije plazmodijuma. Mikroskopskim pregledom se moze uociti parazitski
pigment fagocitovan od strane leukocita (Le) i time proceniti tezina bolesti (72).
Preparati se mogu godinama cuvati $to omogucava kasniju kontrolu kao i edukaciju
kadrova.

Mikroskopija je joS uvek metoda izbora kod akutne malarije. DuZina
mikroskopiranja zavisi od nivoa parazitemije i iskustva parazitologa. Kod niske
parazitemije (< 100 par/uL krvi) neophodna je duza mikroskopija, u trajanju od bar 10 -
15 minuta pre nego Sto se preparat proglasi negativnim (62, 65). Metoda zahteva veliki
angazman 1 strucnost parazitologa i otuda je izrazito subjektivna. Nazalost, u ruralnim
delovima podsaharske Afrike u podru¢jima endemske malarije nema dovoljno obucenih
parazitologa, Sto povecava rizik od pogreSne dijagnoze kao i povecan rizik za pojavu

teSke malarije (57, 62, 73).

1.5.2. BRZI ANTIGENSKI TESTOVI

U cilju eliminisanja nedostataka mikroskopije SZO promoviSe primenu brzih
testova (68). Brzi testovi su imunohromatografski testovi kojima se detektuju parazitski
antigeni u krvi. Prednost je brzo dobijanje rezultata (15 - 20 minuta), jednostavnost
izvodenja 1 o€itavanja. Kao ciljni antigeni koriste se histidinom obogaceni protein 2
(HRP2) specifican za P. falciparum (74), panspecificna Plasmodium aldolaza
zajednicka za sve Cetiri glavne vrste plazmodijuma i parazitska laktat dehidrogenaza
(pLDH) koja moze biti panspecifi¢na, zajednicka za sve Cetiri vrste ili specificna za
pojedine vrste roda Plasmodium. pLDH lu¢e samo vijabilni plazmodijumi Sto je korisno
za pracenje efikasnosti terapije (74, 75, 76).

Prvom generacijom brzih testova detektovan je samo HRP2 antigen P.
falciparum, hidrosolubilni antigen koji se oslobada i iz intaktnih Er i koga luce
aseksualni stadijumi i mladi gametociti svih sojeva P. falciparum, 1 koji je pokazao

odli¢an dijagnosticki potencijal. Medutim, pokazalo se da ovi testovi povremeno daju i
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lazno negativne rezultate zbog prozone, polimorfizma HRP2 ili delecije, kao i lazno
pozitivne rezultate zbog prisustva reumatoidnog faktora (68).

Novim generacijama brzih testova uz upotrebu monoklonskih antitela
kombinuju se razli€iti ciljni antigeni uz uobicajenu zastupljenost HRP2 antigena. lako
se stalno usavrSavaju, brzi testovi za sada omogucavaju pouzdanu dijagnostiku samo za
P. falciparum i donekle P. vivax, dok su nedovoljno pouzdani za identifikaciju ostalih
vrsta. Nedostaci brzih testova su visok prag osetljivosti od 50 par/uL, ograni¢ena
detekcija meSanih infekcija, nemoguénost odredivanja parazitemije 1 dugotrajno
prisustvo HRP2 antigena u krvi §to onemogucava pracenje efikasnosti terapije (53, 77).
Obim prodaje brzih testova u endemskim zemljama povecan je sa 88 miliona u 2010. na
205 miliona u 2012. godini, a 1 na globalnom nivou njihova primena povecana je sa
44% na 64%. Postoje brojni brzi testovi, a SZO prati njihove performanse i objavljuje

rezultate analiza (1).

1.5.3. SEROLOGIJA

Indirektan pristup u otkrivanju infekcije zasniva se na detekciji specifi¢nih
antitela plazmodijuma seroloskim metodama kojima se moZe pratiti izloZzenost
parazitima malarije 1 potvrditi ranija infekcija. Sa manjim ili ve¢im uspehom u primeni
su test indirektne imunofluorescencije (IIF), test indirektne hemaglutinacije (IHA) 1
imuno-enzimske metode (enzyme linked immunosorbent assay - ELISA), kojima se
dokazuju specificna IgG antitela. Otuda seroloske metode ne sluze za detekciju akutne
infekcije jer se antitela razvijaju tek nakon 10 - 14 dana, ali su veoma korisne u
epidemioloskim istrazivanjima kao i u transfuziologiji, za skrining davalaca krvi. U

Africi se serologija uspesno koristi za pra¢enje promena u intenzitetu transmisije (78).
1.5.4. MOLEKULARNA DIJAGNOSTIKA MALARIJE

Devedesetih godina proslog veka zapoceto je uvodenje molekularnih metoda
zasnovanih na PCR-u za detekciju specificnih sekvenci DNK plazmodijuma iz pune

krvi (79, 80). Ove metode su visoko specifi¢ne i osetljive, jer omoguéuju detekciju 1 - 5

(pa 1 manje) parazita na pL krvi kao 1 genotipizaciju (62, 81). Ve¢ je kvalitativnim PCR-
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om povecana osetljivost u odnosu na mikroskopski pregled i do 100 puta, dok je daljim
razvojem uvedena i kvantitativna dijagnostika, a unapredeni su i identifikacija vrsta
roda Plasmodium 1 detekcija meSanih infekcija.

PCR je lancana reakcija u kojoj je eksponencijalna amplifikacija DNK
omogucena upotrebom enzima DNK polimeraze u ponovljenim ciklusima zagrevanja i
snizavanja temperature sa ciljem denaturacije, hibridizacije 1 ekstenzije (82).
Denaturacija je prvi korak kojim posle zagrevanja reakcione smese koja sadrzi DNK,
termostabilnu Taq polimerazu, prajmere i nukleotide, nastaju dva komplementarna
lanca DNK. Potom, sniZzavanjem temperature, prajmeri se vezuju za DNK
(hibridizacija) 1 kona¢no poviSenjem temperature polimeraza dodaje komplementarne
nukleotide 1 dolazi do elongacije (ekstenzija) komplementarnog DNK lanca (82).

Princip malarija-specificnog PCR-a bazira se na amplifikaciji izabranog
parazitskog regiona, male subjedinice 18S rRNK gena, koji se smatra idealnim za
identifikaciju roda i1 vrste Plasmodium kao 1 za kvantifikaciju plazmodijuma (83).
Parazitski 18S rRNK gen se razlikuje od humanog na 630. poziciji lociranoj izmedu
visoko konzerviranih sekvenci §to omogucava dizajniranje prajmera i proba kojima c¢e
se obezbediti razlika izmedu humanog i parazitskog rRNK gena (84).

U molekularnoj dijagnostici malarije primenjuju se razli¢ite metode zasnovane
na PCR-u. U prvoj fazi uvodenja molekularnih metoda za dijagnozu malarije razvijen je
kvalitativni a potom 1 nested PCR, koji su se pokazali korisnim za dijagnostiku malarije
kod niske parazitemije 1 kod meSanih infekcija (59, 85, 86, 87). Obe metode su takode
pogodne za detekciju niskog nivoa asimptomatskih infekcija kod stanovnika endemskih
podrucja (85). Ove metode su kvalitativne 1 uklju¢uju manipulaciju nakon umnoZzavanja,
¢ime se povecava rizik od kontaminacije.

Znacajan napredak u razvoju metoda zasnovanih na PCR-u predstavljalo je
uvodenje kvantitativnog PCR-a u realnom vremenu tj. qPCR (quantitative real-time
polymerase chain reaction). QPCR daje informacije o koli¢ini DNK prisutnoj u uzorku
odredivanjem broja DNK kopija formiranih posle svakog ciklusa (88). Princip je
konjugacija boje u novu DNK S§to omoguéava kvantifikaciju originalno prisutne.
Reakcija se kontinuirano posmatra, otuda i naziv "u realnom vremenu". Za merenje
DNK u svakom trenutku koriste se fluorescentne probe (TagMan probe, SYBR Green

ili molekularni svetionik - molecular beacon). TagMan probe su kratki DNK fragmenti
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sa fluorescentnom reporter bojom na jednom kraju i prigusivatem (quencher) na
drugom kraju DNK Sablona. Prigusiva¢ emituje svetlost velike talasne duzine (crvene
boje) 1 njime prikriva signal male talasne duzine (zelene boje) koji emituje reporter.
Proba se vezuje za ciljnu DNK, nakon ¢ega Taq polimeraza sintetiSe komplementaran
lanac pocevsi od prajmera, usput uklanjajuci vezanu TagMan probu koja joj se nade na
putu. Tako se odvajaju i reporter i priguSiva¢. Oslobodena reporter boja koja se vise ne
detektuje od strane prigusivaca dace fluorescenciju koja se kvantifikuje 1 predstavlja
novoformiranu DNK (88).

qPCR omogucéava osetljivu 1 specificnu dijagnostiku kombinacijom PCR
amplifikacije i detekcije fluorescencije amplikona. Sistem je automatizovan, zatvoren,
bez "post PCR" manipulacije za detekciju PCR produkata u reakcionoj posudi, ¢ime je
smanjen rizik od unakrsne kontaminacije. Omogucava jednostavnu, pouzdanu i
preciznu kvantifikaciju.

U dijagnostici malarije, qPCR se primenjuje i kao skrining test za detekciju roda
Plasmodium, 1 kao specijes-specificni qPCR za detekciju vrsta roda Plasmodium (89,
90, 91, 92). Nesporna prednost PCR tehnika u dijagnostici malarije je moguénost
detekcije niske parazitemije. Cnops i sar. (2011) nasli su da je qPCR 8,3% uspesniji u
dijagnostici importovane malarije u odnosu na mikroskopski pregled (93).

Visoka osetljivost PCR-a pomaze i kod pacijenata koji su zapoceli terapiju pre
dijagnostike, te su paraziti morfoloski izmenjeni ili vrlo retki (93), kao 1 u otkrivanju P.
falciparum pri sekvestraciji, kada se mali broj parazita oslobada u cirkulaciju (68).
Molekularnim metodama je posebno unapredena dijagnostika meSanih infekcija $to je
vrlo bitno jer izostanak detekcije manje zastupljene vrste moze znacajno uticati na tok
bolesti narocito ako je to P. falciparum (93, 94). Primenom PCR-a se prevazilazi
problem morfoloske sli¢nosti P. vivax i P. ovale koja dovodi do ¢este zamene ovih vrsta
mikroskopskim pregledom (93). Kona¢no, molekularna dijagnostika je prakti¢no jedini
nacin da se potencijalno fatalna P. knowlesi malarija diferencira od ostalih vrsta (15,
43). Sem klinicke primene, PCR metode su naSle mesto i u epidemiologiji, u
istrazivanjima vakcina i novih antimalarika. U klinickoj dijagnostici i referentnim
laboratorijama qPCR je metoda izbora, naroCito u razvijenim zemljama gde se
optimizuju brojni protokoli (92, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101). Za svega nekoliko godina

od uvodenja PCR tehnologije u detekciju malarije izvrSena su brojna istrazivanja kojima
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se razli¢itim qPCR protokolima pokusava unaprediti specifi¢nost i osetljivost u detekciji
procedura za detekciju vrsta uz upotrebu konzerviranih prajmera 1 specijes-specificnih
proba, koja je Siroko zazivela i1 postala standard u molekularnoj dijagnostici malarije,
opisali su Rougemont i sar. (2004) (100). Postignuta je kvalitetna detekcija sve Cetiri
vrste ali je uoCena niza osetljivost za meSane infekcije. Shokoples i1 sar. (2009) su
modifikovali ovaj protokol u cilju prevazilazenja kompeticije sa DNK manje
zastupljene vrste u meSanoj infekciji (101) ukljucivanjem specijes-specificnog forward
prajmera u kombinaciji sa konzerviranim reverse prajmerom i specijes-specificnim
probama u jednoj reakciji. Divis i sar. (2010) su postavku Rougemont i sar. (2004)
nadogradili uvodenjem proba specificnih za P. knowlesi radi identifikacije pete vrste
malarije ljudi, sa osetljivos¢u od 3 par/uL krvi (97).

Ograni¢enja PCR metoda predstavljaju rizik od kontaminacije, narocito u
laboratorijama u kojima se ova dijagnostika vrsi svakodnevno (102), kao i zahtev za
skupom opremom 1 reagensima 1 posebnim laboratorijskim uslovima, koji uglavnom
nedostaju u endemskim podrucjima (103). Molekularna dijagnostika se medutim
intenzivno uvodi u neendemska podrucja za dijagnostiku importovane malarije, posebno
u laboratorije gde se malarija retko dijagnostikuje te parazitolozi rede imaju prilike za

sticanje iskustva.

Poslednjih godina u trendu su istraZivanja primene novih molekularnih 1 drugih
tehnologija za dijagnostiku malarije, naro€ito onih koje bi bile upotrebljive direktno na
terenu. Aktuelna je procena upotrebljivosti metoda za detekciju nukleinskih kiselina
poput loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 1 quantitative nucleic acid
sequence-based amplification (QT - NASBA), koje su ve¢ pokazale izvesnu klini¢ku
primenu, dok su u fazi ispitivanja metoda na bazi masene spektrometrije (/aser-
desorption mass spectrometry, LDMS), metoda proto¢ne citometrije za detekciju
pigmenta plazmodijuma u Le, npr cell-dyn full blood count (FBC) analyzers za
detekciju monocita sa pigmentom parazita ili multiplex microsphere-based
immunoassays za detekciju specificnih antitela, kao i tzv. rolling circle-enhanced
enzyme activity detection (REED) metoda za merenje aktivnosti enzima tipoizomeraze

(58, 104, 105, 106, 107).
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Nedostaci konvencionalne dijagnostike, ilustrovani slucajevima SMM, zahtevaju
uvodenje molekularne dijagnostike u rutinsku praksu da bi se povecala dijagnosticka
osetljivost kod pacijenata sa niskom parazitemijom, tacno odredila vrsta i u skladu s tim
primenila terapija, kao 1 da bi se u asimptomatskoj kategoriji putnika prepoznali nosioci
retkih Plasmodium spp. u cilju prevencije ponovnog uspostavljanja transmisije. Danas
je state-of-the-art metoda u ovom smislu qPCR, 1 to 1 za postavljanje dijagnoze i za
potvrdu dijagnoze do nivoa vrste, ali jo§ uvek nedostaju validne klinicke studije o

upotrebljivosti i korisnosti u pracenju efekta terapije (93).
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2. CILJ RADA

Unapredenje dijagnostike malarije obuhvata s jedne strane usavrSavanje
konvencionalne dijagnostike, pre svega mikroskopije kao zlatnog standarda, kao 1 brzih
antigenskih testova, a s druge, na osnovu najnovijih nauc¢nih dostignuc¢a, uvodenje

molekularnih metoda u klinicku dijagnostiku.

Osnovni cilj ovog istrazivanja jeste evaluacija klinickog znacaja molekularne

dijagnostike malarije.
Da bi se ovaj cilj realizovao, postavljeni su slede¢i zadaci:
e Uvodenje 1 optimizacija protokola za molekularnu dijagnostiku malarije, 1 to
kvantitativnog real-time PCR-a kao skrining testa za detekciju roda Plasmodium,
1 specijes-specificnog kvantitativnog real-time PCR-a za detekciju vrsta roda

Plasmodium;

e Evaluacija rezultata dobijenih primenom qPCR-a u odnosu na rezultate dobijene

konvencionalnim metodama;

e Ispitivanje korelacije kinetike parazitske DNK tokom terapije sa klinickim

tokom i ishodom bolesti; i

e Redefinisanje dijagnostickog algoritma za importovanu malariju u Srbiji u

skladu sa dobijenim rezultatima.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. DIZAJN ISTRAZIVANJA

Da bi se u skladu sa ciljem ovog istrazivanja izvrSila evaluacija klinickog
znaCaja molekularne dijagnostike malarije, sprovedena je kohortna studija koja je
obuhvatila sve putnike koji su se u definisanom periodu nakon povratka iz podrucja
endemskih za malariju javili na Kliniku za infektivne i tropske bolesti (u daljem tekstu:
Klinika) radi iskljucivanja ove infekcije, a kod kojih je dijagnoza malarije potvrdena ili
isklju¢ena uporednom primenom referentnih metoda konvencionalne dijagnostike
malarije 1 novo uvedenih metoda molekularne dijagnostike. Konvencionalna
dijagnostika je vrSena u vreme javljanja ispitanika na pregled a molekularna naknadno,
posle uvodenja ove metodologije.

Istrazivanje je obuhvatilo sve putnike povratnike iz malari¢nih podrucja koji su
se javili na Kliniku, ukljuc¢uju¢i bolesnike klinicki suspektne na malariju, bolesnike sa
podatkom o nedavno lecenoj malariji nezavisno od toga da li su u vreme dolaska na
pregled imali tegobe, i zdrave putnike koji su upuceni na Kliniku radi preventivnog
ispitivanja na malariju.

Konvencionalna dijagnostika je obuhvatila mikroskopiju a kod dela ispitanika 1
brzi test.

Molekularna dijagnostika importovane malarije vrSena je primenom
kvantitativnog real-time PCR-a, 1 to qPCR-a na nivou roda kao skrining testa a zatim
gPCR-a na nivou vrste za detekciju vrste roda Plasmodium (specijes-specificni qPCR).

Skrining qPCR-om analizirani su inicijalni uzorci venske krvi svih ispitanika, a
radi prac¢enja kinetike DNK 1 uzastopni uzorci onih koji su bili pozitivni na mikroskopiji
i/ili skrining qPCR-u.

Specijes-specificni qPCR raden je za identifikaciju Cetiri vrste roda Plasmodium:
P. falciparum, P. vivax, P. ovale 1 P. malariae. Prvobitni plan rada je obuhvatio i
uvodenje specificnih proba za petu vrstu (P. knowlesi) za bolesnike sa dokazanom
malarijom koja je importovana iz JI Azije, gde bi mogla postojati dilema u pogledu
morfologije mikroskopski odredene vrste roda Plasmodium, ali takvih slucajeva u

analiziranom periodu nije bilo.
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Prvo je izvrSena validacija molekularnih testova. Za validaciju skrining qPCR-a
kao pozitivna kontrola kori$¢en je ekstrakt DNK vrste P. falciparum iz kulture, dok su
za validaciju specijes-specificnog qPCR-a kao pozitivne kontrole koriS¢eni ekstrakti
DNK sve Cetiri ispitivane vrste plazmodijuma prethodno dokazani kao pozitivni. Kao
negativna qPCR kontrola sluZzio je ekstrakt DNK prethodno dokazan kao negativan. Kao
negativne kontrole za proveru specificnosti skrining qPCR-a sluzili su bolesnici kod
kojih je iskljucena malarija, a koji su imali infekcije koje mogu dati unakrsnu
pozitivnost u ovom testu.

Posto se radi o prvom uvodenju ove metodologije u naSoj sredini, za obe metode
sprovedena je i eksterna kontrola kvaliteta u relevantnim evropskim laboratorijama.

Parazitemija odredena mikroskopijom i skrining qPCR-om je kvantifikovana i

rezultati su medusobno uporedeni.

3.2. MATERIJAL

3.2.1. MESTO I VREMENSKI PERIOD ISTRAZIVANJA

Konvencionalna dijagnostika malarije (mikroskopija i RDT) obavljana je na
Odseku za parazitologiju Sluzbe za mikrobiologiju KCS, a molekularna dijagnostika u
Laboratoriji za medicinsku parazitologiju Instituta za medicinska istrazivanja
Univerziteta u Beogradu.

Molekularna dijagnostika (skrining i specijes-specificni qPCR) radena je od
maja 2012. godine do maja 2013. godine, retrospektivno na uzorcima krvi prikupljanim
od jula 2010. do maja 2012. godine, i prospektivno na uzorcima koji su sakupljani od

maja 2012. do maja 2013. godine.

3.2.2. ISPITANICI

U studiju laboratorijske dijagnostike malarije ukljuceni su ispitanici koji su se
javili radi pregleda i dijagnostike na Kliniku, koji su ispunjavali sledece kriterijume:
a) Epidemioloski podatak o boravku u malari¢cnom podrucju uz febrilnost i/ili

druge klinicke manifestacije (glavobolja, malaksalost, mijalgije, artralgije), i
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b) Epidemioloski nadzor nakon boravka u malari¢nom podrucju bez klinickih
tegoba.

Kontrolnu grupa bolesnika za procenu specificnosti skrining qPCR-a sa
agensima koji mogu dati unakrsnu reaktivnost sa 18S skrining probama (7oxoplasma
gondii, Leishmania spp., Pneumocystis jiroveci), Cinila su Cetiri bolesnika koja nisu
putovala u podruc¢ja sa endemskom malarijom, i to dva sa akutnom toksoplazmozom
(potvrdenom seroloskim metodama 1 PCR-om), jedan bolesnik sa visceralnom
lajSmaniozom (dokazanom nalazom amastigota Leishmania spp. u razmazima kostne
srZi bojenim po Gimzi) i jedan bolesnik sa AIDS-om kod koga je mikroskopski dokazan

P. jiroveci kao uzrok intersticijalne pneumonije.

3.2.3. EPIDEMIOLOSKI, KLINICKI I HEMATOLOSKI PODACI

Za sve ispitanike, 1 to za hospitalizovane bolesnike iz istorija bolesti a za
ambulantne iz ambulantnih izvestaja, prikupljani su slede¢i podaci: pol, Zzivotna dob,
zemlja porekla ispitanika, zanimanje, mesto putovanja, razlog i duZina boravka u
malaricnom podrucju, koriS¢enje hemioprofilakse 1 prethodne epizode malarije.
Klini¢ka anamneza obuhvatala je podatke koji se odnose na vreme pojavljivanja tegoba
nakon povratka iz malaricnog podrucja, vreme proteklo od pojave tegoba do javljanja
na pregled, prethodnu terapiju antimalaricima, postojanje hroni¢nih bolesti, kao 1
klinicke manifestacije bolesti (febrilnost, jeza i drhtavica, glavobolja, malaksalost,
mijalgije, splenomegalija, hepatomegalija i drugo). Analizirani su osnovni hematoloski
parametri [nivo Hgb, broj Er, Le i trombocita (Tr)] a od biohemijskih analiza vrednost
LDH.

Za hospitalno lecene bolesnike ukljuceni su i podaci o vrsti 1 duZini primene
antimalari¢ne terapije.

Za bolesnike kod kojih je malarija iskljucena evidentirana je zavr$na dijagnoza.

3.2.4. UZORKOVANJE KRVI ZA KONVENCIONALNU I MOLEKULARNU
DIJAGNOSTIKU

Za konvencionalnu dijagnostiku koriS¢ena je kapilarna venska krv uzimana iz

jagodice prsta, dok je za molekularnu dijagnostiku kori§éena periferna venska krv.
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Uzorci kapilarne 1 periferne venske krvi su uzimani kod svih ispitanika na
prijemu, a kod bolesnika sa dokazanom ili suspektnom malarijom i u toku hospitalizacije u
Cestim intervalima prema klini¢kim kriterijumima (prvih dana svaki dan, kasnije tokom
primene terapije na 2 - 3 dana, a potom u vreme klinickih kontrola na 7 dana).

Periferna venska krv uzimana je u sterilne BD Vacutainer® (Becton, Dickinson
and Company, New Jersey, SAD) plasti¢ne epruvete sa antikoagulansom K, EDTA. Po
300 pL krvi stavljano je u dve obelezene epruvete (jedan uzorak namenjen za
ekstrakciju a drugi rezervni). Do ekstrakcije DNK, uzorci krvi su ¢uvani zamrznuti na -

70°C.

3.3. METODE

3.3.1. MIKROSKOPIJA

Mikroskopija pojedina¢nog uzorka je obuhvatala pregled po tri guste kapi i tri
razmaza periferne krvi kod svih bolesnika suspektnih na malariju na prijemu. Ako je
malarija mikroskopski potvrdena, ispitivani su uzastopni uzorci u cilju pracenja
parazitemije, tj. efekata primenjene terapije. Kod bolesnika kod kojih pri prvom
mikroskopskom pregledu nisu uoceni plazmodijumi, mikroskopski pregled je ponavljan

jo$ najmanje dva puta pre iskljuc¢ivanja dijagnoze malarije.

3.3.1.1. Uzorkovanje, bojenje i mikroskopija gustih kapi i razmaza periferne krvi

3.3.1.1.a. Priprema predmetnih stakala

Pre upotrebe predmetnih stakala za pravljenje gustih kapi i krvnih razmaza
vrseno je njihovo obezmas¢ivanje potapanjem u hrom sumpornu kiselinu tokom 24 h, a
po ispiranju vodom i nakon susenja, stakalca su kratko potapana u 70% alkohol, nakon

¢ega su pojedinacno posusena i glancana ¢istom pamuc¢nom krpom.
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3.3.1.1.b. Pravijenje gustih kapi i razmaza periferne krvi

Uzorkovanje su u radno vreme parazitoloSke laboratorije vrSili iskusni
laboratorijski tehnicari. Izuzetak, kada se nije moglo uticati na kvalitet nacinjenih
preparata, ¢inile su situacije kada su uzorci poslati iz drugih ustanova ili je uzorkovanje
vr§eno van radnog vremena parazitoloSke laboratorije kod klini¢ki hitnih bolesnika.
Tada su uzorkovanje, do dolaska parazitologa, obavljali hematoloSki laboranti u
deZurnoj hematoloskoj laboratoriji. Pri uzorkovanju su obavezno noSene zaStitne
rukavice za jednokratnu upotrebu i maska za lice.

Jagodica domalog ili srednjeg prsta je dezinfikovana tupferom vate natopljenim
70% alkoholom. Prva kap, nakon uboda lancetom, odstranjivana je suvim delom tupfera
vate, da bi se odstranio preostali alkohol. Pravljeno je pet gustih kapi 1 pet razmaza
periferne krvi. Guste kapi su pravljene nanoSenjem dve do tri kapi krvi na sredinu
ploc¢ice. Uglom druge plocice krv je Sirena u homogenu, ovalnu mrlju (oko 1 x 2 cm)
odgovarajuce gustine da ne bi "spala" u postupku bojenja i ispiranja. Krvni razmazi su
pravljeni nanoSenjem male kapi krvi na terminalni deo plocice. Zatim bi drugom
ploc¢icom, pod uglom od 45°, kap krvi bila razvuc¢ena naglim pokretom. TeZilo se da
krvni razmazi budu S§to tanji, tj. da u Sto ve¢em delu razmaza Er budu poredani jedan do
drugog, a ne preklopljeni. Guste kapi i krvni razmazi su potom suSeni na sobnoj
temperaturi najmanje 30 minuta, optimalno 1 h, a vodilo se racuna da budu zaSti¢eni od
komaraca. Po tri guste kapi 1 tri krvna razmaza su bojeni dok su po dva uzorka sluzila

kao rezervni uzorci u slucaju neuspelog bojenja ili kod dijagnostickih dilema.

3.3.1.1.c. Bojenje gustih kapi i krvnih razmaza po Gimzi

Preparate su standardno bojili parazitoloski laboranti, a van radnog vremena
laboratorije specijalisti parazitologije.

Guste kapi nisu fiksirane u cilju hemolize Er. Krvni razmazi su fiksirani metil
alkoholom, a nakon toga, razmazi 1 guste kapi bojeni su 10% radnim rastvorom Gimze.
Radni rastvor Gimze pravljen je sa puferizovanom destilovanom vodom pH 7,2 i Gimza
bojom (Merck, Darmstadt, Nemacka). Svaka ploCica prelivana je sa 5 mL radnog

rastvora Gimze. Posle 30 minuta lagano je odlivana boja i preparati pazljivo ispirani pod
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slabim mlazom tekuée vode. Potom su u vertikalnom polozZaju suSeni na sobnoj

temperaturi.

3.3.1.1.d. Mikroskopija gustih kapi i krvnih razmaza

Mikroskopiju obojenih preparata obavljali su specijalisti parazitologije na Zeiss
Jena 1ili Leica mikroskopu, na uvelicanju x 1000 (u imerzionom sistemu
mikroskopiranja). Prvo je obavljan pregled gustih kapi da se uoc¢i eventualno prisustvo
plazmodijuma, a potom su obavezno, nezavisno od rezultata mikroskopije gustih kapi,
pregledani razmazi periferne krvi. Uzorci su proglaSavani negativnim nakon najmanje
30 minuta mikroskopiranja, odnosno pregledom > 500 vidnih polja. Ukoliko je bilo
dijagnostickih dilema (artefakti koji lice na plazmodijume, zapoceta terapija
antimalaricima koja je wuslovila redukciju broja 1i/ili izmenjenu morfologiju
plazmodijuma) bojeni su 1 rezervni preparati, ¢ime je vreme mikroskopiranja bivalo
znatno produzeno.

Vrsta plazmodijuma odredivana je pregledom razmaza periferne krvi na osnovu
morfologije razlicitih stadijuma parazita i morfologije parazitiranih Er (Tabela 1) (108,
109).

Sem vrste, evidentirani su 1 uoceni stadijumi parazita, prisustvo poluraspadnutih
parazita kao 1 prisustvo parazitskog pigmenta u Le. VrSena je 1 semikvantifikacija
gametocita skorovanjem i to tako da je nalaz 1 - 10 gametocita u 100 vidnih polja
skorovan kao retki gametociti (+), nalaz 11 - 100 parazita u 100 vidnih polja kao
umereno prisutni (++) a ukoliko je u jednom vidnom polju uo€eno > 1 gametocita nalaz

je skorovan kao brojni gametociti (+++).
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Tabela 1. MorfoloSke karakteristike vrsta Plasmodium spp. u razmazu periferne krvi i

gustoj kapi
P. vivax P. malariae P. falciparum P. ovale P. knowlesi
karakteristika Er morfologija pojedinih vrsta roda Plasmodium u razmazu periferne krvi
veli¢ina uvecan nije uvecan nije uvecan uvecan nije uvecan
obojenost bled normalna normalna bled
oblik okrugao okrugao okrugao ovalan, narezuckan okrugao, ponekad
narezuckan obod
citoplazmatske Schiiffner-ove Ziemann-ove Maurer-ove Schiiffner-ove ili Sinton & Mulligan-
X .. . . tzv. James-ove .
inkluzije granule tacke* mrlje** ove mrlje***
granule
mladi trofozoiti (ring) slicni P. falciparum
veli¢ina 1/3 Er do 1/3 Er 1/3 Er 1/3 Er
oblik gracilan zbijen vrlo gracilan gust
. . o krupna tacka, pravilna tacka, cesto gusta, jasno Cesto podeljen
hromatin pravilna taka Cesto unutar Er podeljen na 2 dela ogranicena tacka na 2 dela
prilepljeni oblici retko Cesto retko
pigment retko
viSe parazita u Er ponekad retko cesto sa VlS-(‘)kOI’Il retko cesto sa V159k0m
parazitemijom parazitemijom
zreli trofozoiti
velic¢ina krupni sitni sitni sitni do 2/3 Er
N kompaktan, Cesto
oblik ameboid kompak't‘alvl, ces'tlo kompaktan sa kompaktan forma "esarpe", retko
forma "eSarpe vakuolom .
ameboid
. o . pro minira, e . velika nepravilna . .
hromatin tacka ili navoj najceSce na tacka ili navoj umen upadljiv, nepodeljen
lleéarpiﬂ g
ioment retko; fino rasejan,
p1g tamno braon
tekstura fina gruba gruba gruba
boja Zuto-braon tamno braon crn tamno zuto-braon
kolicina umerena obilan umerena umerena
distribucija raspriene fine rasprieni 1 -2 grumena raspriene grube
Cestice grumenovi Cestice

nezreli Sizonti

zahvata skoro

zahvata skoro

zahvata skoro

zahvata skoro

elicina auzima 2/3 Er
vena ceo Er ceo Er ceo Er ceo Er zauz
oblik slican ameboidu kompaktan kompaktan kompaktan
. brojne, nekoliko . nekoliko grozdast, podeljen na
hromatin - o nepravilna masa o
nepravilne mase nepravilnih masa nepravilnih masa 2 -5 delova
obilan, braon-crn u
pigment rastrkan rastrkan jedan grumen rastrkan vidu sitnih granula ili
pramenova
zreli Sizonti
veli¢ina popunjen Er gotovo ispunjen Er gotovo ispunjen Er popunjene 3/4 Er zauzima skoro ceo Er
oblik segmentiran u vidu rozete segmentiran segmentiran segmentiran
merozoiti
br merozoita raspon 14-24 6-12 8-32 8-12 do 16
srednji br merozoita 16 8 24 8 16
veli¢ina umerena krupni sitni krupni
obilan, braon-crn
. u centru, u centru, u centru, u centru, tamno S
pigment . 9 u vidu sitnih granula
Zuto-braon tamno braon crn Zuto-braon

ili pramenova
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P. vivax P. malariae P. falciparum P. ovale P. knowlesi
karakteristika Er morfologija pojedinih vrsta roda Plasmodium u razmazu periferne krvi
mikrogametociti (muski) sli¢ni P. malariae
vreme.pOJavljlvanJa 3.5 714 712 12-14
(u danima)
brojnost u krvotoku brojni retki brojni retki
veligina zauzima 3/4 Er 1/2 do 2/3 Er vedi od Er 1/2do 2/3 Er nezreo: 2/3 Er,
zreo: ceo Er
. okrugao ili okrugao, bubrezast, zaobljenih okrugao,
oblik ovalan, . okrugao
kompaktan krajeva kompaktan
kompaktan
citoplazma bledo plava bledo plava crvenkasto-plava bledo plava crvenkasto-ljubicasta
. . . fine, rasprsene s tamnija ve¢a masa,
hromatin pojedinacan pojedinacan pojedinacan L3 .
granule razli¢ito smestena
pigment guste braon guste braon guste tamne guste braon rastrkan
granule granule granule granule
makrogametociti (Zenski) sli¢ni P. malariae
Vreme_pOJaVljlvanJa 3.5 714 712 12-14
(u danima)
brojnost u krvotoku brojni retki brojni retki
veli¢ina zauzima 3/4 Er 1/2 do 2/3 Er veéi od Er 1/2 do 2/3 Er nezreo 2/3 Er,
zreo: ceo Er
polumesecast,
oblik tacka ili navoj okrugao, zagiljenih ili okrugao, okrugao
kompaktan . . kompaktan
zaobljenih krajeva
citoplazma tamno plava tamno plava tamno plava tamno plava plavkasta
. kompaktna kompaktna u centru kompaktna periferna kompaktna periferna
hromatin . .
periferna masa periferna masa kompaktna masa masa masa
. oskudan, duz oskudan, duz crne Stapicaste granule oskudan, duz tamno braon,
pigment o o o .
periferije periferije oko nukleusa periferije nepravilno razbacan

morfologija pojedinih vrsta roda Plasmodium u gustoj kapi

sitni, gracilni,

mlad trofozoit (ring) Sesto isprekidani

markantna,
nepravilna
citoplazma
brojni, prosecno
16 sitnih
merozoita
kompaktni,
odgovaraju
opisu iz razmaza

zreli trofozoiti

Sizonti

gametociti

kompaktan prsten

¢vrsta pravilna
citoplazma

retki, prosecno 8
krupnih merozoita

tesko se razlikuju

od P. vivax

veoma sitni,

neisprekidani, gracilni

sa vakuolom

sitni, sa vakuolom

retko su prisutni (sitni,

brojni merozoiti)

polumesecasti

kompaktan prsten

Cvrsta pravilna
citoplazma

retki, prose¢no 8
krupnih merozoita

tesko se razlikuju od

P. vivax

sliéni P. falciparum

sliéni P. falciparum

sliéni P. malariae

sliéni P. malariae

Skracenice u tabeli: Er - eritrocit; *ne uocavaju se klasi¢nim bojenjem krvnih razmaza; **retko se
uocavaju kod zrelih trofozoita; ***kod zrelih trofozoita i Sizonata

Na slici 3 prikazani su pojedini stadijumi razvoja Plasmodium spp. na

mikroskopskim preparatima tj. gustim kapima i razmazima periferne krvi bojenim po

Gimzi.
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Slika 3. Mikrofotografije gustih kapi i krvnih razmaza bojenih po Gimzi razlicitih
stadijuma plazmodijuma (uvelicanje x 1000): (A) gusta kap, trofozoiti P. falciparum;
(B) krvni razmaz, trofozoiti P. falciparum; (C) krvni razmaz, trofozoiti 1 gametociti P.
falciparum; (D) krvni razmaz, trofozoit P. ovale; (E) krvni razmaz, trofozoiti P. vivax;
(F) krvni razmaz, trofozoit P. malariae (fotografije nacinjene na Institutu za medicinska
istrazivanja UB ljubaznos¢u dr Mirele Budec)
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3.3.1.1.e. Odredivanje parazitemije plazmodijuma

Parazitemija je izrazavana kao procenat (%) Er parazitiranih aseksualnim
stadijumima Plasmodium-a, $to je rutinski metod za neendemska podrucja (68). U 10
vidnih polja razmaza periferne krvi pod imerzijom brojani su parazitirani Er (nezavisno
od broja parazita u jednom Er) i ukupan broj Er. Parazitemija je izratunavana prema
formuli: % (P) = N/M x 100 (P - parazitemija, N - srednja vrednost broja parazitiranih
Er i M - srednji broj Er u vidnom polju).

Parazitemija izrazena u % je radi poredenja sa rezultatima molekularne
dijagnostike konvertovana u broj par/uL krvi. Konvertovanje procentualno izrazene
parazitemije u broj par/uL krvi vrSeno je na osnovu pretpostavke da 1 pL krvi sadrzi 5 x
10° Er (113). Parazitemija od 1% odgovara parazitemiji od 1 par/100 Er, odnosno
50.000 par/puL, a 0,1% odgovara parazitemiji od 5.000 par/uL krvi.

3.3.2. BRZI ANTIGENSKI TEST ZA DETEKCIJU HRP2 ANTIGENA P.
falciparum

Brzi antigenski test (Visitect® Malaria Pf - Omega Diagnostics Ltd, London,
Velika Britanija) za detekciju HRP2 antigena P. falciparum primenjivan je samo za
inicijalnu dijagnostiku. Test pripada grupi imunohromatografskih testova. Test je
izvoden 1 o€itavan prema uputstvu proizvodaca. Ukoliko je u uzorku prisutan HRP2
antigen, dolazi do stvaranja kompleksa sa monoklonskim antitelima Sto se manifestuje
pojavom ruZicasto obojene linije, a rezultat se smatra pozitivhim nezavisno od

intenziteta boje.

3.3.3. MOLEKULARNE METODE

3.3.3.1. Ekstrakcija DNK
Ekstrakcija DNK iz krvi vrSena je komercijalnim kitom (GeneJET™ Genomic

DNA purification kit, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) prema uputstvu

proizvodaca, uz manje modifikacije. Odmrznut uzorak krvi je homogenizovan i za dalji
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rad koriS¢eno je 200 pL. U to je dodavano po 400 pL pufera za liziranje i 20 pL
proteinaze K. Liziranje se odvijalo u termomikseru (Eppendorf Thermomixer 1,5 mL
Comfort, Nemacka) pri rotaciji od 500 obrtaja u minuti, na 56°C, 10 minuta ili po
potrebi 1 duze, do potpune lize. U lizirani uzorak je dodavano po 200 pL 96% etanola, i
sadrzaj je prebacivan u kolonice (GeneJET™ Genomic DNA Purification columns), u
kojima se, centrifugiranjem na 7000 obrtaja u toku 1 minuta (Eppendorf Centrifuge
5415R, Nemacka), DNK vezivala za membranu. Posle ispiranja radi uklanjanja
¢elijskog detritusa uzorci su resuspendovani u vodi bez nukleaza, tako da je finalni
produkt bila DNK resuspendovana u 120 pL. Ekstrahovana DNK je ¢uvana na - 70°C
do izvodenja qPCR-a.

3.3.3.2. Kvantitativni real-time PCR za detekciju roda Plasmodium (skrining
qPCR)

Detekcija DNK roda Plasmodium radena je pomocu qPCR-a u kome je kao
ciljni gen koris¢en visoko konzervirani region 18S rRNK gena, prema protokolu
Rougemont i sar. (2004) (100). Ovom metodom se pomocu prajmera Plasmol i
Plasmo2 1 probe Plasprobe (Tabela 2) detektuju sve Ccetiri glavne vrste roda
Plasmodium jer se amplifikuje segment od 157 - 165 bp koji je prisutan kod svih.
Amplifikacija je vrSena na aparatu Mastercycler® ep realplex4 (Eppendorf AG,

Hamburg, Nemacka) sa prate¢im softverom.

Tabela 2. Sekvence prajmera i proba i program za skrining qPCR

naziv sekvence
prajmeri Plasmol  5-GTTAAGGGAGTGAAGACGATCAGA-3’
Plasmo2  5-AACCCAAAGACTTTGATTTCTCATAA-3’
5’-FAM-
proba Plasprobe ACCGTCGTAATCTTAACCATAAACTATGCCGACTAG-
TAMRA-3’
2 min 50°C

qPCR 10 min 95°C
program | 45 x 15 sek 95°C
1 min 60°C
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Tabela 3. Reakciona smeSa za skrining qPCR za detekciju DNK roda Plasmodium po
uzorku

.. volumen finalna
osmovirmx uul koncentracija
TagMan master mix 10,0
forward prajmer (Plasmol) 0,5 200 nM
reverse prajmer (Plasmo2) 0,5 200 nM
proba (Plasprobe) 0,5 50 nM
UNG 0,5
MgCl, (50 mM) 1,0
H,O0 4,0
ukupna zapremina 17

Analiza svih uzoraka je radena u duplikatu. Reakciona smesa pripremana je za
ukupan broj uzoraka u reakciji za skrining qPCR, dok je zapremina reakcione smese po
uzorku iznosila 17 pL i sadrzala je: 10 uL Maxima® Probe/Rox qPCR Master Mix
(Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA, SAD), 0,5 WL Uracil-DNA
Glycosylase (UNG), 0,5 uL 200 nM forward prajmer (Plasmol), 0,5 pL 200 nM
reverse prajmer (Plasmo?2), 0,5 uL 50 nM probe (Plasprobe), 1 uL MgCl, i 4 uL vode
bez nukleaza (Tabela 3). Kao negativne kontrole koriS¢eni su voda bez nukleaza i DNK
izolovana od zdravih osoba koje nisu boravile u malaricnom podru¢ju. Za pozitivhu
kontrolu koriS¢ena je DNK ekstrahovana iz kulture Dd2 Plasmodium linije P.
falciparum, koja je dobijena ljubazno$¢u prof. Sanjeev Krishna sa St George
Univerziteta u Londonu. Nakon dodavanja 3 uL. DNK, odnosno vode za negativnu
kontrolu, finalni volumen po uzorku bio je 20 puL.

Program za amplifikaciju DNK plazmodijuma se sastojao od sledecih koraka:
aktivacija 1 delovanje enzima UNG u trajanju od 2 minuta na 50°C, inicijalna
denaturacija 10 minuta na 95°C i potom vezivanje prajmera i elongacija 1 minut na
60°C (Tabela 2). Rezultati su smatrani pozitivnim ukoliko je fluorescentni signal rastao
iznad praga pozitivnosti (cycle threshold - Cr) unutar 40 ciklusa, 1 obrnuto, ukoliko

signal nije detektovan u toku 40 ciklusa, uzorak je smatran negativnim.
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3.3.3.3. Kvantitativni real-time PCR za detekciju vrsta roda Plasmodium
(specijes-specifi¢ni PCR)

Specijes-specificnim qPCR-om wuzorci su ispitani na sve cetiri vrste roda

Plasmodium. Za identifikaciju P. falciparum, P. vivax 1 P. ovale, izvoden je protokol

prema Perandin-a i sar. (2004), a za P. malariae protokol prema Rougemont-a i sar.

(2004) (92, 100). Koris¢eni su komercijalni prajmeri i probe za 18S rRNK gen,

specificni za svaku vrstu (Tabela 4). Za P. falciparum, P. vivax i P. ovale koriS¢eni su

prajmeri 1 probe proizvodata Metabion International AG, Nemacka, a za P. malariae

proizvodaca Invitrogen, SAD.

Tabela 4. Sekvence prajmera i proba i program za specijes-specifiéni gPCR

Plasmodium prajmeri sekvence (5'-3")
spp- i probe
FALF 5°-CTT TTG AGA GGT TTT GTT ACT TTG AGT AA-3’
P fulci AL 5"-TAT TCC ATG CTG TAG TAT TCA AAC ACA A-3’
. falciparum Pl oobe 3 -FAM-TGT TCA TAA CAG ACG GGT AGT CAT GAT TGA GTT
pr CA-TAMRA-3’
VIV-F 5°-ACG CTT CTA GCT TAA TCC ACA TAA CT-3’
P. vivax VIV-R 5°_ATT TAC TCA AAG TAA CAA GGA CTT CCA AGC-3’
VIV probe  5>-TET-TTC GTA TCG ACT TTG TGC GCA TTT TGC-TAMRA-3’
OVAF 5°-TTT TGA AGA ATA CAT TAG GAT ACA ATT AAT G-3’
P oval OVAR 5".CAT CGT TCC TCT AAG AAG CTT TAC AAT-3’
- ovaie OVt orope 3 -Yakima Yellow™-CCT TTT CCC TAT TCT ACT TAA TTC GCA
p ATT CAT G-TAMRA-3’
Mal-F 5°-CCG ACT AGG TGT TGG ATG ATA GAG TAA A-3’
P. malariae Plasmo2*  5-AACCCAAAGACTTTGATTTCTCATAA-3’
Malaprobe 5-FAM-CTA TCT AAA AGA AAC ACT CAT-MGBNFQ
2 min 50°C
qPCR 10 min 95°
program 45 x 15 sek 95°C
1 min 60°C

*Reverzni prajmer (Plasmo2) upotrebljen za skrining qPCR koris¢en je i u protokolu identifikacije P.
malariae; MGBNFQ - minor groove binding nonfluorescent quencher
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Tabela 5. Reakciona smesa za specijes-specificni qPCR po uzorku

osnovni mix volumen u uL kon.c za Bf,  finalna konc
PviPo (M) zaPm (nM)

TagMan master mix 12,5

prajmer forward 0,3 300 100

prajmer reverse 0,3 300 200

proba 0,3 200 100

MgCl, (50 mM) 1,0

H,O0 7,6

ukupna zapremina 22

Prilikom odredivanja vrste Plasmodium spp., svi uzorci su radeni u duplikatu.
Reakcija je izvodena u ukupnoj zapremini od 25 pL, od ¢ega je 3 UL DNK C¢inilo
templat, dok je ostatak Cinila reakciona smesa [12,5 pL Maxima® Probe/Rox qPC12
Master Mix (Fermentas), 0,3 uL 300 nM specijes-specificni forward prajmer, 0,3 uL
300 nM specijes-specifi€ni reverse prajmer, 0,3 uL 200 nM specijes-specifi¢ne probe, 1
uL MgCl, 1 7,6 uL vode bez nukleaza]. Kao negativne kontrole koriS¢eni su voda bez
nukleaza i DNK izolovana od zdravih osoba koje nisu boravile u malaricnom podrucju.
Kao pozitivne kontrole koriS¢eni su uzorci DNK ekstrahovane iz krvi bolesnika sa
definisanom parazitemijom; za P. falciparum 1 P. malariae koristili smo uzorke DNK
od nasih bolesnika sa parazitemijom od 2% odn. 0,015%, a za P. ovale i P. vivax uzorke
DNK od bolesnika sa parazitemijom od 0,001% odn. 0,05% na raspolaganje nam je
ljubazno stavila prof. Ana Farnert (Univerzitetska bolnica Karolinska, Stokholm,
Svedska).

Specijes-specificni qPCR raden je na Mastercycler® ep realplex4 (Eppendorf
AG, Hamburg, Nemacka), i1 za sve vrste korisSc¢en je isti protokol: 2 minuta na 50°C, 10
minuta na 95°C, 45 ciklusa od 15 sekundi na 95°C i 1 minut na 60°C (Tabela 4).
Uzorak je smatran pozitivnim ukoliko je fluorescentni signal rastao iznad praga
pozitivnosti (Cr) u toku 40 ciklusa amplifikacije.

U svim fazama molekularne dijagnostike preduzimane su sve potrebne mere za
prevenciju mogucée kontaminacije, koje su ukljuivale rad sa sterilnim potroSnim
materijalom, rad u laminarnim komorama sa HEPA filterima i UV svetlom, kao i

postovanje svih procedura radnih protokola.
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3.3.3.4. Analiticka osetljivost i specificnost kvantitativnog real-time PCR-a

Analiticka osetljivost 18S skrining qPCR-a odredena je ispitivanjem
desetostrukih razblazenja DNK bolesnika kod koga je mikroskopski dijagnostikovana P.
falciparum infekcija sa parazitemijom od 3,3%.

Za odredivanje specificnosti skrining qPCR-a kori§¢eni su uzorci zdravih osoba
koje nisu boravile u malari¢nim podrucjima (negativne kontrole) kao i1 uzorci bolesnika
iz ranije opisane kontrolne grupe koju su ¢inila Cetiri bolesnika koja nisu putovala u
podrucja sa endemskom malarijom, i to dva sa akutnom toksoplazmozom, i po jedan
bolesnik sa visceralnom lajSmaniozom i P. jiroveci pneumonijom.

Odredivanje osetljivosti i praga detekcije za pojedinacne vrste roda Plasmodium

vrSeno je ispitivanjem serijskih razblazenja pozitivnih kontrola.

3.3.3.5. Eksterna kontrola kvaliteta dobijenih rezultata

Na pocetku uvodenja skrining qPCR-a, u toku standardizacije protokola, 10
uzoraka odabranih metodom slucajnog izbora ispitano je, ljubaznoS¢u prof. Isabelle
Villena, u Parazitoloskoj laboratoriji Univerzitetske bolnice u Remsu, Francuska, ¢ime
je proverena validnost primenjenog protokola.

Provera validnosti specijes-specificnog qPCR-a izvrSena je u Univerzitetskoj
bolnici Karolinska, Stokholm, Svedska, ispitivanjem 11 spornih  uzoraka

konvencionalnim PCR-om.

3.3.3.6. Kvantifikacija parazitemije

Za poredenje parazitemije odredene mikroskopijom i qPCR-om, koriS¢eni su
samo uzorci kod kojih je mikroskopski nalaz (broj parazita) izrazen numericki.

Parazitemija je kvantifikovana putem standardne krive (y = ax + b) dobijene na
osnovu rezultata analize serije desetostrukih razblazenja DNK izolovane od bolesnika sa
P. falciparum infekcijom 1 parazitemijom od 3,3%. Dobijena Cr vrednost za svaki

uzorak je konvertovana u broj par/uL krvi pomocéu Excel softvera. Parazitemija
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kontrolnih uzoraka preraunavana je iz % takode u broj par/uL, racunajuci, kao $to je

ve¢ opisano u 3.3.1.1.e., da 1% parazitemija oznacava 50.000 par/uL krvi.

3.3.3.7. Statisticka analiza rezultata

U analizi podataka koriS¢eni su, osim osnovnih metoda deskriptivne statistike
(aritmeticka sredina, standardna devijacija, grupisanje), i metode parametrijske (z-test) i
neparametrijske [hi-kvadrat test (X?)] statistike. Poredenje klinickih, demografskih i
epidemioloskih karakteristika, kao i rezultata laboratorijskih analiza (hemoglobinemija,
eritrocitopenija, leukopenija, trombocitopenija, povisen LDH) izmedu grupa bolesnika
sa potvrdenom malarijom i onih kod kojih je malarija iskljucena vrieno je X* testom,
dok je poredenje vrednosti hematoloskih i1 biohemijskih analiza (nivo Hgb, Er, Le, Tr,
LDH), duzine trajanja parazitemije i DNK-nemije vrSeno #-testom. Granicom statisticke
znacajnosti smatrana je verovatnoca od 5% (P<0,05).

Dijagnosticke metode su medusobno poredene pomocu standardnih mera
slaganja izmedu testova, i to pomocu tablica kontingencije 2 x 2 na zbirnom nivou, a na
osnovu korelacije rezultata (nivoi parazitemije) kod pojedinacnih bolesnika. Kao
standardne mere slaganja testova izracunavani su osetljivost, specificnost, pozitivna i
negativna prediktivna vrednost, kao 1 realno statisticko slaganje rezultata (kappa
statistika). Osetljivost je izrac¢unavana prema formuli [SP/(SP + LN)] x 10,
specificnost = [SN/(SN + FP)] x 100, pozitivna prediktivna vrednost (PPV) =
[SP/ (SP+LP)] x 100, a negativna prediktivna vrednost (NPV) = [SN / (SN+LN)] x 100
(SP - stvarno pozitivno; LP - lazno pozitivno; SN - stvarno negativno; LN - lazno
negativno). Nivoi slaganja za kappa (k) analizirani su po protokolu Landis i Koch-a
(1977). Moguce vrednosti & su u rasponu od -1 do 1. Negativne vrednosti ukazuju na to
da postoji slaganje manje od slucajnog, Sto znaci da postoji sistematsko neslaganje
izmedu testova. Pozitivne vrednosti definiSu slaganje izmedu testova koje je vise nego
sluc¢ajno. Kappa vrednost od 0,01 - 0,20 oznacava neznatno slaganje, 0,21 - 0,40 umereno,
0,41 - 0,60 dobro slaganje, 0,61 - 0,80 znatno i1 od 0,81 - 0,99 gotovo savrSeno slaganje
(110).

Korelacija izmedu nivoa parazitemije dobijenih mikroskopijom, skrining qPCR-

om, i specijes-specificnim qPCR-om, ispitivana je pomocu Pirsonovog koeficijenta
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korelacije. Negativni qPCR nalaz je za potrebe analize racunat sa vrednoséu Cr=45
(maksimalan broj ciklusa u reakciji). Vrednosti Pirsonovog koeficijenta ispod 0,3
smatrane su za slabu korelaciju, od 0,3 - 0,7 za umerenu, 0,7 - 0,9 jaku 1 preko 0,9 za
vrlo jaku korelaciju.

Statisticka obrada je obavljena u SPSS programu verzija 11.5 (SPSS Inc., Cikago,
IL, SAD).

3.3.3.8. Odobrenje Etickog komiteta

Istrazivanje je dobilo odobrenje Etickog komiteta Instituta za medicinska
istrazivanja Univerziteta u Beogradu (broj EO 101/2012) 1 Etickog komiteta
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (broj 29/X-12). Studija je obuhvatala
prikupljanje uzoraka krvi Sto je eventualno moglo bolesnicima izazvati izvesnu
neprijatnost. Takode, ukljucivala je prikupljanje podataka iz istorije bolesti, ali je pristup
podacima odobren samo istrazivackom timu. Ovi negativni aspekti smatrani su

sekundarnim u odnosu na dobrobit koja nastaje unapredenjem dijagnostike malarije.
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4. REZULTATI

U istrazivanje laboratorijske dijagnostike malarije uklju¢eno je ukupno 109
ispitanika lecenih na Klinici, koji su ispunjavali sledece kriterijume:

A) febrilnost (n=83) i/ili druge klinicke manifestacije (n=14) nakon boravka u
malari¢nom podrucju (n=97);

B) epidemioloSki nadzor nakon boravka u malaricnom podrucju bez klinickih
tegoba (n=12).

Epidemioloski podatak o putovanju u malaricno podru¢je imalo je 108
ispitanika, a ukljuena je 1 jedna febrilna bolesnica sa nedovoljno ubedljivim
epidemioloskim rizikom (letovanje u Grckoj).

Epidemioloskim nadzorom obuhvaceni su bolesnici koji su se na Kliniku javili
nakon povratka iz malari¢nog podrucja i bili dobrog opsteg stanja u trenutku pregleda,
ali su bili nedavno lec¢eni od malarije (SPM - status post malariam) (n=10), ili su dali

podatak o ubodu komaraca tokom boravka u malaricnom podrucju (n=2).

4.1. DEMOGRAFSKE, EPIDEMIOLOSKE, KLINICKE I
LABORATORIJSKE KARAKTERISTIKE ISPITANIKA

Demografske i1 epidemioloSke karakteristike svih 109 ispitanika prikazane su u
tabeli 6. Ispitanici su ve¢inom bili muSkog pola (n=93, 85,3%). Srednja Zivotna dob
iznosila je 47,0 = 14,6 (4 - 80) godina, a vecinu ispitanika ¢inili su drzavljani Srbije
(n=100, 91,7%) 1 to radno sposobno stanovnistvo. Posao je bio glavni razlog putovanja
(n=91, 83,5%) 1 vecinom se radilo o gradevinskim radnicima na poslovima izgradnje
puteva i stambenih objekata u africkim zemljama (n=71, 65,1%). Najveci broj ispitanika
boravio je u endemskim podru¢jima za malariju duze od Sest meseci (n=77, 70,7%).
Medutim, antimalari¢nu profilaksu koristilo je svega pet ispitanika, od toga samo dvoje
redovno (1,8%). Afrika je bila najposeceniji kontinent (n=99, 90,8%), a zemlja u kojoj
je najveci broj boravio Ekvatorijalna (E.) Gvineja (n=38, 34,9%) (Tabela 6). Ranije
epizode malarije imalo je 72 ispitanika (66,1%), i to prosecno 3,0 £ 2,5 (raspon 1 - 12)

epizode.
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Tabela 6. Demografske 1 epidemioloske karakteristike 109 ispitanika pregledanih na
malariju

karakteristike br %
muskarci 93 85,3
srednja Zivotna dob £+ SD u god (raspon): 47,0 £ 14,6 (4 - 80)

starosna dobna grupa (u god)

<10 1 0,9
10-19 0 0,0
20-29 14 12,8
30 -39 2 20,2
40 - 49 16 14,7
50 - 59 38 34,9

> 60 18 16,5

zemlja porekla ispitanika
Srbija 100 91,7

region unutar Srbije

Beograd 69 63,3
Centralna Srbija 25 22,9
Vojvodina 6 5,5
druge zemlje* 9 8,3
razlog putovanja u malari¢no podrucje
posao 91 83,5
turizam 8 7,3
ostalo 10 9,2
zanimanje
osoblje avio kompanija 6 5,5
gradevinska zanimanja 71 65,1
ostalo 32 29,4
duZina boravka
<3 ned 8 7,3
3 ned - 6 mes 22 20,2
> 6 mes 77 70,7
Zivi tamo 2 1,8
antimalari¢na pofilaksa
da, redovno 2 1,8
da, neredovno 3 2,7
alternativna profilaksa 3 2,7
ne 101 92,8
prethodne epizode malarije
da 72 66,1
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karakteristike br %
MESTO PUTOVANJA
kontinent
Afrika 99 90,8
Azija 8 7,4
Evropa 1 0,9
J. Amerika 1 0,9
region
centralna Afrika 57 52,4
isto¢na Afrika 11 10,1
zapadna Afrika 30 27,5
istoc¢na i zapadna Afrika 1 0,9
juzna Azija 3 2,8
jugoisto¢na Azija 3 2,8
juzna i jugoistoCna Azija 2 1,8
Juzna Amerika 1 0,9
Evropa 1 0,9
zemlja
Angola 8 7,3
Avganistan 1 0,9
Brazil 1 0,9
Cad 3 2,8
E. Gvineja 38 34,9
Etiopija 3 2,8
Gabon 4 3,7
Gana 11 10,1
Gréka 1 0,9
Indija 2 1,8
Kenija 2 1,8
Kongo 3 2,8
Liberija 1 0,9
Madagaskar 1 0,9
Nigerija 15 13,8
Senegal 1 0,9
Sijera Leone 1 0,9
Tanzanija 1 0,9
Uganda 4 3,7
Zambija 1 0,9
vise africkih 2 1,8
vise azijskih 5 4,6

*Crna Gora, Republika Srpska (BiH), Engleska, Italija, Kina, SAD, Uganda

Od ukupnog broja ispitanika, 97 (89,0%) je imalo klini¢ke simptome. Kod 21
(21,6%) bolesnika tegobe su zapocele pre povratka u zemlju, dok su kod najveceg broja
(n=28, 28,9%) zapocele u toku prve nedelje po dolasku u zemlju (Tabela 7). Srednje
vreme od pojave tegoba do javljanja na pregled, za 96 bolesnika kod kojih je evidentiran

ovaj podatak, bilo je 5,1 + 8,2 (1 - 60) dana.
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Osamnaest (18,6%) bolesnika je samoinicijativno, pre javljanja na pregled, bilo
zapocelo terapiju antimalaricima, ili je terapija ordinirana u drugoj zdravstvenoj

ustanovi, najcesce u zemlji inficiranja (Tabela 7).

Tabela 7. Klinicko-laboratorijske karakteristike 97 bolesnika sa tegobama pregledanih
na malariju

karakteristike br %
vreme od dolaska u zemlju do pojave tegoba
dosao bolestan 21 21,6
1 -7 dana 28 28.9
8 - 14 dana 15 15,5
15 dana - 1 mesec 13 13,4
1 -2 mes 3 3,1
2 mes - 1 god 13 13,4
duze od 1 god 4 4,1
prethodna terapija antimalaricima 18 18,6
hroni¢ne bolesti 19 19,6
KLINICKA SLIKA
febrilnost 83 85,6
jeza/drhtavica 54 55,7
glavobolja 40 41,2
malaksalost 54 55,7
mijalgije 45 46,4
splenomegalija 26 26,8
hepatomegalija 33 34,0
splenohepatomegalija 21 21,6
HEMATOLOSKE ANALIZE X = SD (raspon)
Hgb (n=94) 137,8 £21,3 (79 - 189)
hemoglobinemija 23 24,5
Er (n=94) 4,5+0,65(2,6-6,3x10"%)
eritrocitopenija 48 51,1
Le (n=94) 73+4,47(2,4-21,4x10%)
leukopenija 22 23,4
Tr (n=93) 157,2£94,5 (11 - 520 x 10°)
trombocitopenija 47 50,5
LDH (n=63) 673,7+413,0 (289 - 2877)
1 LDH 44 69,8

Skracenice u tabeli: X - srednja vrednost; SD - standardna devijacija; Hgb - hemoglobin; Er - eritrociti; Le
- leukociti; Tr - trombociti. Referentne vrednosti: Hgb: < 120 za zene, 130 g/L za muskarce; Er: < 4,2 za
7ene, 4,5 x 10"%/L za muskarce; Le: <4 x 10°/L; Tr: < 150 x 10°/L; LDH: > 460 U/L

U klinickoj slici dominirala je febrilnost, i to kod 83 (85,6%) bolesnika. Medu
26 afebrilnih ispitanika, osim 12 ispitanika koji su ukljuceni radi epidemioloSkog
nadzora, naslo se i 14 bolesnika sa drugim tegobama koje su obavezivale na isklju¢enje
malarije (glavobolja, malaksalost, mijalgije, artralgije). Hepatomegalija je evidentirana

kod 33 (34,0%) bolesnika, medu kojima je 21 (21,6%) imao uvecanu jetru i slezinu. U
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hematoloskim nalazima kod 48 (51,1%) bolesnika zabelezen je pad Er, dok je kod 47
(50,5%) zabelezena trombocitopenija (Tabela 7).

4.2. KLASIFIKACIJA ISPITANIKA NA OSNOVU MIKROSKOPSKE
DIJAGNOSTIKE

Kod svih 109 ispitanika je na prijemu uraden mikroskopski pregled gustih kapi 1
krvnih razmaza na prisustvo Plasmodium spp. Kod sumnje na infekciju P. falciparum-
om na prijemu je raden i brzi test za detekciju HRP2 antigena P. falciparum.

Nakon sprovedene konvencionalne dijagnostike, a uz uvazavanje klinickih

kriterijuma, ispitanici su svrstani u dve grupe:

1. Bolesnici leceni od malarije (n=45), koji su prema mikroskopskom nalazu svrstani u

dve podgrupe:

a) Bolesnici kod kojih je malarija mikroskopski dokazana (n=42), i
b) Bolesnici kod kojih malarija nije mikroskopski dokazana (nezavisno od nalaza brzog
testa), koji su epidemioloski 1 klini¢ki odgovarali malariji 1 imali adekvatan terapijski

odgovor na antimalarike, ¢ime je dijagnoza postavljena ex iuvantibus (n=3).

2. Grupa povratnika iz endemskih podrucja koji su bili suspektni na malariju ali su na
osnovu visekratne negativne mikroskopije (nezavisno od rezultata brzog testa)
proglaseni negativnim (n=64). U ovu grupu je ukljuceno 1 12 putnika ispitanih u sklopu
epidemioloskog nadzora. Kod svih ovih bolesnika postavljena je dijagnoza druge bolesti
kao uzroka febrilnosti ili drugog klini¢kog stanja. U daljem radu je ova grupa ispitanika

sluzila kao kontrolna grupa bolesnicima od malarije.
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4.3. ANALIZA REZULTATA DIJAGNOSTIKE MALARIJE PO
METODAMA

4.3.1. REZULTATI DOBIJENI KONVENCIONALNIM METODAMA

4.3.1.1. Rezultati mikroskopije

Malarija je potvrdena mikroskopskim nalazom aseksualnih stadijuma
plazmodijuma kod 42 bolesnika. Kod svih su paraziti uoceni ve¢ pregledom prvih
uzoraka. I vrsta plazmodijuma je odredena ve¢ na prvom mikroskopskom pregledu kod
cak 41 bolesnika, dok je samo kod jednog bolesnika sa izuzetno retkim parazitima tek
nakon tre¢eg uzorkovanja utvrdeno da je u pitanju P. malariae. Kod 29 (69,1%)
bolesnika detektovan je P. falciparum, kod troje (7,1%) P. vivax, a kod po cetvoro
(9,5%) P. ovale 1 P. malariae. Kod dva bolesnika postavljena je dijagnoza meSane
infekcije, 1 to u jednom slu€aju P. malariae 1 P. vivax, a u drugom P. falciparum i P.
vivax (Tabela 8).

Svi bolesnici sa mikroskopski potvrdenom malarijom su bili manifestni tj. sa
simptomima bolesti. S druge strane, ni kod jednog od 67 (61,5%) ispitanika kod kojih
malarija nije potvrdena mikroskopijom nisu nadeni ni seksualni stadijumi parazita.
Medu njima su 1 tri bolesnika kod kojih je dijagnoza malarije postavljena ex iuvantibus.
Sva tri bolesnika zapocela su terapiju antimalaricima (Artequin®, artesunat,

Coartem®).

Tabela 8. Rezultati mikroskopije kod 109 ispitanika pregledanih na prisustvo Plasmodium
spp.

mikroskopski nalaz br %
pozitivan 42 38,5
Plasmodium spp.

P. falciparum 29 69,1
P. vivax 3 7,1
P. ovale 4 9,5
P. malariae 4 9,5
mesana infekcija 2 (Pm + Pv; Pf+ Pv) 4.8
X 42 100,0

Skraéenice u tabeli: Pm - P. malariae; Pv - P. vivax; Pf - P. falciparum
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Parazitemija je najceSc¢e (n=14, 33,3%) bila vrlo niska 0,0001 - 0,0004%.
Polovina ovih bolesnika ve¢ je bila zapocela terapiju antimalaricima i kod njih su
uocavani poluraspadnuti paraziti. Cetiri bolesnika imalo je parazitemiju izmedu 2 i 5%,
a najvisa zabeleZena parazitemija bila je 9,5%, 1 to u slucaju P. falciparum infekcije. Od
13 bolesnika sa malarijom koji su zapoceli terapiju pre javljanja na pregled, sedmoro je
imalo parazitemiju ispod 0,0004%, troje izmedu 0,2 i 2% (Tabela 9) dok troje bolesnika

nije imalo mikroskopski detektabilnu parazitemiju.

Tabela 9. Visina parazitemije kod 42 bolesnika sa mikroskopski dokazanom malarijom

parazitemija u % br % zapocleta th vrsta antimalarika
0,0001 - 0,0004% 14 33,3 7 5 Artequin®, 2 Coartem®
0,0004 - 0,002% 2 4,8 0 /

0,002 - 0,2% 10 23,8 0 /

0,2 -2% 11 26,2 3 2 Coartem®, 1 Co-arinate®
2-5% 4 9,5 0 /

5-10% 1 2,4 0 /

z 42 100 10 /

Skracenice u tabeli: Coartem® (artemetar + lumefantrin); Artequin® (artesunat + meflokin); Co-arinate®
(artesunat-sulfametoksipirazin/pirimetamin)

Vreme dijagnostike metodom mikroskopije od uzorkovanja do izdavanja
rezultata, uz postovanje optimalnog vremena za svaki korak postupka, trajalo je izmedu
dva 1 tri sata. Koliko je tacno trajalo vreme mikroskopske dijagnostike zavisilo je i od
tehnickih faktora kao §to je npr sobna temperatura na kojoj su suSeni preparati, ali
najvise od duzine samog mikroskopiranja koja je zavisila od kvaliteta preparata 1
brojnosti parazita, kao 1 od toga da li je postupak ukljucivao izraCunavanje parazitemije.

Prvi uzorci su kod 21 (46,7%) bolesnika mikroskopski pregledani unutar radnog
vremena, a kod 24 (53,3%) van radnog vremena kada su uzorkovanje vr$ili hematoloski

laboranti.

4.3.1.2. Rezultati brzog antigenskog testa

Brzi antigenski test primenjen je kod 97 ispitanika. Rezultat je bio pozitivan kod
35 (36,1%) ispitanika, i to kod 29 sa mikroskopski dokazanom P. falciparum
malarijom, tri bolesnika sa mikroskopski nepotvrdenom malarijom (ex iuvantibus) kao i
kod tri zdrava ispitanika iz grupe epidemioloskog nadzora (Tabela 10), koji su uzimali

antimalarike neposredno pre dolaska u zemlju. Kod jednog je 13 dana pre ispitivanja
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zavrSena terapija Coartem®-om, drugi je mesec dana pre ispitivanja lecen kininom a
kod treceg je leCenje zavrSeno 9 dana pre ispitivanja (bez podatka o vrsti antimalarika).
Medu 62 (63,9%) ispitanika kod kojih je brzi test bio negativan bilo je 49
mikroskopski negativnih ispitanika ali 1 12 bolesnika kod kojih je nadena druga vrsta
plazmodijuma (ne-falciparum malarija), kao 1 jedan sa mikroskopski proglaSenom
mesanom infekcijom (Pf+ Pv) (Tabela 10).
Postupak izvodenja brzog testa, od uzorkovanja do izdavanja rezultata, trajao je

oko 20 minuta.

Tabela 10. Rezultati brzog antigenskog testa kod 97 bolesnika ispitanih na prisustvo
HRP2 antigena P. falciparum

RDT br (%)
pozitivan 35 (36,1)
pozitivan nalaz (n=35) br
mikroskopski Pf 29
submikroskopski Pf (ex iuvantibus) 3
SPM 3
negativan nalaz (n=62) br
mikroskopski negativan 49
ne-falciparum malarija 12
mikroskopski Pf+ Pv 1

Skracenice u tabeli: RDT - rapid diagnostic test; SPM - status post malariam; Pf - P. falciparum; Pv - P. vivax

4.3.2. REZULTATI MOLEKULARNIH METODA U DIJAGNOSTICI
MALARIJE

4.3.2.1. Rezultati PCR-a za detekciju roda Plasmodium (skrining qPCR)

4.3.2.1.a. Validacija testa

Specifi¢nost skrining qPCR-a je proverena ispitivanjem cetiri bolesnika sa
drugim infekcijama, i u sva Cetiri slucaja je nalaz skrining gPCR-a bio negativan.

Nalaz skrining qPCR-a za 10 nasumi¢no izabranih uzoraka ispitanih i u
Parazitoloskoj laboratoriji Univerzitetske bolnice u Remsu pokazao je 100% saglasnost

sa nasim nalazom (devet pozitivnih bilo je pozitivno, jedan negativan bio je negativan).
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4.3.2.1.b. Rezultati skrining gPCR-a u ispitivanoj populaciji

Skrining qPCR-om su analizirani inicijalni uzorci venske krvi svih 109 ispitanika.

Nalaz je bio pozitivan kod 51 (46,8%) bolesnika. Svi bolesnici sa pozitivnim
mikroskopskim nalazom (n=42) bili su pozitivni i na skrining qPCR-u. Od tri bolesnika
sa ex iuvantibus dijagnozom, dva su bila pozitivna a jedan negativan na skrining qPCR-
u. Time je od 45 bolesnika sa malarijom dijagnoza potvrdena skrining PCR-om kod 44.
Srednja Ct vrednost na skrining qPCR-u za 44 bolesnika sa dokazanom malarijom bila
je 25,64 +59 (16,97 - 39,47).

Skrining qPCR bio je pozitivan kod jo§ sedam ispitanika, medu kojima kod
cetvoro sa nedavno leCenom malarijom 1 dvoje sa ranije le€enom malarijom, dok jedan
nije nikada ranije imao malariju.

Negativan nalaz na skrining qPCR-u imalo je 58 ispitanika, koji su svi bili
negativni 1 na mikroskopiji. Medutim, dvoje medu njima je imalo pozitivan nalaz na
brzom antigenskom testu, zbog ¢ega su, bez obzira na negativan nalaz skrining PCR-a,

ukljuceni u molekularnu dijagnostiku do nivoa vrste (Tabela 11).

Tabela 11. Rezultati skrining qPCR kod 109 ispitanika pregledanih na prisustvo
plazmodijuma

skrining qPCR br (%)
pozitivan 51 (46,8)
pozitivan nalaz (n=51) br
mikroskopski dokazan Plasmodium 42

ex iuvantibus dijagnoza malarije 2
nije dokazana malarija 7

4.3.2.2. Rezultati qPCR-a za detekciju vrsta Plasmodium spp. (specijes-specificni qPCR)

4.3.2.2.a. Validacija testa

Nije bilo pozitivnih nalaza u kontrolnoj grupi zdravih ispitanika koji nisu
boravili u malaricnom podrucju. Odsustvo lazno pozitivnih nalaza ukazuje na visoku
specificnost metode.

Poredenjem nalaza na specijes-specificnom qPCR-u sa rezultatima 11 uzoraka

ispitanih konvencionalnim PCR-om u Svedskoj, pokazalo se da su se nalazi ove dve
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molekularne tehnike za identifikaciju vrsta plazmodijuma slagali u osam (72,7%)
slu¢ajeva. U tri preostala slucaja specijes-specificni qPCR bio je negativan, dok je
konvencionalnim PCR-om u dva sluc¢aja dokazan P. ovale (koji je bio uocen 1
mikroskopski), a u jednom slucaju, kod ispitanika sa nedavno leCenom malarijom, i1 P.

falciparum.

4.3.2.2.b. Rezultati specijes-specificnog gPCR-a u ispitivanoj populaciji

Specijes-specificni qPCR uraden je kod 53 bolesnika svrstanih u dve grupe:

a) Bolesnici sa pozitivnim nalazom na skrining qPCR-u nezavisno od nalaza
mikroskopije 1 brzog antigenskog testa (n=51). Unutar ove grupe su se nasli svi
bolesnici koji su imali pozitivan nalaz mikroskopijom (n=42).

b) Bolesnici sa negativnim nalazom skrining qPCR-a ali sa pozitivnim nalazom

brzog antigenskog testa (n=2).

Specijes-specificni qPCR pokazao je pozitivan rezultat kod 43 od 53 bolesnika.
Srednja Cr vrednost kod pozitivnih nalaza bila je 26,33 + 5,6 (18,60 - 38,20).

Medu ispitanicima pozitivnim na specijes-specificnom PCR-u, kod 33 (76,7%)
naden je P. falciparum, a srednja Cr vrednost bila je 26,27 + 6,1 (18,60 - 38,20). P.
ovale naden je kod cetvoro (9,3%) bolesnika a srednja Ct vrednost bila je 28,27 + 3,3
(25,38 - 32,54). P. vivax detektovan je kod tri bolesnika sa srednjom Ct vredno$¢u od
25,06 + 3,1 (23,19 - 28,64). P. malariae naden je kod tri (7,0%) bolesnika, a srednja Cr
vrednost bila je 25,67 £ 3,7 (22,11 - 29,51). Nije detektovana nijedna mesana infekcija
(Tabela 12).

Tabela 12. Rezultati specijes-specificnog qPCR-a kod 53 ispitivana bolesnika

specijes-specificni gPCR br %
pozitivan 43 81,1
Plasmodium spp.

P. falciparum 33 76,7
P. vivax 3 7,0
P. ovale 4 9,3
P. malariae 3 7,0
mesana infekcija 0 0,0
X 0 100,0
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Na grafikonu 1 prikazana je korelacija Ct vrednosti dobijenih skrining i specijes-
specificnim qPCR-om kod 45 bolesnika sa malarijom. Negativni nalazi su za potrebe

analize racunati sa Ct vrednoSc¢u 45 (maksimalan broj ciklusa u reakciji).

50
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Grafikon 1. Korelacija Ct vrednosti dobijenih skrining i specijes-specificnim qPCR-om
za prvi ispitivani uzorak kod 45 bolesnika sa malarijom

Korelacija nalaza ove dve metode opisana je jedna¢inom y = 8,71 + 0,71x, i
pokazano je da je stepen korelacije izmedu ove dve metode umeren (Pirsonov

koeficijent korelacije r=0,669, P<0,001, r2=O,447).
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Kompletan postupak izvodenja qPCR-a ukljucujuci ekstrakciju DNK, pripremu
reakcione smeSe, i izvodenje skrining i specijes-specificnog qPCR-a do dobijanja

rezultata, trajao je oko tri sata.

4.3.2.3. Analiticka osetljivost gPCR-a

Osetljivost skrining 1 specijes-specificnog qPCR-a odredivana je putem
standardnih kriva dobijenih ispitivanjem desetostrukih razblazenja odgovarajucih

pozitivnih kontrola (Grafikon 2).

Prag osetljivosti qPCR-a prikazan je u tabeli 13. Za skrining qPCR prag
osetljivosti je bio 0,04 par/uL, dok je za specijes-specificni qPCR bio nesto visi; najnizi
je bio za P. malariae 1 iznosio je 0,09 par/uL a najvisi za P. falciparum gde je iznosio

cak 6 par/uL.

Tabela 13. Analiticka osetljivost skrining 1 specijes-specifiénog qPCR-a

dijagnosticka metoda prag (br. par/ulL) raspon Cr (br. par/ulL)
skrining qPCR 0,04 18,64 (41.250) - 36,11 (0,04)
specijes-specifi¢ni qPCR
P. falciparum 6 27,93 (6.000) - 39,16 (6)
P. vivax 0,3 24,88 (300) - 37,09 (0,3)
P. ovale 0,13 32,52 (12,5) - 39,06 (0,13)
P. malariae 0,09 27,23 (9) - 34,42 (0,09)
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Grafikon 2. Standardne krive za odredivanje analiticke osetljivosti skrining i specijes-
specifiénog qPCR-a: (A) standardna kriva za skrining qPCR (1"=0,989); (B) standardna
kriva za P. falciparum specificni qPCR (1*=0,999); (C) standardna kriva za P. vivax
specifitni gPCR  (17=0,953); (D) standardna kriva za P. ovale specifitni qPCR
(*=0,977); (E) standardna kriva za P. malariae specifiéni qPCR (1°=0,948)
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4.3.3. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA DIJAGNOSTICKIH METODA

PRIMENJENIH ZA DIJAGNOSTIKU MALARIJE

U tabeli 14 dat je uporedni prikaz rezultata dijagnostickih metoda za 53

bolesnika ispitanih svim primenjenim metodama, ukljucujuci i Cr vrednosti dobijene

skrining i specijes-specificnim qPCR-om.

Tabela 14. Uporedni prikaz rezultata razli¢itih metoda za dijagnostiku malarije (n=53)

r. br. mikroskopija RDT skrining qPCR specijes-specificni gPCR
Plasmodium spp.  +/- +/- Cr Plasmodium spp. Cr
1 Pf + + 21,81 Pf 2291
2 - - + 37,18 - -
3 Pf + + 30,37 Pf 27,29
4 - - + 39,86 - -
5 - + - - Pf 36,53
6 - - + 39,41 - -
7 Pf + + 28,54 Pf 26,70
8 Pf + + 25,00 Pf 26,57
9 Pf + + 18,27 Pf 25,48
10 Pv - + 38,92 - -
11 Pf + + 30,63 Pf 31,83
12 - - + 39,62 - -
13 Pv - + 24,71 Po 26,05
14 Pf + + 21,06 Pf 21,33
15 Pf + + 22,98 Pf 24,01
16 Pf + + 19,13 Pf 21,55
17 Pf + + 16,97 Pf 18,60
18 - + + 35,36 Pf 38,00
19 Po - + 21,97 Pv 23,19
20 Pf + + 23,14 Pf 25,69
21 Pf + + 19,44 Pf 20,39
22 Pf + + 18,12 Pf 18,76
23 Pm - + 21,37 Pm 22,11
24 Pf + + 21,10 Pf 22,96
25 Pf + + 18,32 Pf 19,40
26 Pm/Pv - + 25,37 Pm 25,40
27 - + + 37,73 - -
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r. br. mikroskopija RDT skrining gPCR specijes-specificni gPCR
Plasmodium spp.  +/- +/- Cr Plasmodium spp. Cr

28 Pf + + 23,94 Pf 24,98
29 Pf + + 23,17 Pf 24,03
30 Pm - + 25,74 Po 25,38
31 Po - + 23,75 -k -
32 Pf + + 21,60 Pf 22,37
33 Po - + 21,80 - * -
34 Pm - + 30,43 Pm 29,51
35 Po - + 28,83 Po 32,54
36 - + + 35,79 Pf 37,63
37 Pf + + 22,53 Pf 21,70
38 Pm - + 28,94 Po 29,14
39 - + + 38,12 Pf 36,37
40 Pf + + 22,94 Pf 20,19
41 Pf + + 39,47 Pf 26,59
42 - - + 39,64 - -
43 Pf + + 22,45 Pf 22,67
44 Pf + + 36,84 Pf 37,63
45 Pf + + 30,75 Pf 29,47
46 Pf + + 23,60 Pf 20,76
47 Pf + + 23,06 Pf 23,52
48 - + - - - -
49 Pf/Pv - + 29,92 Pv 28,64
50 Pf + + 24,60 Pf 24,89
51 Pf + + 36,19 Pf 38,20
52 Pf + + 28,00 Pf 28,09
53 Pv - + 20,68 Pv 23,34

Skraéenice u tabeli: Pf - P. falciparum; Pv - P. vivax; Po - P. ovale; Pm - P. malariae; *u nasoj
laboratoriji negativni na specijes-specificnom qPCR-u, u bolnici Karolinska u Svedskoj pozitivni na P.
ovale konvencionalnim PCR-om

Kod bolesnika sa opre¢nim rezultatima izmedu mikroskopije i specijes-
specificnog qPCR-a u pogledu vrste plazmodijuma, kao 1 u slucaju neslaganja rezultata
sa nalazima konvencionalnog PCR-a u Svedskoj, izvrieno je bojenje i mikroskopiranje
rezervnih preparata a ponovljena je i mikroskopija prvih uzoraka.

U tabeli 15 dat je pojedinacni prikaz nepoklapanja u identifikaciji vrsta
plazmodijuma metodama mikroskopije 1 specijes-specificnog qPCR-a. ZabeleZeno je 12
(26,7%) diskrepantnih rezultata; pokazalo se da je kod Sest (13,3%) bolesnika
mikroskopijom nacinjena greska u identifikaciji vrste. U oba slucaja koji su

mikroskopski identifikovani kao mesane infekcije radilo se o0 mono infekciji, pri cemu
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je po jedna vrsta bila ta¢no odredena. U dva (4,4%) slucaja doslo je do zamena vrste P.
ovale i P. vivax, a u dva (4,4%) slucaja zamenjen je P. ovale sa P. malariae. Sem ovih
12 slucajeva nepoklapanja vrsta zabelezen je 1 jedan mikroskopski negativan slucaj, kod
koga je specijes-specificnim qPCR-om detektovan P. falciparum. Ovo je bio lazno

pozitivan nalaz kod bolesnika sa nedavno le¢enom malarijom.

Tabela 15. Analiza opre¢nih rezultata u pogledu vrste plazmodijuma mikroskopijom i
specijes-specificnim qPCR-om kod 12 bolesnika sa malarijom

metoda specijes-specifi¢ni gPCR

mikroskopija Pf Pv Po Pm mesana inf.  negativan )y
Pf 0

Pv 1 1 2

Po 1 3

Pm 2 2

mesana inf, 1* 1** 2

negativan 3 3

P 3 2 3 1 0 3 12

Skraéenice u tabeli: Pf - P. falciparum; Pv - P. vivax; Po - P. ovale; Pm - P. malariae.*mikroskopski
mesana infekcija Pf + Pv konac¢no je bila Pv; **mikroskopski meSana infekcija Pm + Pv konacno je bila
Pm

Podudaranje mikroskopije 1 specijes-specificnog qPCR-a za 45 bolesnika sa
malarijom bilo je 73,3% (33/45). Po vrstama, za P. falciparum podudaranje je bilo
90,6% (29/32), za P. vivax 25% (1/4), za P. ovale svega 16,7% (1/6) 1 za P. malariae
66,7% (2/3).

Posto nijedna od primenjenih metoda nije imala apsolutnu tacnost, zavrSna
dijagnoza malarije postavljena je na osnovu rezultata mikroskopije, brzog antigenskog
testa, skrining 1 specijes-specificnog qPCR-a, uz uvazavanje klini¢kog stanja bolesnika.
Na ovaj nacin je u ispitivanoj grupi (n=109) zavrs$na dijagnoza malarije postavljena kod

45 bolesnika (Grafikon 3).

Zavr$nu dijagnozu P. falciparum infekcije imalo je 71,1% bolesnika ukljucujuci
1 troje bez mikroskopske potvrde, P. vivax dijagnostikovan je u 8,9% slucajeva, P. ovale

u 13,3% a P. malariae u 6,7% slucajeva.
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Rezultati

P. falciparum P. vivax P. ovale P. malariae malaria mixta

vrsta Plasmodium- a

O mikroskopija B specijes-specificni gPCR M konaé¢na vrsta

Grafikon 3. Identifikacija vrste Plasmodium spp. mikroskopijom i specijes-specifi¢nim
qPCR-om u odnosu na konac¢nu identifikaciju vrste kod 45 bolesnika sa malarijom

Na osnovu rezultata specijes-specificnog qPCR-a, kod osam ispitanika (sedam
pozitivnih na skrining qPCR-u i jedan samo na brzom testu) iskljucena je malarija (Tabela

16).

Tabela 16. Nalazi razli¢itih dijagnostickih metoda kod ispitanika kod kojih je na
osnovu rezultata specijes-specificnog qPCR-a isklju¢ena malarija (n=8)

r. broj  mikroskopija RDT Sl;;l)igli;g s’;’;’g;;g P ecyzs;z;aﬁc"m
+/- +/- +/- Cr Plasmodium spp.
1 2X - - + 37,18 -
2 Ix - - + 39,86 -
3 4x - - + 39,41 -
4 3x - - + 39,62 -
5 Ix - + + 35,36 + Pf (Ct - 38,00)
6 3x - + + 37,73 -
7 3x - - + 39,64 -
8 4x - + - - -
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Srednja Ct vrednost za sedam ispitanika kod kojih je iskljucena malarija a koji
su bili pozitivni na skrining qPCR-u bila je 38,40 = 1,7 (35,36 - 39,86), Sto je znacajno
vise (P<0,03) od srednje Ct vrednosti na skrining qPCR-u za bolesnike sa malarijom od
25,64 £ 5,9 (16,97 - 39,47). Kod tri ispitanika (br. 2, 4, 7) Cr vrednost je bila ¢ak 1 >
39,6.

Sedam bolesnika ranije je imalo malariju; kod cetvoro se radilo o nedavno
leCenoj a kod troje o ranije leCenoj malariji. Kod jednog bolesnika (br. 5) malarija je

iskljuCena uprkos pozitivnim nalazima sva tri testa jer je klinicki bio zdrav (Tabela 17).

Tabela 17. Karakteristike osam ispitanika (sedam pozitivnih na skrining qPCR-u i
jedan samo na brzom testu) kod kojih je specijes-specificnim qPCR-om iskljuc¢ena
malarija

redni uputna vreme Od. terapija zavr§na
broj dijagnoza prethodne P izode p rethoc{n ¢ dijagnoza
malarije malariju

1 SPM 7 dana artesunat SPM

2 SPM, Leukocytosis 5 god * Obs**

3 SPM, St. febrilis 7 mes * SPM, St. febrilis

4 St. febrilis nije imao malariju / Influenza B

5 SPM 13 dana Coartem® SPM

6 SPM 30 dana kinin SPM

7 SPM, Malaria in obs 11 meseci * Virosis

8 SPM, Malaria in obs 9 dana Malarone® SPM, Mycoplasma

pneumoniae seropositiva

Skraéenice u tabeli: SPM - status post malariam; St. febrilis - status febrilis; Obs - observatio; *nedostaje
podatak; **zbog leukocitoze pred ugradnju stenta upucen na ispitivanje na malariju zbog boravka u E.
Gvineji pre 5 godina gde je imao malariju. Preporuceno dalje ispitivanje uzroka leukocitoze

Zavr$ne dijagnoze za 64 ispitanika kod kojih je malarija isklju¢ena prikazane su
u tabeli 18. Medu njima, 26 ispitanika je doslo s dijagnozom status post malariam, od
kojih je 14 na prijemu imalo tegobe, za koje je naknadno utvrdena druga etiologija.
Medu uzrocima bolesti ostalih 38 bolesnika dominirale su virusne respiratorne infekcije

gornjih disajnih puteva (n=7), crevne infekcije i bronhopneumonija (n=4).
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Tabela 18. ZavrSne dijagnoze kod 64 ispitanika kod kojih je malarija isklju¢ena

zavr$ne dijagnoze kod 64 ispitanika bez malarije br %

epidemioloski nadzor (ukljucujuci 10 SPM bez tegoba) 12 18,8

SPM (sa tegobama pri prijemu) * 7 10,9

SPM i druga bolest** 7 10,9

druga bolest 38 59,4
druga bolest

bez konacne dijagnoze
virusne respiratorne infekcije gornjih disajnih puteva
bronhopneumonija
crevne infekcije
nejasna febrilna stanja
urinarne infekcije
faringitis
sinuzitis
Stilova bolest
filarioza
borelioza
vaskulitis
furunkul na glavi

—_ = = = N NN W R Qo

Skracenice u tabeli: SPM - status post malariam; *tegobe u sklopu nedavno lecene malarije; **viroza

(n=2), 1 urinarna infekcija, 1 status febrilis, 1 coxarthrosis gravis, 1 bronhopneumonija, 1 Mycoplasma
pneumoniae

4.3.4. ANALIZA USPESNOSTI PRIMENJENIH METODA U
DIJAGNOSTICI MALARIJE

Tabela 19. Komparativna analiza performansi metoda primenjenih za dijagnostiku
malarije

mikroskopija* RDT** skrining specijes-specifi¢ni
(n=109) (n=97) qPCR (n=109) qPCR (n=53)
+ - + - + - + -
bolesnici sa
malarijom (n=45) 42 3 32 0 44 1 42 3
ispitanici bez
malarije (n=64) 0 64 3 62 7 57 1 7
osetljivost 93,3 100,0 97,8 93,3
specifi¢nost 100,0 95,4 89,1 87,5
PPV 100,0 91,4 86,3 97,7
NPV 95,5 100,0 98,3 70,0

Skraéenice u tabeli: *performanse za detekciju roda Plasmodium; **performanse za P. falciparum; PPV -
pozitivna prediktivna vrednost; NPV - negativna prediktivna vrednost
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U tabeli 19 prikazani su osetljivost, specifi¢nost, PPV i NPV svih primenjenih
metoda (izracunatih prema ukupnom broju bolesnika ispitanih odredenom metodom).
Osetljivost brzog testa bila je 100% a mikroskopije 1 specijes-specifiénog qPCR-a po
93,3%, pri ¢emu je osetljivost mikroskopije zasnovana samo na detekciji roda a ne 1 na

tacnosti u identifikaciji vrste roda Plasmodium.

Da bismo analizirali uspesnost primenjenih metoda, prvo je izvrSeno njihovo
medusobno poredenje, a zatim su njihovi rezultati uporedeni sa zavrSnom dijagnozom
malarije.
4.3.4.1. Rezultati poredenja metoda u dijagnostici malarije

Poredenjem mikroskopije sa skrining qPCR-om kod 109 ispitanika pokazano je
gotovo savrseno slaganje ove dve metode (£=0,83, P<0,001). Stvarno slaganje je 91,7%,

osetljivost 1 NPV su 100,0%, specifi¢nost 86,6% a PPV 82,4% (Tabela 20).

Tabela 20. Slaganje skrining qPCR-a sa rezultatima mikroskopije (n=109)

mikroskopija
.. poz neg z
skrining poz 4 9 51
gPCR neg 0 58 58
> 42 67 109

parametri slaganja rezultata mikroskopije

sa skrining gPCR
% 95% 1P
osetljivost 100,0 91,5-100
specifi¢nost 86,6 76,0 - 93,7
PPV 82,4 69,1-91,6
NPV 100,0 93,8 - 100
stvarno slaganje 91,7 /
kappa 0,83 0,73 -0,94
P za kappa <0,001 /

Skracenice u tabeli: PPV - pozitivna prediktivna vrednost; NPV - negativna prediktivna vrednost; IP -
interval poverenja
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Poredenje rezultata skrining qPCR-a i zavrSne dijagnoze malarije kod 109
ispitanika pokazalo je gotovo savrSeno slaganje (k=0,85, P<0,001), sa 92,7% stvarnog
slaganja. Osetljivost je bila 97,8%, specifi€nost 89,1%, PPV 86,3% 1 NPV 98,3%
(Tabela 21).

Tabela 21. Slaganje rezultata skrining qPCR-a sa zavrSnom dijagnozom malarije
(n=109)

zavrSna dijagnoza malarije

poz neg z

skrining poz 44 7 51

qPCR neg 1 57 58
) 45 64 109

parametri slaganja skrining ¢gPCR
sa zavr§nom dijagnozom malarije

% 95% IP
osetljivost 97,8 88,2-99,6
specifi¢nost 89,1 78,8 -95,5
PPV 86,3 73,7-943
NPV 98,3 90,7 - 99,7
stvarno slaganje 92,7 /
kappa 0,85 0,75-0,95
P za kappa <0,001 /

Skracenice u tabeli: PPV - pozitivna prediktivna vrednost; NPV - negativna prediktivna vrednost; IP -
interval poverenja

Poredenjem rezultata specijes-specificnog qPCR-a sa zavrSnom dijagnozom
malarije kod sva 53 bolesnika kod kojih je uraden specijes-specificni qPCR pokazano je
znatno slaganje (k=0,73, P<0,001), uz stvarno slaganje od 92,4%. Osetljivost je bila
93,3%, specificnost 87,5%, PPV 97,7% 1 NPV 70,0% (Tabela 22).

U dva slucaja mikroskopski mesanih infekcija (Pm + Pv, kona¢na vrsta Pm; Pf +
Pv, konacna vrsta Pv) vrste plazmodijuma analizirane su pojedinatno (Pm—Pm i
Pv—Pm odnosno Pf—Pv i Pv—Pv) u proceni slaganja rezultata mikroskopije i specijes-

specificnog qPCR-a za sve Cetiri vrste plazmodijuma.
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Tabela 22. Slaganje specijes-specificnog qPCR-a sa zavrSnom dijagnozom malarije
(n=53)

zavrSna dijagnoza malarije

specijes- poz neg z
specifi¢ni poz 42 1 43
qPCR neg 3 7 10

)y 45 8 53

parametri slaganja specijes-specificnog qPCR
sa zavr$nom dijagnozom malarije

% 95% IP

osetljivost 93,3 81,7 -98,5
specifi¢nost 87,5 47,4-979
PPV 97,7 87,7-99,6
NPV 70,0 34,8 -93,0
stvarno slaganje 92,4 /

kappa 0,73 0,49 - 0,98
P za kappa <0,001 /

Skracenice u tabeli: PPV - pozitivna prediktivna vrednost; NPV - negativna prediktivna vrednost; IP -
interval poverenja

Rezultati poredenja specijes-specificnog qPCR-a sa mikroskopijom za
identifikaciju vrsta Plasmodium spp. pokazuju znatno slaganje (k=0,62, P<0,001) ove
dve metode. Stvarno slaganje bilo je 76,4% (Tabela 23).

Tabela 23. Slaganje rezultata specijes-specificnog qPCR-a sa mikroskopijom za
identifikaciju vrsta Plasmodium spp. (n=55)

specijes-specifi¢ni gPCR

vrste Plasmodium spp. Pf Po Pm Pv neg py
Pf 29 0 0 1 0 30
Po 0 1 0 1 2 4

mikroskopsk
ident?iilkglzsiaa Pm 0 2 3 0 0 S
Vrsta Pv 0 1 1 2 1 5
neg 4 0 0 0 7 11
) 33 4 4 4 10 55

Skraéenice u tabeli: Pf - P. falciparum; Pv - P. vivax; Po - P. ovale; Pm - P. malariae

parametri slaganja specijes-specificnog qPCR-a sa
mikroskopskom identifikacijom vrste Plasmodium spp.

% 95% 1P
stvarno slaganje 76,4 /
kappa 0,62 0,46 - 0,78
P za kappa <0,001 /

Skraéenica u tabeli: IP - interval poverenja
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4.3.4.2. Rezultati poredenja metoda u dijagnostici malarije po vrstama roda
Plasmodium

4.3.4.2.a. Rezultati poredenja metoda za identifikaciju P. falciparum

Poredenjem rezultata P. falciparum-specificnog qPCR-a sa mikroskopskom
identifikacijom P. falciparum pokazano je gotovo savrSeno slaganje (k=0,82, P<0,001),
uz stvarno slaganje od 90,9% Osetljivost je bila 87,9%, specificnost 95,5%, PPV 96,7%
a NPV 84,0% (Tabela 24).

Tabela 24. Slaganje rezultata mikroskopske identifikacije P. falciparum sa P.
falciparum-specificnim qPCR-om (n=55)

P. falciparum-specifi¢ni gPCR

roskonsk poz neg z
DEErOS KOPPE 1 poz 30 1 31
identifikacija
P. falciparum neg 4 21 2

) 34 22 55

parametri slaganja P. falciparum-specificnog qPCR-a
sa mikroskopskom identifikacijom P. falciparum

% 95% IP

osetljivost 87,9 71,8 -96,5
specifi¢nost 95,5 77,1 -99,2
PPV 96,7 82,7-99,4
NPV 84,0 63,9-954
stvarno slaganje 90,9 /

kappa 0,82 0,66 - 0,97
P za kappa <0,001 /

Skracenice u tabeli: PPV - pozitivna prediktivna vrednost; NPV - negativna prediktivna vrednost; IP -
interval poverenja

Vrste plazmodijuma kod dve mikroskopski meSane infekcije analizirane su
pojedinac¢no u proceni slaganja mikroskopske identifikacije P. falciparum sa RDT za
identifikaciju P. falciparum. Rezultati poredenja mikroskopije sa brzim testom za
identifikaciju HRP2 antigena P. falciparum pokazuju gotovo savrSeno slaganje (k=0,84,
P=0,001). Stvarno slaganje je 92,9%, osetljivost 96,7%, specificnost 91,3%, PPV 82,9%
1 NPV 98,4% (Tabela 25).
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Tabela 25. Slaganje rezultata mikroskopske identifikacije P. falciparum sa brzim
testom za P. falciparum (n=99)

mikroskopija za detekciju P. falciparum

RDT za poz  n°g >
. . . poz 29 6 35

identifikaciju

P. falciparum neg ! 63 64
-Jaep s 30 69 99

parametri slaganja mikroskopske identifikacije P. falciparum

sa RDT za P. falciparum
% 95% IP
osetljivost 96,7 82,7-99.,4
specifi¢nost 91,3 82,0 -96,7
PPV 82,9 66,3 -93.4
NPV 98,4 91,6 - 99,7
stvarno slaganje 92,9 /
kappa 0,84 0,73 -0,95
P za kappa 0,001 /

Skracenice u tabeli: PPV - pozitivna prediktivna vrednost; NPV - negativna prediktivna vrednost; IP -
interval poverenja

Tabela 26. Rezultati poredenja specijes-specificnog qPCR-a za detekciju P. falciparum
sa brzim testom za identifikaciju HRP2 antigena P. falciparum (n=53)

P. falciparum-specifi¢ni gPCR

poz neg z

RDT za poz 33 2 35
P. falciparum neg 0 18 18
) 33 20 53

parametri slaganja P. falciparum-specificnog qPCR-a
sa RDT za P. falciparum

% 95% IP

osetljivost 100,0 89,3 -100,0
specifi¢nost 90,0 68,3 -98.5
PPV 943 80,8 -99,1
NPV 100,0 81,3 -100,0
stvarno slaganje 96,2 /
kappa 0,92 0,81-1,0
P za kappa 0,001 /

Skracenice u tabeli: PPV - pozitivna prediktivna vrednost; NPV - negativna prediktivna vrednost; IP -
interval poverenja
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Rezultati poredenja P. falciparum-specificnog qPCR-a sa brzim testom za
identifikaciju HRP2 antigena P. falciparum kod 53 bolesnika pokazuju gotovo savr§eno
slaganje (k=0,92, P=0,001). Stvarno slaganje je 96,2%, osetljivost i NPV su po 100,0%,
specifi¢nost 90,0% 1 PPV 94,3% (Tabela 26).

4.3.4.2.b. Rezultati poredenja metoda za identifikaciju P. vivax

Poredenjem P. vivax-specificnog qPCR-a sa mikroskopskom identifikacijom P.
vivax pokazano je umereno slaganje (k~=0,40, P=0,003). Stvarno slaganje je 90,9%, dok
su osetljivost 50,0%, specifi¢nost 94,1%, PPV 40,0% 1 NPV 96,0% (Tabela 27).

Tabela 27. Rezultati poredenja P. vivax-specificnog qPCR-a sa mikroskopskom
identifikacijom P. vivax (n=55)

P. vivax-specifi¢ni gPCR

) poz neg z
mikroskopska
. . . poz 2 3 5
identifikacija
P. vivax neg 2 48 50
) 4 51 55

parametri slaganja P. vivax-specificnog qPCR-a
sa mikroskopskom identifikacijom P. vivax

% 95% IP
osetljivost 50,0 8,3-91,7
specifi¢nost 94,1 83,7 - 98,7
PPV 40,0 6,5 - 84,6
NPV 96,0 86,2 -9.4
stvarno slaganje 90,9 /
kappa 0,40 -0,03 - 0,82
P za kappa 0,003 /

Skracenice u tabeli: PPV - pozitivna prediktivna vrednost; NPV - negativna prediktivna vrednost; IP -

interval poverenja
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4.3.4.2.c. Rezultati poredenja metoda za identifikaciju P. ovale

Rezultati poredenja P. ovale-specificnog qPCR-a sa mikroskopskom
identifikacijom P. ovale pokazuju neznatno slaganje (k=0,19, P=0,156) ove dve metode.
Stvarno slaganje je 89,1%, ali su osetljivost i PPV niski 1 iznose 25,0%, dok su

specificnost i NPV po 94,1% (Tabela 28).

Tabela 28. Rezultati poredenja P. ovale-specificnog qPCR-a sa mikroskopskom
identifikacijom P. ovale (n=55)

P. ovale-specifi¢ni gPCR

) poz neg z
mikroskopska
. . . poz 1 3 4
identifikacija
P. ovale neg 3 48 51
z 4 51 55

parametri slaganja P. ovale-specificnog qPCR-a
sa mikroskopskom identifikacijom P. ovale

% 95% IP
osetljivost 25,0 4,1 -79,7
specifi¢nost 94,1 83,7 -98.7
PPV 25,0 4,1-179,7
NPV 94,1 83,7-98,7
stvarno slaganje 89,1 /
kappa 0,19 od -0,26 - 0,61
P za kappa 0,156 /

Skracenice u tabeli: PPV - pozitivna prediktivna vrednost; NPV - negativna prediktivna vrednost; IP -
interval poverenja

4.3.4.2.d. Rezultati poredenja metoda za identifikaciju P. malariae
Poredenjem P. malariae-specificnog qPCR-a sa mikroskopskom identifikacijom

P. malariae pokazano je znatno slaganje (k=0,64, P<0,001). Stvarno slaganje je 94,6%,
osetljivost 75,0%, specifi¢nost 96,1%, PPV 60,0% i NPV 98,0% (Tabela 29).
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Tabela 29. Rezultati poredenja P. malariae-specificnog qPCR-a sa mikroskopskom
identifikacijom P. malariae (n=55)

P. malariae-specifi¢ni gPCR

mikroskopija poz neg z
za poz 3 2 5
identifikaciju neg 1 49 50
P. malariae 3 4 51 55

parametri slaganja P. malariae-specificnog qPCR-a
sa mikroskopskom identifikacijom P. malariae

% 95% 1P
osetljivost 75,0 20,3-95.9
specifi¢nost 96,1 86,5 -99.4
PPV 60,0 15,4-93,5
NPV 98,0 89,3-99,7
stvarno slaganje 94,6 /
kappa 0,64 0,26 - 1,02
P za kappa <0,001 /

Skracenice u tabeli: PPV - pozitivna prediktivna vrednost; NPV - negativna prediktivna vrednost; IP -
interval poverenja

4.4. UPOREDNA ANALIZA TRAJANJA PARAZITEMIJE 1 DNK-
nemije

Kinetika DNK pracena je skrining qPCR-om, ispitivanjem uzastopnih uzoraka
bolesnika koji su bili pozitivni na mikroskopiji 1/ili skrining qPCR-u. Ukupno je
ispitano 322 uzorka od 45 bolesnika sa malarijom (srednji broj uzoraka po bolesniku

7,15).

U tabeli 30 dat je uporedni prikaz duzine trajanja parazitemije (u danima)
detektovane mikroskopski i duzine registrovanja DNK plazmodijuma (DNK-nemije)
detektovane skrining qPCR-om kod svih 45 bolesnika sa dijagnostikovanom malarijom.
Maksimalno trajanje parazitemije bilo je 5 dana a DNK-nemije > 28 dana, oba u slu¢aju
infekcije sa P. falciparum. Srednje trajanje parazitemije bilo je 2,2 = 1,2 (0 - 7), a DNK-
nemije 7,9 +£ 6,5 (0 - 28), pokazujudi statisticki visoko znacajno duzu DNK-nemiju

(P<0,001).
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Duze trajanje DNK-nemije u odnosu na parazitemiju bilo je posebno upadljivo u
slucaju infekcije P. falciparum-om, gde je srednje trajanje parazitemije bilo 1,9 dana a
DNK-nemije 9,2 dana (P<0,001). Kod ostalih vrsta roda Plasmodium nije bilo
statisticki znacajnih razlika (P>0,05) u trajanju parazitemije i DNK-nemije; tako je npr
u slucaju infekcije P. vivax-om mikroskopski detektabilna parazitemija trajala 2,3 dana
a DNK-nemija Cetiri dana. Parazitemija P. ovale trajala je tri dana a DNK-nemija 3,8

dana, dok je parazitemija za P. malariae trajala 4 dana a DNK-nemija 8,3 dana.

Tabela 30. Trajanje parazitemije i DNK-nemije (u danima) kod 45 bolesnika sa
malarijom

P. falciparum P. vivax P. ovale P. malariae P
(n=32)* (n=4) (n=6) (n=3) (n=45)
X+ SD X+ SD X+ SD X+ SD X+ SD
(raspon) (raspon) (raspon) (raspon) (raspon)
parazitemija 1,9+1,0 2,3+0,5 3,0+£0,6 4,0+2,7 22+1.2
(0-5) () (3) (2-3) (0-5)
DNK-nemija 92+72 40+£14 3.8+1 83+25 7,9+6,5
(0-28) (3-06) (3-95 (6-11) (0-28)
P <0,001 0,059 0,111 0,109 <0,001

Skracenice u tabeli: X - srednja vrednost; SD - standardna devijacija; *29 mikroskopski pozitivnih i 3 ex
iuvantibus

Trajanje parazitemije i DNK-nemije kod 45 bolesnika sa dijagnostikovanom

malarijom prikazano je pojedinacno po bolesniku na grafikonu 4.
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Grafikon 4. Uporedno trajanje parazitemije 1 DNK-nemije izraZzeno u danima za 45
bolesnika sa malarijom pojedinacno po bolesniku

Na grafikonu 5 (A - D) uporedo je prikazano trajanje parazitemije i DNK-nemije
pojedinacno po bolesnicima inficiranim pojedinim vrstama plazmodijuma. Na grafikonu
5A prikazano je uporedno trajanje parazitemije 1 DNK-nemije za 32 bolesnika sa P.
falciparum malarijom. Medu njima su 1 tri bolesnika sa SMM, od kojih kod jednog nije
detektovana parazitska DNK dok se kod druga dva bolesnika DNK-nemija odrzavala 8
odnosno 5 dana. Maksimalno trajanje DNK-nemije od 28 dana zabelezeno je kod dva
bolesnika, od kojih je jedan imao i gametocite. Parazitemija je kod sva cetiri bolesnika
sa P. vivax malarijom trajala 2 dana, dok je DNK-nemija trajala duze (3 - 6 dana). Kod
Sest bolesnika sa P. ovale malarijom parazitemija je trajala 3 dana, a DNK-nemija isto
ili duze (raspon 3 - 5 dana). DNK-nemija kod tri bolesnika sa P. malariae infekcijom
moze biti i duza jer je DNK kod sva tri bolesnika detektovana i u poslednjem

raspolozivom uzorku.
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Tabela 31. Cr vrednosti na skrining qPCR-u po danima za 45 bolesnika sa potvrdenom

malarijom

) dani 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 16 17 19 23 24 28
g

= Spp- Cr Cr Cr Cr Cr Cr Cr Cr Cr Cr Cr Cr Cr Cr Cr Cr Cr Cr Cr Cr

1 pr 2181 | 2115 | 2661 | 3331 34,50 35,14 36,21

2 pr | 3037

3 Pf neg

4 pr 2854 | 3785 | 3082 39,62

5 pr 2500 | 2816 | 3194 | 3608 | 3857 neg

6 pr 1827 | 2448 | 2886 | 3101 30,88 33,84 36,05 38.10 36,57
7 Py 36,84

] pr | 30,63 19,98 35,75

9 Po 2471 | 2856 | 3229 38,01 neg neg neg neg

10 pr | 21,06 | 2046 | 2844 | 3251 | 3736 | 3738 | 3652 neg

11 pr | 2298 | 2389 | 3302 | 3673 | 3617 neg neg neg

12 Pr 19,13 -

13 Pf 1697 | 1760 | 2309 | 2808 | 2895 | 3049 | 31,82 | 3182 | 2970 B3.72

14% Py 2197 | 2044 38,13

15% pr | 2314 | 2043 | 3016 | 3050 | 30,70 3342 | 3488 38,51 neg neg

16 pr 1944 | 2449 | 2902 | 3004 | 3026 30,13

17 Pf 18,12 | 2052 | 2289 | 2230 | 21,10 | 2238 | 2369 32,11 28,94 3069 | 3431 35,68 37,36
18 Pm | 2137 | 22,69 28,46 31,26 36,24

19 pf 2110 | 2147 | 2831 | 3219 | 3243 33,65 36,02

20 pr 1832 | 2199 | 2728 | 2995 | 3045 35.26

21 Pm 2537 | 3090 | 3646 38,86

22 Pr 2394 | 3437 | 33535 36,18 37,59 39,60

23 P 2317 | 2021 | 3243 34,67 35,57

24 Po 2574 | 2590 | 27,27 neg neg

25 Po 23,75 26,26 35,26 neg neg neg
26% pr | 21,60 | 1945 | 2149 | 2823 | 3064 | 3203 3538 36,26

27 Po 2180 | 2299 | 2680 | 3067 | 33.63 neg

28 Pm | 3043 | 278 | 3022 37,77 neg

29 Po 2883 | 3051 | 3240 | 39,00 neg

30 pr | 3579 3639 36,11 37,98

31 pr | 2253 | 2615 | 3076 | 3376 | 3377

32 Po 28,94 35,08 neg

33 pr 3812 | 3923 39,70 neg

34 pr | 2294 | 2540 | 3264 36,25 38,47
35% pr | 3947 | 2583 29,60 32,96

36 pr | 2245 | 2647 3623 | 37.95 38,76

37 pr | 3684 | 2801 | 3864 | neg

38 pr 3075 | 3423 | 3784 neg

39 Pf 2360 | 2563 | 3051 | 3481 | 3603 37.45 37,08
40 pr 2306 | 2505 | 3215 | 3587 | 37,16

41 Py 2992 | 2973 | 3800 neg neg

42 Pr 2460 | 2664 | 2856 | 3235 | 3040 34,18

43 pf | 3619 | 39,65 30,98

44 pr | 2800 | 3864 39,47

45 Py 2068 | 27.89 | 3237

Skraéenice u tabeli: spp. (species): vrsta Plasmodiuma-a; Pf - P. falciparum; Pv - P. vivax; Po - P. ovale;
Pm - P. malariae; *bolesnici kod kojih je zabelezen skok DNK-nemije 2. dana ispitivanja; **usledio

smrtni ishod

71




Rezultati

U tabeli 31 prikazane su Cr vrednosti na skrining qPCR-u po danima za 45
bolesnika sa potvrdenom malarijom. Kod cetiri bolesnika (tri sa P. falciparum

malarijom i jedan sa P. vivax) zabelezen je skok DNK-nemije drugog dana.

4.4.1. KVANTIFIKACIJA PARAZITEMIJE I KORELACIJA PARAZITEMIJE
MERENE MIKROSKOPIJOM I SKRINING qPCR-om

Rezultati Cp vrednosti uzoraka P. falciparum (sa numericki definisanim
mikroskopskim nalazom) pozitivnih na skrining qPCR-u, poredeni su sa nivoom
parazitemije koja je dobijena mikroskopijom. Izmedu ove dve metode pokazana je niska

korelacija (Pirsonov koeficijent korelacije r=-0,442, p=0,009, r’=0,195) (Grafikon 6).
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Grafikon 6. Korelacija izmedu nivoa parazitemije mikroskopijom izraZene brojem
par/uL i Cyvrednosti dobijene skrining qPCR-om
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4.4.2. DINAMIKA PARAZITEMIJE P. falciparum U TOKU ANTIMALARICNE
TERAPIJE

Terapijski pristup je zavisio od vrste, porekla i1 stadijuma Plasmodium spp.,
nivoa parazitemije, kao i uzrasta bolesnika 1 klinickog toka malarije. Vecina bolesnika
sa P. falciparum malarijom leCena je artemizininskim preparatima, dok je za lecenje
komplikovane P. falciparum malarije ordinirana intravenska primena kinina.
Standardan tretman P. vivax malarije ukljucivao je hlorokvin, prac¢en terminalnom

terapijom primakvinom.

Kod Sest bolesnika mikroskopska parazitemija je registrovana duze od 2 dana i
definisana je numericki. Otuda je kod tih bolesnika, tj. na njihovim uzastopnim
uzorcima (n=46), bila moguca analiza parazitemije u toku i nakon antimalari¢ne terapije
(Grafikon 7). Primenjena antimalaricna terapija, nivo 1 trajanje parazitemije
mikroskopski 1 skrining qPCR-om prikazani su u tabeli 32. I mikroskopski 1 skrining
gPCR-om je zapazeno naglo opadanje parazitemije po zapocinjanju tretmana. lako je
parazitska DNK detektovana duze od mikroskopske parazitemije, uocljiv je slican pad
obe krive. Srednja Cr vrednost za Sest bolesnika dobijena prvog dana mikroskopski
nedetektabilne parazitemije bila je 32,07 + 1,28, a kretala se u rasponu od 28,08 do
35,35.
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Grafikon 7. Nivo parazitemije (broj par/uL) odreden mikroskopijom i qPCR-om kod
bolesnika sa P. falciparum infekcijom u toku i nakon antimalari¢ne terapije pojedinacno

po bolesniku (ilustrativni primeri)
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Tabela 32. Nivo i trajanje parazitemije u odnosu na primenjenu terapiju kod bolesnika
sa P. falciparum malarijom (ilustrativni primeri)

< parazitemija parazitemija duZina duZina

§ terapija (br. par/ul) (br. par/ul) mikroskopske parazitemije

% mikroskopija qPCR parazitemije skrining gPCR-

= (dan 0) (dan 0) (u danima) om (u danima)
artemetar,

1 meflokin i 70.000 18.085 3 16*
doksiciklin

2 | meflokin 20.000 31.741 2 6
artemetar,

3 meflokin i 225.000 682.144 2 18*
doksiciklin
Coartem® i

| doksiciklin 10.000 3.660 2 9%
artemetar,

S| meflokin i 62.500 6.521 2 8
doksiciklin
artemetar,

6 | Coartem® i 90.000 4.723 3 27
doksiciklin

Skracenice u tabeli: * skrining qPCR bio pozitivan i u poslednjem raspolozivom uzorku

4.5. KLINICKO-EPIDEMIOLOSKE KARAKTERISTIKE
BOLESNIKA SA MALARIJOM

U narednom delu prikazana je analiza epidemioloskih i klini¢kih karakteristika
bolesnika sa malarijom (n=45) u odnosu na one kod kojih je malarija isklju¢ena (n=64)

koji su u ovoj analizi posluZili kao kontrolna grupa.

4.5.1. DEMOGRAFSKE I EPIDEMIOLOSKE KARAKTERISTIKE
BOLESNIKA SA MALARIJOM

U grupi bolesnika sa malarijom muski pol je bio apsolutno dominantan (n=43,
95,6%), 1 znacajno vise zastupljen nego u kontrolnoj grupi (P=0,011). Srednja Zivotna
dob je kod malari¢nih bolesnika iznosila 50,0 + 11,8 (23 - 70) godina, a u kontrolnoj
grupi 44,9 £ 16,0 (4 - 80), Sto se medusobno nije statisti¢ki razlikovalo (P=0,069).
Vecinu bolesnika u obe grupe ¢inili su drzavljani Srbije bez znacajne razlike izmedu
grupa (P=0,287) i to radno sposobno stanovnistvo (> 20 godina starosti) (n=45, 100%
prema n=63, 98,4%) gde takode nije nadena znacajna razlika izmedu grupa (P=0,587).

Medutim, iako su i bolesnici (n=21, 46,7%) 1 ispitanici u kontrolnoj grupi (n=17,
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26,6%) bili najcesce starosti od 50 do 59 godina, ova starosna grupa bila je znacajno
zastupljenija kod malari¢ara (P=0,030). lako je u obe grupe posao bio glavni razlog
putovanja (n=43, 95,6% prema n=48, 75,0%), u grupi malari¢nih bolesnika ovo je bio
znacajno ucestaliji razlog boravka u malaricnom podrucju nego u kontrolnoj grupi
(P=0,003). Vecinom se radilo o gradevinskim radnicima na poslovima izgradnje puteva
1 stambenih objekata u africkim zemljama (n=36, 80,0% prema n=35, 54,7%) §to je u
kategoriji malari¢nih bolesnika bio zastupljeniji razlog poslovnog boravka u endemskim
podrucjima (P=0,006). Najveci broj ispitanika u obe grupe boravio je duze od 6 meseci
u endemskim podru¢jima za malariju (n=37, 82,2% prema n=40, 62,5%) ali je duzi
boravak znacajno ucestaliji bio medu malaricnim bolesnicima (P=0,026) (Tabela 33);
medu njima je skoro polovina (n=19, 42,2%) boravila u endemskim podrucjima cak

duze od 2 godine.

Nije bilo razlike izmedu grupa u pogledu koriS¢enja antimalari¢ne profilakse
(P=0,565); nijedan bolesnik nije redovno koristio antimalariénu profilaksu, a u
kontrolnoj grupi su je redovno koristila svega dva (3,1%) ispitanika. Grupa bolesnika sa
malarijom se razlikovala od kontrolne grupe po ucestalosti ranijih epizoda malarije;
medu bolesnicima, ranije epizode malarije imalo je 86,7%, a u kontrolnoj grupi 51,6%

ispitanika (P<0,001) (Tabela 33).

Afrika je bila najposeceniji kontinent u obe grupe ispitanika (n=43, 95,6% prema
n=56, 87,5%, P=0,135), i to posebno zemlje centralne Afrike, ali je u grupi malari¢nih
bolesnika ovo bila znacajno ucestalija destinacija (P=0,026) (Tabela 33). Podatak da je
centralna Afrika najposeceniji region odgovara Cinjenici da je u obe grupe putnika E.
Gvingja, centralno africka zemlja, bila najposeéenija zemlja (n=21, 46,7% prema n=17,
26,6%) ali u kojoj su znacajno ceS¢e boravili oboleli od malarije nego ispitanici iz

kontrolne grupe (P=0,030).
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Tabela 33. Demografske 1 epidemioloske karakteristike 45 bolesnika sa malarijom u
odnosu na 64 ispitanika kod kojih je malarija iskljuc¢ena (kontrolna grupa)

bolesnici sa malarijom  kontrolna grupa

(n=45) (n=64) P
karakteristike br (%) br (%)
muskarci 43 (95,6) 50 (78,1) 0,011
srednja Zivotna dob + SD u god 50,0+ 11,8 449 £ 16,0 0.069
(raspon) (23 -70) (4 - 80) ’
starosna dobna grupa (u god)
<10 0 (0) 1(1,6)
10-19 0 (0) 0(0) 0,587
20-29 3(6,7) 11(17,2)
30-39 6 (13,3) 16 (25,0)
40 - 49 8(17,8) 8 (12,9)
50-59 21 (46,7) 17 (26,6) 0,030
> 60 7 (15,6) 11(17,2)
zemlja porekla ispitanika
Srbija 40 (88,9) 60 (93,8)
region unutar Srbije
Beograd 22 (48,9) 47 (73,4) 0.287
ostali deo Centralne Srbije 14 (31,1) 11(17,2)
Vojvodina 4(8,9) 2(3,1)
druge zemlje* 5(11,1) 4 (6,2)
razlog putovanja u malari¢no
podrudje
posao 43 (95,6) 48 (75,0) 0.003
ostalo 2 (4,4) 16 (25,0) ’
zanimanje
osoblje avio kompanija 2 (4,4) 4(6,2)
gradevinska zanimanja 36 (80,0) 35 (54,7) 0,006
ostalo 7 (15,6) 25 (39,1)
duZina boravka
<3 ned 1(2,2) 7 (10,9)
3 ned - 6 mes 7 (15,6) 15 (23.5)
> 6 mes 37 (82,2) 40 (62,5) 0,026
Zivi tamo 0 (0) 2(3,1)
antimalari¢na pofilaksa
da, redovno 0(0) 2 (3.1
da, neredovno 2 (4,4) 1(1,6) 0.565
alternativna profilaksa 1(2,2) 2(3,1) ’
ne 42 (93,4) 59 (92,2)
prethodne epizode malarije
da 39 (86,7) 33 (51,6) <0,001
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bolesnici sa malarijom kontrolna grupa P
(n=45) (n=64)
karakteristike br (%) br (%)
MESTO PUTOVANJA
kontinent
Afrika 43 (95,6) 56 (87,5) 0,135
Azija 2 (4,4) 6(9,3)
Evropa 0(0) 1(1,6)
J. Amerika 0 (0) 1(1,6)
region
centralna Afrika 29 (64,5) 28 (43,7) 0,026
istocna Afrika 2(4,4) 9 (14,0)
zapadna Afrika 12 (26,7) 18 (28,1)
isto¢na i zapadna Afrika 0 (0) 1(1,6)
juzna Azija 1(2,2) 2(3,1)
jugoistocna Azija 0 (0) 34,7)
juzna i jugoistocna Azija 1(2,2) 1(1,6)
Juzna Amerika 0 (0) 1(1,6)
Evropa 0 (0) 1(1,6)

Skraéenice u tabeli: SD - standardna devijacija; *Crna Gora, Republika Srpska (BiH), Engleska, Italija,

Kina, SAD, Uganda

Iz E. Gvineje importovane su sve cetiri vrste plazmodijuma, najvise P.

falciparum (n=13), svih Sest infekcija P. ovale kao 1 po jedna infekcija P. vivax 1 P.

malariae (Tabela 34, Slika 4).

Tabela 34. Geografsko poreklo 45 importovanih Plasmodium spp. infekcija

kontinent P. falciparum  P.vivax P.ovale P. malariae Py
Afrika 31 3 6 3 43 (95,6%)
Azija 1 1 0 0 2 (4,4%)
poseéene zemlje
Angola 4 0 0 0 4
E. Gvineja 13 1 6 1 21
Etiopija 0 2 0 0 2
Gabon 3 0 0 0 3
Gana 2 0 0 0 2
Kongo 1 0 0 0 1
Nigerija 7 0 0 2 9
Sijera Leone 1 0 0 0 1
vise azijskih 1* 1** 0 0 2
Py 32 4 6 3 45

Skraéenice u tabeli: *Indija + Tajland; **Indija + Pakistan
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Slika 4. Geografsko poreklo 45 importovanih vrsta roda Plasmodium

4.5.2. KLINICKO-LABORATORIJSKE KARAKTERISTIKE BOLESNIKA SA
MALARIJOM

Svih 45 bolesnika sa potvrdenom malarijom je imalo karakteristiénu klinicku
sliku ove bolesti. Kod tri (6,7%) bolesnika tegobe su zapocele pre povratka u zemlju,
dok su tegobe kod najveceg broja obolelih zapocele u toku prve (n=18, 40,0%) i druge
nedelje (n=10, 22,2%) po dolasku u zemlju. Medutim, kod osam bolesnika tegobe su
zapocele tek izmedu 2 meseca i godinu dana po povratku (Tabela 35); u svim ovim
slu¢ajevima se radilo o bolesnicima sa ne-falciparum malarijom. Srednje vreme
javljanja tegoba kod bolesnika sa dijagnostikovanom P. falciparum infekcijom bilo je
7,8 £ 6,9 (1 - 30) dana, kod P. vivax 61,0 = 99,7 (15 - 210), kod P. ovale 165,0 + 113,1
(72 - 365) a kod P. malariae 42,7 + 67,0 (2 - 120) dana.

U kontrolnoj grupi kod 18 (34,6%) bolesnika tegobe su zapocele pre povratka u
zemlju, kod 10 (19,2%) bolesnika tegobe su pocele u toku prve nedelje, a kod pet
(9,6%) u toku druge nedelje po dolasku u zemlju. Kod Cetiri (7,7%) bolesnika tegobe su

se javile nakon godinu dana po povratku (Tabela 35). Odsustvo tegoba iskljucivalo je
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malariju (P<0,001). Udruzenost malarije sa hroni¢nim bolestima zabelezena je kod
26,7% bolesnika dok su hroni¢ne bolesti u kontrolnoj grupi bile zastupljene sa 12,5%,
Sto se medusobno nije statisticki razlikovalo (P=0,060). Svi bolesnici sa malarijom
leCeni su hospitalno, a hospitalizacija je prosecno trajala 12,0 = 11,2 (1 - 85) dana

(Tabela 35).

Interesantno je da su se u obe kategorije tegobe javile kod vecine ispitanika u
prvih mesec dana po povratku (n=37/45, 82,2% prema n=40/52, 76,9%), bez znaCajne
razlike izmedu grupa (P=0,522). Za one koji su ve¢ dosli u zemlju bolesni ispostavilo se
da su cesc¢e bili oboleli od drugih bolesti nego od malarije (P<0,001), dok se malarija

najcesce javljala prvih 7 dana po povratku u zemlju (P=0,004).

Srednje vreme od pojave tegoba do javljanja na pregled bilo je za obolele od
malarije 4,8 + 4,4 (0 - 20) prema 5,5 + 10,4 (0 - 60) dana za putnike sa tegobama iz
kategorije kod kojih je malarija iskljucena, $to znaci da su se malari¢ni bolesnici javljali

na pregled znacajno ranije (P=0,033) (Tabela 35).

Trinaest (28,3%) malari¢nih bolesnika je u vreme javljanja na pregled zapocelo
terapiju antimalaricima, 1 to samoinicijativno (n=12) ili u drugoj zdravstvenoj ustanovi
(n=1) §to je bilo znacajno ces¢e (P=0,004) nego u kategoriji ispitanika kod kojih je
malarija iskljucena, gde je pet (7,8%) bolesnika samoinicijativno zapocelo terapiju

antimalaricima.

Svih 45 (100%) bolesnika sa malarijom bili su febrilni. Jezu i drhtavicu imalo je
42 (93,3%) bolesnika, mijalgije 32 (71,1%), malaksalost 28 (62,2%) a glavobolju 21
(46,7%) bolesnik. Hepatomegalija je evidentirana kod 27 (60,0%) bolesnika i
splenomegalija kod 25 (55,6) medu kojima je kombinovanu hepatosplenomegaliju

imalo 20 (44,4%) bolesnika (Tabela 36).
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Tabela 35. Anamnesticki podaci vezani za malariju za grupu bolesnika sa malarijom u
odnosu na ispitanike kod kojih je malarija iskljucena (kontrolna grupa)

bolesnici sa kontrolna
malarijom grupa
(n=45) (n=64)
Karakteristike br (%) br (%) P
kriterijumi za dijagnostiku malarije
epidemioloski nadzor 0 (0,0) 12 (18,7) <0.001
klinicka bolest 45 (100,0) 52 (81,3) ’
prethodna terapija antimalaricima 13 (28,3) 5(7.,8) 0,004
hronic¢ne bolesti 12 (26,7) 8 (12,5) 0,060
vreme od dolaska u zemlju do pojave _ _
tegoba, intervalno (n=43) (n=32) 0,522%
dosao bolestan 3(6,7) 18 (34,6) <0,001
1 -7 dana 18 (40,0) 10 (19,2) 0,004
8 - 14 dana 10 (22,2) 5(9,6) 0,087
15d-1mes 6 (13,3) 7 (13,5) 0,612
1 - 2 mes 0 (0) 3 (5,8) 0,150
2 mes - 1 god 8 (17,8) 5(9,6) 0,240
duze od 1 god 0 (0) 4(7,7) 0,078
vreme od pojave tegoba do javljanja 4,8 +4.4 5,5+ 10,4
na pregled u danima 0,033
[X & SD (raspon)] (0-20) (0 - 60)
hospitalizacija 45 (100,0) 18 (28,1) <0,001

Skradenice u tabeli: X - srednja vrednost; SD - standardna devijacija; * pojava tegoba u prvih mesec dana

Statisticka analiza klinickih manifestacija pokazala je da su u kategoriji
bolesnika sa dokazanom malarijom u odnosu na one kod kojih je malarija iskljucena
statisticki znaCajnije zastupljene varijable: febrilnost, jeza/drhtavica, mijalgije,
artralgije, splenomegalija, hepatomegalija, splenohepatomegalija, Zutica, tamna
mokraca 1 oskudno mokrenje. Nasuprot tome, ucestalost varijabli glavobolja,
malaksalost, muka/povraéanje, pad apetita, abdominalni bol, dijareja, gubitak telesne
tezine, dizuricne tegobe, konfuznost, tezak poremecaj svesti, koZzne promene,
limfadenopatija, konjunktivitis, hiperemi¢na gusa, dispneja 1 pneumonija, nije se
statisticki znacajno razlikovala izmedu ove dve grupe ispitanika (Tabela 36).

Bilo je Sest teskih slucajeva malarije, 1 svi su bili izazvani P. falciparum-om
(13,3% od svih slucajeva malarije, odnosno 18,8% slucajeva P. falciparum infekcije).
Jedan bolesnik razvio je insuficijenciju bubrega i cerebralnu malariju $to je za posledicu
imalo letalni ishod (2,2% od svih sluCajeva malarije, odnosno 3,1% sluCajeva P.
falciparum 1infekcije). Kod ostalih bolesnika komplikacije su uspe$no terapijski

razreSene. Dva bolesnika imala su diseminovanu intravaskularnu koagulaciju, a po

81



Rezultati

jedan renalnu insuficijenciju, cerebralnu malariju i hemoliti¢ku anemiju. Teska malarija
nije uvek korelirala sa nivoom parazitemije; tako je npr jedan bolesnik imao
parazitemiju od 4,5%, drugi od 2%, dok je kod svih ostalih parazitemija bila ispod
0,7%.

Tabela 36. Klinicke karakteristike 45 bolesnika sa potvrdenom malarijom u odnosu na
52 ispitanika sa tegobama iz kontrolne grupe kod kojih je malarija iskljucena

bolesnici sa kontrolna
malarijom grupa
(n=45) (n=52)
karakteristike br (%) br (%) P
KLINICKA SLIKA
febrilnost 45 (100,0) 38 (73,1) <0,001
jeza/drhtavica 42 (93,3) 12 (23,1) <0,001
glavobolja 21 (46,7) 19 (36,5) 0,312
malaksalost 28 (62,2) 26 (50,0) 0,226
mijalgije 32 (71,1) 13 (25,0) <0,001
artralgije 25 (55,6) 15 (28,8) 0,007
muka/povracanje 13 (28,9) 9(17,3) 0,174
pad apetita 5(11,1) 5(9,6) 0,534
abdominalni bol 8 (17,8) 7 (13,5) 0,560
dijareja 10 (22,2) 10 (19,2) 0,718
gubitak telesne tezine 1(2,2) 2 (3,8) 0,554
splenomegalija 25 (55,6) 1(1,9) <0,001
hepatomegalija 27 (60,0) 6 (11,5) <0,001
splenohepatomegalija 20 (44,4) 1(1,9) <0,001
Zutica 9 (20,0) 0(0) <0,001
dizuric¢ne tegobe 4(8,9) 5(9,6) 0,592
tamna mokraca 16 (35,6) 2(3,8) <0,001
oskudno mokrenje 6 (13,3) 0(0) 0,008
konfuznost 3(6,7) 0(0) 0,096
tezak poremecaj svesti 2(4,4) 0(0) 0,213
kozne promene 7 (15,6) 4(7,7) 0,224
limfadenopatija 2(4,4) 3 (5,8) 0,569
konjunktivitis 1(2,2) 1(1,9) 0,715
hiperemi¢na gusa 7 (15,6) 14 (26,9) 0,175
dispneja 17 (37,8) 16 (30,8) 0,467
pneumonija 6 (13,3) 5(9,6) 0,566

Skraéenice u tabeli: P<0,05 statisticki znacajno

U hematoloskim nalazima kod 28 (62,2%) bolesnika zabelezen je pad Er, kod 16
(35,6%) pad Hgb, dok je kod apsolutne veéine (n=40, 88,9%) zabelezena
trombocitopenija. Porast LDH imalo je 35 (77,8%) bolesnika. Kod malari¢nih bolesnika

su se znacajno (P<0,05) ceSc¢e zapazali hemoglobinemija, eritrocitopenija, leukopenija i
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.....

(P<0,001) (Tabela 37).

Tabela 37. Osnovne laboratorijske karakteristike 45 bolesnika sa malarijom u odnosu
na ispitanike sa tegobama (n=49) iz kontrolne grupe kod kojih je malarija isklju¢ena

bolesnici sa malarijom kontrolna grupa

(n=45) (n=49)*
hematoloSke analize x = SD (raspon) X = SD (raspon) P
Hgb 133,8 £ 23,6 (79 - 180) 141,5+£ 18,3 (84 - 189) 0,079
Er 43+0,7(2,6-57x10") 4,6+0,6(2,9-6,3) 0,082
Le 6,0 +4,0(2,5-18,9 x 10%) 85+4,6(12,4-214) 0,005
Tr 86,0 + 46,7 (11 - 194 x 10%) 223.9+77,7 (91 - 520) <0,001
LDH 749,4 +£439,7 (351 -2877)  484,4+262,1 (289-1373) 0,020

br (%) br (%) P
hemoglobinemija 16 (35,6) 7/49 (14,3) 0,017
eritrocitopenija 28 (62,2) 20/49 (40,8) 0,038
leukopenija 16 (35,6) 6/49 (12,2) 0,007
trombocitopenija 40 (88,9) 7/48 (14,6) <0,001
TLDH 35(77,8) 9/18 (50) 0,030

Skraéenice u tabeli: *Nisu dostupni podaci za svih 52 bolesnika sa tegobama kod kojih je iskljucena
malarija; X - srednja vrednost; SD - standardna devijacija; Hgb - hemoglobin; Er - eritrociti; Le -
leukociti; Tr - trombociti; Referentne vrednosti: Hgb: < 120 za zene, 130 g/L za muskarce; Er: < 4,2 za
Zene, 4,5 x10'*/L za muskarce, Le: < 4x10°/L; Tr: < 150x10°/L; LDH: >460 U/L

4.5.3. RELAPSI I REKRUDESCENCIJE MALARIJE

Od 45 bolesnika sa dijagnostikovanom malarijom kod 38 bolesnika radilo se o
inicijalnoj infekciji. U tri slucaja zabelezen je relaps a kod cetiri bolesnika radilo se o
rekrudescenciji vrste P. falciparum. Relapsi su zabeleZeni nakon 10, 45 1 128 dana. Dva
relapsa zabeleZena su kod istog bolesnika koji se nakon dvogodi$njeg boravka u E.
Gvineji vratio u Srbiju. Deset dana nakon povratka zbog febrilnosti bolesnik je
samoinicijativno uzeo fiksnu kombinaciju antimalarika (artesunat + meflokin) i tegobe
su se povukle. Ponovno javljanje febrilnosti usledilo je ve¢ nakon 3 dana od zavrSene
terapije a kod nas se javio nakon 8 dana kada je dijagnostikovan i le¢en P. malariae
(retrospektivno specijes-specificnim qPCR-om potvrden P. ovale). Nakon 4 meseca od
prethodne epizode malarije (bolesnik nije u meduvremenu putovao van Srbije) usledio
je drugi relaps. Mikroskopski je viden P. malariae ali je molekularna dijagnostika
potvrdila da se radi o P. ovale. Tre¢i relaps zabelezen je kod bolesnika koji se nakon

povratka iz E. Gvineje dva puta pri epizodama febrilnosti samoinicijativno lecio

83



Rezultati

artesunatom. Kod tre¢e epizode malarije doSao je na pregled kada je dijagnostikovan P.
ovale.

Rekrudescencije su se javile nakon 15, 3, 10, odnosno 20 dana od lecenja
inicijalne falciparum malarije. Prvi bolesnik se nakon povratka iz E. Gvineje sam lecio
artesunatom pri pojavi febrilnosti, da bi nakon 15 dana doSlo do nove epizode
febrilnosti kada se javlja na pregled i tada je dijagnostikovan P. falciparum. Drugi
bolesnik se u fazi oporavka od falciparum malarije vratio iz E. Gvineje u Srbiju, da bi
do ponovne epizode malarije doSlo nakon 3 dana od dolaska u zemlju. Sli¢na situacija
zabelezena je 1 kod bolesnika kod koga je rekrudescencija lecene falciparum infekcije
usledila nakon 10 dana po povratku iz E. Gvineje u Srbiju. Cetvrti bolesnik postaje
febrilan 20 dana nakon povratka i1z Gabona, kada se samoinicijativno le¢i Coartem®-
om. Do rekrudescencije dolazi nakon 20-ak dana, kada se javlja u nasu laboratoriju gde

je dijagnostikovana falciparum malarija.

4. 6. DISTRIBUCIJA GAMETONOSTVA U PROCENI RIZIKA ZA
PONOVNO USPOSTAVLJANJE MALARIJE

Medu 45 bolesnika sa malarijom otkriveno je 11 (24,4%) nosilaca gametocita,
kod vec¢ine (n=9, 81,8%) u umerenom broju (Tabela 38). Mikroskopski vidljivo
gametonoStvo je trajalo 4,2 + 3,6 (2 - 14) dana. Svi gametociti P. ovale (n=4), tri P.
falciparum 1 jedan P. malariae poticali su iz E. Gvineje. Jedan P. falciparum
gametonosa infekciju je stekao u Nigeriji, dok su nosioci P. vivax gametocita inficirani
u Etiopiji odnosno Indiji/Pakistanu.

Nije bilo nosilaca gametocita medu 64 ispitanika kod kojih je iskljuc¢ena

malarija.

Tabela 38. Gametonostvo kod 11 od 45 bolesnika sa malarijom

br %
prisutni gametociti 11 24.4
gustina gametocita
retki 1 9,1
umereno prisutni 9 81,8
brojni 1 9,1
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Medu bolesnicima sa P. falciparum infekcijom gametociti su nadeni kod 12,5%,
kod P. vivax infekcije 50%, P. ovale 66,7% 1 P. malariae 33,3%. Srednje trajanje
gametonoStva kod P. malariae bilo je 7 dana, a kod P. falciparum 6 = 5,5 (2 - 14) dana.
Tokom letnjih meseci, od juna do septembra, pet bolesnika imalo je gametocite, Cetiri P.

falciparum 1 jedan P. malariae (Tabela 39).

Tabela 39. Zastupljenost gametonostva kod 11 bolesnika sa malarijom po vrstama
plazmodijuma

srednje trajanje

:Ztll)smodmm gameI;Zno.‘s'a % gametonostva u danima J avll{:in] ¢
) X+ SD (raspon)

P. falciparum 4/32 12,5 6+55(2-14) 4

P. vivax 2/4 50,0 2,5+0,7(2-3) 0

P. ovale 4/6 66,7 2,5+0,6(2-3) 0

P. malariae 1/3 333 7 1

x 11/45 24,4 42+3,6(2-14) 5

DNK-nemija je kod 11 bolesnika sa gametocitima trajala 9,6 + 7,9 (3 - 28) dana,
dok je DNK-nemija kod 34 bolesnika bez mikroskopski uocenih gametocita bila 7,4 +
6,0 (0 - 28) dana. Razlika u trajanju DNK-nemije u ovim kategorijama nije bila
statisticki znacajna (P=0,323). Analizirano po vrstama plazmodijuma, samo je kod P.
falciparum pokazana statisticki znacajna razlika (P=0,011) u trajanju DNK-nemije
izmedu nosilaca gametocita [17,5 = 7,9 (9 - 28)] 1 bolesnika bez gametocita [8,0 + 6,4 (0
- 28)] (Tabela 40).

Tabela 40. Trajanje DNK-nemije (u danima) u odnosu na gametonostvo

srednje trajanje srednje trajanje
Plasmodium br DNK-nemije u danima DNK-nemije u danima p
spp. gametonosa kod gametonosa kod negametonosa

x £ 8D (raspon) X+ SD (raspon)
P. falciparum 4 17,5+7,9 (9 - 28) 8,0+ 6,4 (0-28) 0,011
P.vivax 2 45+£2,1(3-6) 35€0,7(3-4) 0,592
P. ovale 4 4+1,2(3-9) 35€0,7(3-4) 0,615
P. malariae 1 11 7+1,4(6-8) *
)y 11 9,6 +7,9 (3 -28) 7,4+6,0 (0-28) 0,323

*nedovoljan broj uzoraka za statisti¢ku analizu
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5. DISKUSIJA

Prilikom postavljanja dijagnoze malarije neki od problema mikroskopije mogu
biti eliminisani upotrebom brzih testova, §to se naroc¢ito ogleda u brzini dobijanja
rezultata 1 njithovoj uspesSnosti u detekciji specificnog HRP2 antigena najmalignije P.
falciparum vrste. Medutim, nedostaci brzih testova u vidu slabe osetljivosti kod
nefalciparumskih vrsta 1 niskih parazitemija kao 1 nepouzdanosti u identifikaciji
meSanih infekcija (68) ogranicavaju uspesnost ¢ak i1 simultane primene ove dve metode.
Uvodenje molekularne dijagnostike, bazirane na PCR-u, dovelo je do znacajnog
napretka u dijagnostici malarije.

Brojna komparativna ispitivanja primene dijagnostickih metoda koje su
ukljucivale 1 molekularne metode za dijagnostiku malarije ukazale su na porast
potvrdenih slucajeva malarije i ta¢nu dijagnostiku Plasmodium vrsta (111, 112). Meta-
analiza Berry 1 sar. (2005) 13 studija u kojima su poredeni mikroskopija i PCR pokazala
je da je PCR bio 11% uspesniji u dijagnostici importovane malarije od mikroskopije
(113), dok je jednim istrazivanjem u Belgiji pokazana veca uspesnost PCR-a za 8,3%
(93). Molekularnim metodama je posebno unapredena dijagnostika nefalciparumskih

vrsta 1 otkrivanje meSanih infekcija (23, 73, 96, 113, 114).

Molekularna dijagnostika malarije pre istraZivanja prikazanog u ovom radu nije
bila uvedena u Srbiji, te ovde prikazani rezultati uporednog ispitivanja dijagnostike
malarije molekularnim i1 konvencionalnim metodama predstavljaju prve podatke o
primeni molekularnih tehnika u dijagnostici malarije u naSoj zemlji. Medutim, bitno je
naglasiti da metodologija molekularne dijagnostike malarije, buduc¢i da se jo§ uvek
usavrsava, nije usaglasena ni medu vodecim svetskim laboratorijama. Razlike su velike
1 brojne i odnose se na sve delove procedure, od prikupljanja i ¢uvanja uzoraka,
postupka ekstrakcije DNK, ciljnih gena, do tehnoloskih razlika koje se odnose na
aparate za amplifikaciju razliitth proizvodaca, primenu razli¢itih tehnika za
vizuelizaciju registrovanih signala, kao 1 primenu protokola za izvodenje koji se

razlikuju u vecem broju detalja (koncentracija prajmera i1 proba, interne kontrole itd.).
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Otuda je u ovom istrazivanju prvi korak bio odabir i zatim standardizacija protokola
koji ¢e dati §to bolje rezultate.

U ovom trenutku se medu svim PCR tehnikama, zbog superiorne osetljivosti,
niskog rizika od kontaminacije 1 malog broja lazno negativnih rezultata, u klinickoj
dijagnostici 1 referentim laboratorijama qPCR format pokazuje najuspeSnijim u
dijagnostici importovane malarije (92, 93, 100, 101, 112, 113, 114, 115, 116, 117). S
obzirom na to da je naSe istrazivanje imalo ambiciju da se uvede metoda koja ¢e moci
da zazivi u klini¢koj dijagnostici, opredelili smo se za qPCR zbog mogucénosti dobijanja

brzih i pouzdanih rezultata lakih za ocitavanje, bez rizika od kontaminacije.

Dosadasnja istrazivanja su pokazala najviSu osetljivost i specifi¢nost metoda za
dokazivanje prisustva DNK poreklom od roda Plasmodium u kojima se kao ciljni gen
koristi visoko konzervirani region 18S rRNK gena, koji je prisutan kod sve Cetiri glavne
vrste plazmodijuma (P. falciparum, P. vivax, P. ovale 1 P. malariae) (97, 100). Posto se
ovaj region 18S rRNK gena nalazi u segmentu od 157 - 165 bp u genomu plazmodijuma
svih ovih vrsta, odabran je protokol Rougemont-a i sar. (2004) koji se zasniva upravo na
njegovoj detekciji 1 koji se naj¢esce 1 primenjuje (100). Stoprocentna saglasnost nalaza
skrining qPCR-a obavljenog u Parazitoloskoj laboratoriji Univerzitetske bolnice u
Remsu na 10 nasumicno izabranih uzoraka sa nasim nalazom, pokazala je da su i na$

odabir protokola 1 njegovo izvodenje bili adekvatni.

Specijes-specificni qPCR za identifikaciju P. falciparum, P. vivax i P. ovale
izvoden je prema protokolu Perandin-a i sar. (2004), a za P. malariae prema protokolu
Rougemont-a i sar. (2004) (92, 100). Za petu vrstu, P. knowlesi, nije bilo potrebe jer je
svega pet putnika boravilo u JI Aziji, od toga Cetvoro turisticki na Tajlandu, te nisu
boravili u podru¢jima u kojima je distribuirana ova vrsta. Kod petog putnika, koji je
boravio u Indiji 1 na Tajlandu, dijagnostikovana je malarija, ali je ve¢ morfoloski bila
jasna P. falciparum infekcija, S$to je potvrdeno i brzim testom i specijes-specifi¢nim

qPCR-om.

Poredenjem dobijenih nalaza na specijes-specificnom qPCR-u sa rezultatima 11

uzoraka ispitivanih konvencionalnim PCR-om u Svedskoj, uoteno je podudaranje
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nalaza ove dve molekularne tehnike za identifikaciju vrsta plazmodijuma u osam
(72,7%) slucajeva. Medu tri diskrepantna uzorka, u sva tri slucaja je specijes-specificni
gPCR bio negativan, dok je konvencionalnim PCR-om u dva slucaja dokazan P. ovale
(koji je uocen 1 mikroskopski), a u jednom slucaju P. falciparum. 1 dok je odsustvo
detekcije P. ovale, zbog odabira neadekvatnih prajmera, predstavljalo stvarno lazno
negativan nalaz, u slu€aju negativnog nalaza P. falciparum radilo se o rezidualnoj DNK
detektovanoj konvencionalnim ali ne 1 qPCR-om, Sto pokazuje niZu osetljivost ovog
drugog, ali klinicki adekvatnu jer je za klinicke potrebe detekcija rezidualne DNK

manjkavost.

Radi pravilnog tumacenja rezultata dobijenih konvencionalnim 1 molekularnim
metodama, njihovog medusobnog poredenja kao 1 poredenja sa svetskim studijama,
neophodno je sagledavanje osnovnih demografskih, epidemioloskih, klini¢kih i
hematoloSko-biohemijskih  specificnosti ispitanika uklju¢enih u laboratorijsku
dijagnostiku malarije.

Analizom svih 109 ispitanika, uocava se dominacija muskog pola (85,3%),
ve¢inom drzavljana Srbije (91,7%) i1 to radno sposobnog stanovniStva srednje Zivotne
dobi od 47 godina, kojima je posao bio glavni razlog putovanja (83,5%). Vecinom se
radilo o gradevinskim radnicima (65,1%) na poslovima izgradnje puteva i stambenih
objekata u africkim zemljama. Shodno razlogu putovanja, vecina (70,7%) je boravila
duze od 6 meseci u endemskim podrucjima za malariju. Dug boravak uslovio je da je
66,1% ispitanika imao ranije epizode malarije, od jedne do ¢ak 12 epizoda. Ovaj
podatak ukazuje na znacajnu kategoriju delimi¢no imunizovanih putnika, $to moze
usloviti nisku parazitemiju i moguénost SMM (66).

Antimalari¢nu profilaksu koristilo je samo pet putnika, od toga svega dva (1,8%)
redovno. Afrika je bila najposeceniji kontinent (90,8%), 1 to najviSe centralna i zapadna
Afrika. Najve¢i broj putnika boravio je u E. Gvineji, Nigeriji, Gani i Angoli. I u
zemljama zapadne Evrope i Amerike najvec¢i broj sluc¢ajeva malarije importuje se iz
Afrike, takode dominira P. falciparum, ali je demografski sastav obolelih drugaciji.
Uglavnom se radi o imigrantima iz africkih zemalja koji posecuju svoju rodbinu dok
domace stanovniStvo malariju sti¢e na turistiCkim putovanjima u endemska podrucja

(66, 118, 119, 120). Srednje vreme od povratka u zemlju do pojave klinickih tegoba bilo
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je 10,6 dana, a od pojave tegoba do javljanja na pregled 5,1 dan. Samoinicijativno
zapocinjanje antimalari¢ne terapije zabelezeno je kod 18,6% ispitanika, Sto je uslovilo
dijagnosticke teskoce konvencionalnim metodama (potreba visekratne mikroskopije,
nesigurnost u tumacenju nalaza brzih testova) 1 dalo primat primeni molekularne
detekcije.

U klini¢koj slici dominirala je febrilnost, zabelezena kod 85,6% ispitanika. S
obzirom na to da klini¢ka slika malarije nije uvek tipi¢na, dijagnostikom je obuhvaceno
1 14 afebrilnih bolesnika sa drugim tegobama koje su obavezivale na iskljuCenje
malarije. Hepatomegalija je evidentirana kod 34,0% bolesnika, a 21,6% imalo je
uvecanu i jetru i slezinu. U hematoloSkim nalazima kod 51,1% bolesnika zabelezen je

pad Er, dok je kod 50,5% zabelezena trombocitopenija.

Kod 53 bolesnika primenjene su sve Cetiri metode dijagnostike. Posto nijedna od
primenjenih metoda nije imala apsolutnu tacnost, zavrSna dijagnoza malarije
postavljena je na osnovu rezultata mikroskopije, brzog antigenskog testa, skrining i
specijes-specificnog qPCR-a uz uvazavanje klinickog stanja bolesnika. Takode, uvazeni
su nalazi konvencionalnog PCR-a u pogledu identifikacije vrsta dobijeni za 11 uzoraka
ispitivanih u Svedskoj. Saglasno ovoj analizi zavr$na dijagnoza malarije postavljena je
kod 45 bolesnika. Kod 64 ispitanika isklju¢ena je dijagnoza malarije, ukljucujuéi 24
bolesnika sa dijagnozom status post malariam, od kojih je sedam na prijemu imalo
febrilnost za koju je naknadno utvrdena druga etiologija. Medu uzrocima klinicke
bolesti bolesnika kod kojih nije dokazana malarija, dominirale su virusne respiratorne

infekcije gornjih disajnih puteva, bronhopneumonija i crevne infekcije.

Da bi se uporedno analizirao dijagnosti¢ki znacaj svih primenjenih metoda,
neophodna je prvo njihova pojedina¢na analiza.

Jednokratnom mikroskopijom moZe se dijagnostikovati ali ne 1 iskljuciti
malarija, narocito kod imunizovanih i delimi¢no imunizovanih bolesnika koji mogu
imati nisku parazitemiju. Preporuka americkog Centra za kontrolu i prevenciju bolesti
(Centers for Disease Control and Prevention - CDC) je da se kod mikroskopski
negativnih bolesnika klinicki suspektnih na malariju mikroskopija ponavlja na 12 - 24

sata, 1 da se malarija moze iskljuciti tek nakon tri negativna nalaza unutar 72 sata.
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Preporucuje se i ucestalije ponavljanje mikroskopije, na 6 - 12 sati unutar prvih 48 sati
(68). Rossi i sar. (2012) u Svajcarskoj zabeleZili kod dva (0,1%) bolesnika pozitivan
nalaz ponovljenim ispitivanjem prvog odnosno Sestog dana kod 1987 povratnika iz
endemskih podrucja, inicijalno negativnih mikroskopski 1 brzim testom na P.
falciparum (121). Pasricha i sar. (2013) su u pet laboratorija u Melburnu zabelezili
devet (3,5%) slucajeva malarije dijagnostikovane nakon negativnog prvog uzorka
(sedam P. vivax, po jedna P. ovale i P. falciparum). Cetiri bolesnika sa P. vivax

infekcijom imali su podatak o nedavnom koriS¢enju antimalarika (122).

U naSem ispitivanju, kod 42 od 45 bolesnika malarija je mikroskopski
potvrdena. Kod 41 bolesnika odmah je odredena vrsta plazmodijuma, dok je kod jednog
bolesnika sa izuzetno retkim parazitima vrsta odredena nakon treceg uzorkovanja, i u
pitanju je bio P. malariae. Kod ove vrste je uobicajena niska parazitemija; Stavise,
moguce su asimptomatske infekcije koje mogu perzistirati godinama (22). Cnops 1 sar.
(2011) identifikovali su qPCR-om u 1,3% slucajeva vrstu plazmodijuma kod bolesnika
koji su bili pod terapijom 1 kod kojih uoceni paraziti, morfoloski izmenjeni, nisu mogli
biti mikroskopski identifikovani (93).

Mikroskopski je kod 69,1% bolesnika naden P. falciparum, P. vivax kod 7,1% a
P. ovale i P. malariae kod 9,5%. Kod dva bolesnika postavljena je dijagnoza meSane
infekcije (P. malariae 1 P. vivax odnosno P. falciparum i P. vivax). Kod tri (6,7%)
bolesnika dijagnoza je indirektno potvrdena adekvatnim terapijskim odgovorom nakon
primenjene terapije antimalaricima a nemogucnost detekcije plazmodijuma bilo je
posledica zapocete terapije. Mikroskopijom malarija nije potvrdena kod 61,5%
ispitanika, ukljucujuéi i odsustvo seksualnih stadijuma plazmodijuma odgovornih za
transmisiju malarije.

Parazitemiju < 2% imalo je 88,1% bolesnika, ukljuuju¢i 10 sa zapocetom
terapijom antimalaricima pre ispitivanja. U ovoj kategoriji sedam bolesnika je imalo
parazitemiju ispod 0,0004%, Sto je uslovljavalo potrebu duzeg mikroskopiranja veéeg
broja polja jer je zbog retkih i poluraspadnutih, morfoloski izmenjenih parazita, bilo
teSko odrediti vrstu plazmodijuma. Kod 9,5% bolesnika parazitemija je bila izmedu 2 i
5%. Samo je jedan bolesnik sa P. falciparum infekcijom imao visoku parazitemiju od

9,5%, §to je posledica kasnog javljanja na pregled, 10 dana od pocetka tegoba.
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Niska parazitemija se ocekuje na pocetku infekcije, kod bolesnika koji su
koristili hemioprofilaksu, kao i kod stanovniStva endemskih podru¢ja. Medutim u
naSem istrazivanju niska parazitemija je prevashodno belezena kod bolesnika koji su
samoinicijativno zapoceli terapiju. Odredivanje parazitemije je subjektivan postupak i
koji god metod da se izabere moguce su greske, koje mogu biti sistemske ili slucajne.
Sistemske greske su greske tehnickog osoblja i1 ogledaju se u vidu previse ili
neadekvatno nanete krvi na plocicu, loSe na€injenog krvnog razmaza kada su paraziti
neravnomerno razmesSteni u pretankom razmazu, ili zaklonjeni 1 teSko uocljivi u
debelom krvnom razmazu, ili loSeg bojenja. Takode, razliciti parazitolozi imaju razlicite
individualne sposobnosti za precizno uocavanje i brojanje prisutnih parazita. Greske su
najcesce kod niskih gustina parazita, blizu granice detekcije. Otuda do greSaka najcesce
1 dolazi na pocetku 1 na kraju prac¢enja parazitemije, kada je ona i najniza (123).

S obzirom na to da su ispitanici ukljuceni u ovu studiju pacijenti Klinike za
infektivne 1 tropske bolesti primenjen je dijagnosticki pristup ve¢ godinama ustaljen za
izvodenje konvencionalne dijagnostike. Kod svih ispitanika je u radno vreme
laboratorije na prijemu vrSena mikroskopska dijagnostika malarije do nivoa vrste.
Ukoliko se bolesnik javio na Kliniku van radnog vremena laboratorije, pozivan je
parazitolog 1 mikroskopija je realizovana unutar tri sata po prijemu.

Kahama-Maro 1 sar. (2011) su u studiji baziranoj na ekspertskoj reviziji
mikroskopije kod obolelih od malarije u Tanzaniji pokazali da je kvalitet mikroskopije u
endemskim podruc¢jima nizak, sa osetljivos¢u od 71% 1 specificnos¢u od 47% (124).

U zemljama u kojima se malarija vida samo kao importovana, ¢esto se klini¢ki ne
posumnja na malariju ili se nacine dijagnosticki propusti. Institut za klinicke i
laboratorijske standarde (Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI) u Americi
daje preporuke da laboratorije koje se bave dijagnostikom malarije treba da obezbede
moguénost 24-Casovne dijagnostike 7 dana u nedelji od strane iskusnog osoblja.
Preporucuje se pravljenje minimalno tri guste kapi i krvna razmaza, primena Gimza
bojenja jer omogucava obojenost eritrocitnih granula kod P. vivax i P. ovale, i
mikroskopiranje najmanje 300 vidnih polja na uveli¢anju x 100 pod imerzijom. Za
odredivanje parazitemije preporuka je da se pregleda najmanje 10 vidnih polja krvnog
razmaza, a mnogo vise polja kod pripadnika endemskih podrucja koji mogu imati nisku

parazitemiju. Propisano je hitno javljanje mikroskopskog nalaza nadleznom klinic¢aru,
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preliminarni izvestaj (pozitivan/negativan) treba da bude dostupan u roku od 4 sata, %
parazitemije u roku od 6 sati a identifikacija vrsta unutar 24 sata (125). Mi smo sledili
CLSI uputstva u pogledu odredivanja parazitemije preko krvnog razmaza tako §to smo
za sve bolesnike brojali Er u 10 vidnih polja.

Retrospektivna studija Edsona i sar. (2010) o rezultatima eksterne kontrole u
uspesnosti dijagnostike malarije u ameri¢kim laboratorijama pokazala je nesposobnost
izvodenja mikroskopske dijagnostiku u 25% laboratorija, dok 36,1% laboratorija nije
uspevalo da rezultat izdaju unutar 24 sata (126).

Obimno istrazivanje u SAD-u kojim je obuhvacena 201 laboratorija ovla$¢ena
za dijagnostiku malarije pokazalo je da skoro sve laboratorije rade mikroskopiju na licu
mesta, oko 50% molekularnu dijagnostiku, a samo 17% primenjuje brze testove. Samo
pet laboratorija obavlja dijagnostiku 24 &asa dnevno, 7 dana u nedelji. Cak 73%
laboratorija zabelezilo je manje od pet slucajeva malarije tokom 12 meseci istrazivanja.
U 28% slucajeva rezultati identifikacije vrsta trajali su viSe od 24 sata po prijemu (127).

I u kanadskim laboratorijama zabelezeno je 1997. godine Cak 27% greSaka
(128). Milne 1 sar. (1994) analizirali su uspeSnost mikroskopije u dve laboratorije u
Londonu i nasli da su greSke bile najzastupljenije u identifikaciji P. ovale (29,4%
uspesnosti) 1 meSanih infekcija (svega 16,7%). Najuspesnije je detektovana vrsta P.
falciparum sa 21% greSaka u identifikaciji (129). Greske su tumacene nedovoljnim
iskustvom laboratorijskog osoblja 1 ukazuju na potrebu ucestalijih treninga (126, 128,
129). NajuspesSniju detekciju vrste P. falciparum zabelezili su 1 Edson 1 sar. (2010) u
SAD ali 1 za tu vrstu zabeleZeno je 11,2% neuspeha (126).

Shodno preporukama SZO da se kod bolesnika sa sumnjom na malariju pre
zapocinjanja terapije, uz mikroskopiju primenjuju i brzi testovi, u nasoj laboratoriji za
dijagnostiku malarije pre viSe godina uveden je i brzi test. Po§to mozemo da koristimo
samo testove registrovane u Srbiji, u ovoj studiji evaluirana je uspesnost rutinskog testa
za detekciju HRP2 antigena P. falciparum. Test je bio pozitivan kod 35 bolesnika, i to
kod 29 sa mikroskopski uocenim P. falciparum-om, tri bolesnika sa ex iuvantibus
dijagnozom i kod tri zdrava ispitanika sa nedavno leCenom malarijom iz grupe
epidemioloskog nadzora. Ova tri pozitivna nalaza su posledica prolongirane

antigenemije $to je uobicajeno za ovaj antigen (68, 75), ali sa klini¢ckog aspekta su lazno
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pozitivni. Nije bilo lazno pozitivnih rezultata kod ne-falciparum infekcija ukljucujucéi i
jednog bolesnika sa mikroskopski meSanom infekcijom (Pf + Pv), za koga je specijes-
specificnim qPCR-om 1 revizijom mikroskopije pokazano da nema P. falciparum. Time
je pokazana prednost ovog testa kod mikroskopskih dilema u pogledu prisustva
najmalignije vrste plazmodijuma koje treba brzo razresiti.

Najveca prednost ovog testa je Sto pouzdano u roku od 20 minuta iskljucuje
najmaligniju vrstu plazmodijuma. Nije propuStena nijedna P. falciparum malarija
ukljucujuéi 1 one sa niskom parazitemijom ispod praga osetljivosti brzih testova (75,
68). Odlicna osetljivost i kod niskih parazitemija posledica je zapocetog leCenja
antimalaricima tj. ve¢ oslobodenih znacajnih koli¢ina HRP2 antigena. Iako je brzi test
koriS¢en samo za inicijalnu dijagnostiku, njegova primena 1 kod bolesnika sa nedavno
le¢enom malarijom koji su se javljali na proveru nalaza, potvrdila je da se HRP2
antigenemija odrZzava dugo nakon terapije antimalaricima i moZe davati lazno pozitivne
nalaze, Sto je zabelezeno kod tri bolesnika, a kod jednog od njih antigenemija se
odrzavala 1 nakon mesec dana od zavrSenog leCenja kininom. Poznato je da se posle
lecenja kininom klirens parazita postize kasnije (47), zbog Cega je 1 odrzavanje HRP2
antigenemije duZze.

RDT je koristan za iskljuc¢ivanje meSanih infekcija sa P. falciparum-om, jer je
kod prisustva retkih parazita narocito u stadijumu mladih trofozoita tesko odrediti vrstu
mikroskopijom. Zbog ogranicenih finansijskih sredstava, u naSem dosadasnjem
laboratorijskom protokolu brzi test je kod suspektnih slu¢ajeva primenjivan samo za
prvi uzorak dok je u narednim uzorcima vrSena samo mikroskopija. Pasricha i sar.
(2013) smatraju da je u eri istovremene primene mikroskopije i brzih testova, kod
bolesnika koji nemaju podatak o nedavnoj primeni antimalarika, negativan nalaz sa obe
ove metode pouzdan u iskljuc¢ivanju malarije ali ostaje opravdanost viSekratnog
ponavljanja dijagnostike kod onih koji su nedavno le€eni od malarije ili su bili na
profilaktickom tretmanu antimalaricima (122).

Upotreba brzih testova znatno je povecana poslednjih godina, a znatno je
unapreden i njihov kvalitet (8). Generalno je putnicima pristup samolecenja malarije
nakon samodijagnostike ove infekcije (stand-by emergency treatment - SBET)
privla¢niji od klasi¢ne hemioprofilakse. Devedesetih godina zapoceta je propaganda o

li¢noj upotrebi brzih testova od strane putnika, ali su brojne studije o propustima u
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smislu lazno pozitivnih i negativnih nalaza dovele u pitanje ovaj trend. Takode, za
tumacenje nalaza brzog testa neophodna je detaljna anamneza i procena klinickog stanja
bolesnika uklju¢uju¢i nalaz hematoloskih 1 biohemijskih analiza, S$to donekle
onemogucava samostalno koriS¢enje i tumacenje brzih testova od strane samih putnika.
Maltha i sar. (2013) su u Belgiji, analizom osam razlic¢itih brzih testova na 90 uzoraka
krvi pozitivnih na Plasmodium 1 deset negativnih kontrola, nasli veliku varijabilnost u
kvalitetu testova, kao 1 brojne propuste u preporukama za cuvanje reagenasa, za
upotrebu 1 tumacenje rezultata. Za Sest od osam brzih testova zabelezena je 100%
osetljivost za P. falciparum dok su dva testa pokazala laznu pozitivnost od 80%
odnosno 70% kod negativnih uzoraka. Tri brza testa detektovala su sve uzorke sa P.
vivax-om, dok je detekcija P. ovale i P. malariae generalno bila losa. Cak kod sedam od
osam testova zabelezena je pojava pozitivnosti nakon zadatog vremenskog okvira za
ocitavanje ¢ime se samokorisnici mogu dovesti u zabludu (130).

Medutim, kao glavni nedostatak brzih testova ostaje slaba osetljivost kod niskih
parazitemija, Sto je problem koji treba da bude prevaziden novim generacijama testova,
a SZO planira da do kraja 2015. godine obezbedi kontinuirano snabdevanje ovim

testovima endemska podruc¢ja u cilju povecanja parazitoloske potvrde malarije (131).

Ispitivanjem inicijalnih uzoraka 109 bolesnika skrining qPCR-om dobijen je
pozitivan nalaz kod 51 bolesnika Sto je ukljucivalo sve bolesnike sa mikroskopski
pozitivnim nalazom, dva bolesnika sa ex iuvantibus dijagnozom kao i sedam bolesnika
iz grupe epidemioloSkog nadzora. Nalaz na specijes-specificnom qPCR-u kod svih ovih
sedam bolesnika bio je negativan. Cetiri klini¢ki zdrava bolesnika su imala uputnu
dijagnozu nedavno le¢ene malarije, te se pozitivnost na skrining qPCR-u moze objasniti
visokom osetljivos¢u ovog testa koji moze detektovati nizak nivo aseksualnih stadijuma
parazita kao 1 gametocita u mikroskopski nedetektabilnom nivou (7) ili cirkuliSuce
ostatke DNK terapijom oSteCenih parazita, Sto je klini¢ki gledano nedostatak metode
(132). Pozitivnost ostala tri ispitanika koji su boravili u tropima duze od 6 meseci,
ostaje nejasna, a kod dvoje od njih, dokazana je virusna infekcija kao uzrok febrilnosti.
Svi su na skrining qPCR-u imali Cr vrednost preko 39,6; srednja Cr vrednost za
bolesnike sa malarijom bila je znacajno niZza (P<0,03) od srednje Ct vrednosti za sedam

bolesnika kod kojih je malarija iskljuena (25,64 prema 38,40). Grani¢na pozitivnost
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ova tri ispitanika mozZe biti posledica kontaminacije u postupku izvodenja testa,
unakrsne pozitivnosti sa DNK drugih homologih eukariotskih vrsta koje mogu biti
uzroc¢nici inaparentnih infekcija (aspergiloza, toksoplazmoza, lajSmanioza, neosporioza,
P. jirovecy infekcija) (100), ili posledica prisustva mikroskopski nedetektabilnih
gametocita ili niske parazitemije kod asimptomatske infekcije imunizovanih osoba
naroCito sa P. malariae koja u toj formi moZe perzistirati godinama (22). Poslednji
razlog je malo verovatan zbog dobre analiticke osetljivosti specijes-specificnog qPCR
za P. malariae (0,09%).

Ostaje dilema zaSto jedan uzorak kod bolesnika sa ex iuvantibus dijagnozom
falciparum malarije nije bio pozitivan i na skrining qPCR-u kao osetljivijoj metodi.
Cnops 1 sar. (2011) ukazuju na to da su moguéi slucajevi nedetektabilnosti
mikroskopski potvrdene malarije PCR-om kao posledica degradacije DNK ili inhibicije
PCR amplifikacije (93). Medutim kako je ovaj uzorak bio pozitivan na naknadno
radenom specijes-specificnom qPCR-u i1 brzim testom za P. falciparum, verovatnija je
mogucnost tehnicke greske.

Negativan nalaz na skrining qPCR-u imalo je 58 ispitanika. Kod 56 je, shodno
negativnoj mikroskopiji, dijagnoza malarije time i iskljucena, dok su dva bolesnika
zbog pozitivnog nalaza na brzom testu ukljucena u molekularnu dijagnostiku do nivoa
vrste. Jedan je bio negativan a drugi (lazno) pozitivan za P. falciparum kao posledica
rezidualne DNK nakon nedavno leene malarije. Cetiri bolesnika iz kontrolne grupe za

proveru specifi¢nosti skrining qPCR testa imali su negativan nalaz na skrining qPCR-u.

Ispitivanjem 53 uzorka specijes-specificnim qPCR-om dobijena su 43 pozitivna
nalaza, sa srednjom Cr vrednoséu od 26,33. Kod 33 bolesnika naden je P. falciparum,
P. ovale kod Cetiri, a P. vivax i P. malariae kod po tri bolesnika. Srednje Ct vrednosti
po vrstama bile su ujednacene (P. falciparum 26,27, P. ovale 28,27, P. vivax 25,06 1 P.
malariae 25,67). Nije detektovana nijedna meSana infekcija. Mikroskopski su
proglasene dve mesane infekcije Sto je opovrgnuto nakon dobijanja rezultata
molekularne dijagnostike, naknadnim bojenjem i mikroskopijom rezervnih preparata od
strane dva parazitologa. Pre izvodenja molekularne dijagnostike, oc¢ekivanja su bila da
¢e biti detektovano viSe meSanih infekcija nego S$to smo dobili mikroskopijom.

Generalno, proporcija meSanih infekcija detektovanih molekularnim metodama u
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neendemskim podrucjima je viSa nego mikroskopijom i varira od 5% do 12% (95, 117,
23). Univerzalni prajmeri za Plasmodium generiSu kompeticiju kod meSanih infekcija,
Sto moze dati lazno negativne rezultate kod mesSanih infekcija za manje zastupljenu
vrstu (95, 100). Rougemont 1 sar. (2004) detektovali su samo Cetiri od 14 prisutnih
mesSanih infekcija (100). Shokoples i sar. (2009) modifikovali su ovaj protokol u cilju
prevazilazenja kompeticije DNK manje zastupljenih vrsta u meSanim infekcijama,
ukljuc¢ivanjem specijes-specificnih forward prajmera u kombinaciji sa konzerviranim
reverse prajmerima 1 specijes-specificnim probama u jednoj reakciji, 1 tako
identifikovali 13 od 16 mesanih infekcija (101). Da bi izbegli ovu kompeticiju, Cnops i
sar. (2011) razvili su qPCR po formatu Rougemont i sar. (2004) koriste¢i novo-
dizajnirane specijes-specificne prajmere u kombinaciji sa specijes-specificnim probama
1 reverznim plasmo?2 (93). Novorazvijeni PCR pokazao se boljim za detekciju meSanih
infekcija od pan-prajmer qPCR-a po Rougemont-u. ZabeleZena je dvostruko ucestalija
detekcija meSanih infekcija PCR-om nego mikroskopijom, a narocito je znacajno da je u
11 meSanih infekcija P. falciparum bio manje zastupljena vrsta kao posledica niske
parazitemije (93). Ako se uzme u obzir moguc¢nost kompeticije, ostaje otvoreno pitanje
da 1i je molekularnom detekcijom propusStena neka manje zastupljena vrsta roda
Plasmodium. Interesantno je da u naSem istraZivanju kod 11 bolesnika sa malarijom
konvencionalnim PCR-om u Svedskoj nije dokazano prisustvo mesanih infekcija, iako
je ova metoda zlatni standard u molekularnoj detekciji meSanih infekcija (101).
Pretpostavljamo da P. malariae nije propusSten kao manje zastupljena vrsta zbog
primene minor groove binding nonfluorescent quencher (MGBNFQ) na probi za P.
malariae kojim se eliminiSe kompeticija. Nekoliko vrsta priguSivata moZe biti
koris¢eno za TagMan® qPCR protokole. Applied Biosystems imaju probe sa MGBNFQ
ili TAMRA kao prigusiva¢ima. MGB je ne-fluorescentni prigusivac¢ koji pove¢ava Tm
(melting temperature) probe. MGB probe su krace od ostalih tipova proba, duge 13 - 18
nukleotida i formiraju stabilne duplekse sa jednolanéanom DNK koja je meta. Njihova
primena povecava specifi¢nost i efikasnost u odnosu na obi¢ne DNK probe (133). Ovi
podaci ukazuju na dinamicne promene u cilju unapredenja molekularne dijagnostike

malarije i potrebu stalnog pracenja novih nau¢nih dostignu¢a u ovoj oblasti.
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Korelacijom Cr vrednosti dobijenih skrining i specijes-specificnim qPCR-om
nadeno je da izmedu ove dve metode postoji umeren stepen korelacije (Pirsonov
koeficijent korelacije r=0,669, P<0,001, 1°=0,447), tj. da obe imaju sli¢nu osetljivost.
Oba molekularna postupka, skrining i1 specijes-specificni qPCR, izvodeni su do 45
ciklusa iako su pozitivnim smatrani uzorci kod kojih je eksponencijalni rast belezen do
40 ciklusa Sto je prihvaceno kao naucni konsenzus (134). Produzetak na 45 ciklusa je
bio preventivan u oc¢ekivanju eventualnog eksponencijalnog rasta, §to je primenjivano u
drugim istrazivanjima (100, 101), ali nismo zabelezili kasnu pojavu signala kod akutnih
slu¢ajeva malarije, sem kod tri slu€aja rekonvalescenata kod kojih je to bila posledica
rezidualne DNK-nemije koja nije korelirala ni sa mikroskopskim nalazom, ni sa
klinickim pogorSanjem niti sa hematolosko-biohemijskim promenama. Pomenuti
produzetak amplifikacije na 45 ciklusa je naroCito bitan zbog eventualnog
eksponencijalnog rasta manje zastupljene vrste plazmodijuma kod meSanih infekcija
(101), ukoliko terapijskim protokolom nisu obuhvacene obe vrste. Mangold i sar.
(2005) nisu, koriste¢i 35 ciklusa kao grani¢nu vrednost za pozitivne uzorke, qPCR-om
detektovali dve P. falciparum malarije sa mikroskopski procenjenom parazitemijom od
0,01% cak 1 kada je koli¢ina DNK u radnom protokolu povecana sa 2 na 5 puL (99).
Rantala i1 sar. (2010) su podizanjem grani¢ne Cr vrednosti na 38 ciklusa povecali
specificnost primenjenog qPCR-a za dijagnostiku malarije u poredenju sa

mikroskopijom sa 91,2% na 94,6%, dok je osetljivost ostala nepromenjena (111).

Sve navedeno ukazuje na snaznu potrebu razvoja protokola adaptiranih za
detekciju vrsta roda Plasmodium pre uvodenja u rutinsku klinicku dijagnostiku.
Neophodno je dobro poznavanje svih potencijalnih uzroka diskrepanci izmedu rezultata
dobijenih mikroskopijom, brzim testom i PCR-om za kona¢no tumacenje nalaza.
Morassin i sar. (2002) daju moguca tumacenja rezultata kod razli¢itih grupa obolelih,
delimi¢no imunizovanih stanovnika tropskih krajeva, bolesnika sa dijagnostikovanom
malarijom pre zapocinjanja terapije, kao i onih koji su zapoceli terapiju ili su koristili
hemioprofilaksu (94). Pozitivan PCR bez potvrde klasi¢nim metodama kod putnika sa
klinickom slikom malarije koji su bili pod hemioprofilaksom treba potvrditi
sekvenciranjem. Negativni PCR rezultati delimi¢no imunizovanih putnika mogu biti

posledica ste¢enog imuniteta i posledi¢ne niske parazitemije (94). Takode, negativni
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rezultati na PCR-u mogu biti posledica loSeg kvaliteta dugo skladiStenih uzoraka krvi
(49), posledica degradacije DNK, prisustva inhibitora ili zbog vrlo male koli¢ine DNK
(135).

U ovom istrazivanju osetljivost skrining qPCR-a iznosila je 0,04 par/uL, dok je
analiticka specificnost bila 100%. Osetljivost za specijes-specificni qPCR bila je 6
par/uL za P. falciparum, 0,30 za P. vivax, 0,13 za P. ovale 1 0,09 par/uL za P. malariae.
Nije bilo pozitivnih signala u kontrolnoj grupi zdravih bolesnika koji nisu boravili u
malari¢nom podrucju.

Vec¢ina qPCR protokola koncipirani su da detektuju 18S rRNK gen
plazmodijuma, ali ciljni geni mogu biti 1 drugi npr mitohondrijalni geni, var 1 stevor
geni (100, 113, 136). qPCR protokoli mogu biti tzv. monopleks, gde se amplifikuje
jedan gen, ili multipleks, kojima se amplifikuje dva ili viSe ciljnih gena. Kod monopleks
protokola prag osetljivosti ide od oko 0,002 do 30 par/uL (83, 113) dok je osetljivost
multipleks protokola od 0,2 do 5 par/ul (51, 83, 92, 113, 137). Hermsen 1 sar. (2001) 1
Lee 1 sar. (2002) su ranije opisali qPCR protokole kojima su postigli prag osetljivosti
(138, 139) od 0,02 par/uL odn. 0,1 par/uL, pri ¢emu su obe studije ciljale rRNK gene.
Nedavno su Farrugia i sar. (2011) opisali monopleks test koji je usmeren na detekciju
citohrom b gen (ctib) sa granicom detekcije od 0,05 par/ul (136).

Razlike u osetljivosti u navedenim studijama posledica su brojnih elemenata od
razlika u prostoru, uslovima i vremenu izvodenja, koli¢ine krvi upotrebljene za
ekstrakciju DNK 1 samom postupku ekstrakcije DNK, opsegu razblazenja, upotrebe
razli¢itih reagenasa, instrumenata, programa, standarda za kvantifikaciju, metoda
analize, tumacenju podataka i mnogih drugih detalja (140, 141) ukljucujuéi i iskustvo u
molekularnoj dijagnostici.

Zbog nedostatka standardizovanih metoda qPCR-a za dijagnostiku malarije,
teSko je proceniti i uporediti kvalitet rada objavljenih studija a narocito je tesko
primeniti unakrsnu analizu ili uvek reprodukovati postupak (140). U toku su napori da
se usaglase molekularni testovi koji se koriste u dijagnostici malarije a unutar toga i
kvantifikacija parazitemije. Do sada je relativna kvantifikacija, preko serijskih
razblazenja DNK iz uzorka sa poznatom parazitemijom prethodno odredenom

mikroskopski, koris¢ena kao standard za utvrdivanje parazitemije iz nepoznatog uzorka
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(83, 100, 136, 139). Kamau i sar. (2013) su prvi upotrebili, i preporucili, plazmide DNK
za apsolutnu kvantifikaciju parazita malarije (142). Jedna kopija plazmida DNK
odgovara 0,1 par/uL. Plasmodium spp, odnosno 0,281 par/ulL za P. falciparum i 0,127
par/uL za P. vivax.

Posto nijedna od primenjenih metoda nije imala apsolutnu tac¢nost, zavrSna
dijagnoza malarije postavljena je na osnovu rezultata mikroskopije, brzog antigenskog
testa, skrining 1 specijes-specificnog qPCR-a, uz uvazavanje klini¢kog stanja bolesnika.
Nakon analize greSaka nacinjenih mikroskopijom 1 evaluacije rezultata 11 uzoraka
ispitivanih konvencionalnim PCR-om u Svedskoj, nalaz specijes-specifiénog qPCR-a
prihvacen je kao standard za identifikaciju vrsta. Nacinjena su tri izuzetka gde je
prihvacen nalaz mikroskopije jer je izostala detekcija PCR signala. Saglasno ovoj
analizi zavrSna dijagnoza malarije postavljena je kod 45 bolesnika a revizijom
mikroskopije, konacna zastupljenost vrsta roda Plasmodium odstupala je od prvobitnog
mikroskopskog nalaza. ZavrSnu dijagnozu P. falciparum infekcije imalo je 71,1%
bolesnika ukljucujuéi i troje bez mikroskopske potvrde, P. vivax dijagnostikovan je u
8,9% slucajeva, P. ovale u 13,3% a P. malariae u 6,7% slucajeva. P. falciparum je
najzastupljenija importovana vrsta plazmodijuma i u zemljama u okruZenju (143, 144),
sa udelom od 61,8% izmedu 1987. 1 2011. godine u Hrvatskoj (145). Sli¢na situacija je i
u zemljama zapadne Evrope (93, 118, 121, 146) i severne Amerike (112).

Kod 45 bolesnika sa malarijom, slaganje mikroskopije 1 specijes-specificnog
qPCR-a zabelezeno je kod 33 (73,3%) bolesnika. Od 12 slucajeva nepoklapanja, Sest su
posledica netaéne mikroskopske identifikacije vrste plazmodijuma. Kod dve
mikroskopski uocene mesane infekcije radilo se o0 mono infekciji, pri ¢emu je bila tacno
odredena po jedna vrsta. U dva slucaja zamenjene su vrste P. ovale i P. vivax a u dva
slu¢aja P. ovale proglaSen je za P. malariae. Svih Sest greSaka desile su se tokom
vanrednih dolazaka van radnog vremena, u vreme kada nije bilo moguce uticati na
kvalitet napravljenih preparata.

Ostalih Sest slu¢ajeva nepoklapanja obuhvataju tri slu¢aja malarije detektovana
mikroskopski ali ne 1 specijes-specificnim qPCR-om (dve P. ovale infekcije

nedetektovane zbog odabira neadekvatnih prajmera, i jedne P. vivax nedetektovane
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zbog zakasnelog uzimanja uzorka krvi za molekularnu dijagnostiku) 1 tri (6,7%) slucaja

SMM.

Problem SMM, kod koje je gustina prisutnih parazita niska tj. ispod nivoa
osetljivosti mikroskopije, aktuelizovan je uvodenjem molekularne dijagnostike. SMM je
uobicajena pojava u endemskim podru¢jima i javlja se u 13 - 33% svih slucajeva
malarije (67, 147, 148, 149, 150) Sto je uslovljeno imunizovano$¢u. Medutim, sa
aspekta importovanja malarije u neendemska podru¢ja ovo je dijagnosticki vrlo
delikatna kategorija. Ramirez-Olivencia i sar. (2012) su u retrospektivnoj studiji analize
uspesnosti  dijagnostike importovane malarije kod 293 bolesnika u Madridu,
mikroskopski 1 konvencionalnim PCR-om, nasli 35,5% slu¢ajeva SMM (pozitivni na
PCR-u, negativni mikroskopijom), a dominantan uzro¢nik bio je P. falciparum (86,5%).
Simptomi (febrilnost, astenija, glavobolja) su bili prisutni kod svega 28,8% bolesnika.
Tropska splenomegalija je bila prisutna kod 13,3% ispitanika sa SMM, S§to je
dramaticno ucestalije nego medu bolesnicima sa mikroskopski potvrdenom malarijom
(1,8%). SMM je bila zastupljenija kod delimi¢no imunizovanih bolesnika (imigranti iz
endemskih podrucja i putnici koji su boravili preko dve godine u endemskom podrucju)
a znatno manje medu neimunizovanim putnicima (19,4%), koji su u tropima boravili
manje od dve godine (66).

U vreme pre uvodenja molekularne dijagnostike, od 2001. do 2009. godine, na
102 klini¢ka slucaja malarije zabelezili smo 11 (10,8%) bolesnika kod kojih
mikroskopski nisu uo€eni plazmodijumi, medu kojima je bilo 1 pet bolesnika koji su se
javili na pregled nakon zapocete terapije. Ovo je tumaceno ogranicenom osetljivoséu
mikroskopije ali 1 neiskustvom parazitologa zbog malog broja importovanih slucajeva i
nedostatka internacionalnih treninga (30), tako da sadasnji pad SMM na 6,7% mozZemo
tumaciti ve¢im dijagnostickim iskustvom.

Ako zastupljenost pojedinih vrsta roda Plasmodium uporedimo sa sopstvenim
rezultatima u periodu pre molekularne dijagnostike od 2001. do 2009. godine uocljivo je
odsustvo mesanih infekcija i porast ucesca P. malariae sa 1% na 6,7% i P. ovale sa 1%

na 13,3% (30).
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Smatra se da vest, dobro obucen parazitolog moze da prepozna vrstu ve¢ u
gustoj kapi sa relativno niskom gustinom, a da proveru vrste vrs$i mikroskopijom krvnih
razmaza. Vecina greSaka u pogledu identifikacije vrsta odnosi se na nemoguénost
razlikovanja morfoloski slicnih vrsta (P. vivax i P. ovale) 1 morfoloski slicnih stadijuma
pojedinih vrsta (P. knowlesi prema P. malariae i P. falciparum) (24). Mlade trofozoite
P. knowlesi tesko je razlikovati od prstenastih oblika P. falciparum dok je zrele
trofozoite, Sizonte 1 gametocite P. knowlesi teSko razlikovati od P. malariae. U rutinskoj
mikroskopskoj praksi Cesto se javlja i problem diferenciranja dve najzastupljenije 1
morfoloski razlic¢ite vrste, P. falciparum i P. vivax (151, 129). Medu najceSce
mikroskopske greske ubraja se i problem detekcije meSanih infekcija odnosno previd
manje zastupljene vrste (129).

Jedna nedavna studija pokazala je da je preko 17% mikroskopski identifikovanih
vrsta korigovano nakon primene PCR-a a da nivo greske kod identifikacije ne-
falciparum vrsta varira od 20 - 50% (113).

Dormond 1 sar. (2011) nasli su podudaranje rezultata mikroskopije 1 multiplex
PCR-a u 89% (73/82) analiziranih sluajeva malarije. Sest od devet slu¢ajeva
nepoklapanja odnosio se na meSane infekcije (90). IstraZivanja slicna naSem protokolu
pokazala su uskladenost izmedu mikroskopije i qPCR-a od 86% (92) odnosno 71%
(100). U naSem radu podudaranje za 45 slucajeva malarije je bilo 73,3%. Analizirano po
vrstama, za 32 bolesnika sa dokazanom P. falciparum malarijom podudaranje je bilo
90,6% (29/32), kao posledica nedetektabilnosti tri slu¢aja SMM P. falciparum kod kojih

je dijagnoza postavljena ex iuvantibus.

Najmanje poklapanje (16,7%) izmedu metoda zabelezeno je kod detekcije P.
ovale §to je uslovljeno mikroskopskim greskama ali 1 izborom prajmera. Upotrebljenim
prajmerima nije bilo moguce detektovati obe podvrste, 1 P. ovale curtisi (Poc) 1 P. ovale
wallikeri (Pow) (17, 19, 96). Jedna greska je nacinjena kao posledica morfoloske
sli¢nosti vrsta; naime, mikroskopski je viden P. vivax a specijes-specificnim qPCR-om
dokazano je da je u pitanju P. ovale. Medutim, kod jednog bolesnika je u dva navrata
doslo do zamene P. ovale sa P. malariae a analiza ove greSke ukazuje na klini¢ki znacaj
tacne identifikacije vrsta. Ova greSka retrospektivno je analizirana nakon uvodenja

qPCR-a. Mikroskopijom rezervnih preparata zakljuceno je da je netacna identifikacija
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vrste usledila zbog tehnickih gresaka i to u postupku uzorkovanja (debeo krvni razmaz)
1 u postupku bojenja preparata (nizak pH destilovane vode pri pravljenju radnog
rastvora Gimze §to je uslovilo neobojenost Schiiffner-ovih granula). Takode, parazitirani
Er nisu bili uvecani i1 bio je prisutan mali broj plazmodijuma jer je bolesnik ve¢ bio
zapoceo terapiju. Neidentifikovanje P. ovale je dovelo do toga da nije data terminalna
terapija primakvinom kojom bi se eliminisale uspavane forme u jetri, $to je uslovilo
relaps nakon 4 meseca. I ovaj put mikroskopski je proglasen P. malariae kao posledica
vrlo retkih plazmodijuma 1 neuocenih Schiiffner-ovih granula ali je nakon rezultata
specijes-specificnog qPCR-a da se radi o P. ovale, ordiniran i primakvin. Medutim,
vazno je pomenuti da se relapsi beleze i kod bolesnika kojima se ordinira 14-dnevna
terminalna terapija primakvinom jer se deSava da bolesnici u kuénim uslovima ne
koriste preporu¢enu terapiju ili je subdoziraju (152).

Zamena P. ovale 1 P. vivax posledica je njihove morfoloske sli¢nosti, malog
broja importovanih sluCajeva i nedovoljnog treninga parazitologa na inostranim
(92, 100, 153). Generalno, mikroskopska dijagnostika P. ovale je teSka zbog niske
parazitemije, moguénosti prisustva kao minorne vrste u meSanim infekcijama,
morfoloske sli¢nosti sa P. vivax i slabe osetljivosti brzih testova za ovu vrstu (23).
Svetske studije ukazuju na visok procenat greSaka u mikroskopskom razlikovanju ove
dve vrste (73, 113); tako su Cnops 1 sar. (2011) nasli pomoc¢u qPCR-a 11,4% gresaka
ovog tipa (93). Morassin 1 sar. (2002) koji su u svom istrazivanju na uzorku od 529
slu¢ajeva malarije naSli svega 2,64% P. ovale 1 P. vivax, navode da problem
razlikovanja P. ovale 1 P. vivax moZze biti posledica neistreniranosti parazitologa jer se
ove vrste generalno retko detektuju a kada su prisutni samo mladi trofozoiti gotovo ih je
nemoguce razlikovati (94). Medutim, zamena ove dve vrste s obzirom na isti terapijski
pristup nema klinicke posledice. Ozbiljnija je greSka zamena P. malariae i P. ovale.

Kod tri bolesnika sa P. malariae malarijom podudaranje metoda je bilo 66,7%;
mikroskopski je u jednom slucaju uo¢ena mesana infekcija (Pm + Pv) ali je specijes-

specificnim qPCR-om pokazano da je u pitanju samo P. malariae.

Stvarno slaganje ove dve metode na 53 ispitivana uzorka bilo je 76,4%.

Analizirano po vrstama plazmodijuma najbolje stvarno slaganje ove dve metode
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postignuto je kod vrste P. malariae 94,6%, zatim kod P. falciparum i P. vivax od
90,9%, a najmanje kod P. ovale 89,1%. Medutim, zbog malog broja nefalciparumskih
vrsta ovi rezultati sem za P. falciparum nisu realni.

Razlog za to §to je najbolje slaganje metoda postignuto za P. falciparum lezi u
tome §to je ova vrsta najzastupljenija $to uslovljava i najbolju izvezbanost parazitologa
za identifikaciju ove vrste. Takode, ova vrsta je ¢esto pracena viSom parazitemijom $to
uz mikroskopiju se godinama unazad primenjuje brzi test za detekciju specificnog
HRP2 antigena ove vrste ¢ime se potpomaze nalaz mikroskopije. Izmedu specijes-
specificnog qPCR-a za detekciju P. falciparum sa brzim testom za detekciju HRP2
antigena ove vrste, postignuto je stvarno slaganje od 96,2%, dok je stvarno slaganje
1izmedu mikroskopije 1 brzog testa bilo 92,9% Sto ukazuje na prednost paralelne primene
ove dve metode za inicijalnu dijagnostiku kod sumnje na falciparum malariju.

Odli¢ne performanse primenjenog brzog testa, koji se nalazi na listi SZO i CDC-

a (dostupno na:

http://www?2.wpro.who.int/internet/resources.ashx/RDT/docs/MD _table34+%281%29 t
otallistofISO131485criteria.pdf;

http://www.cdc.gov/dpdx/diagnosticProcedures/blood/antigendetection.html)

preporucuju ga za inicijalnu dijagnostiku vrste P. falciparum. Dugo trajanje HRP2
antigenemije kod bolesnika sa nedavno le€enom P. falciparum malarijom diskvalifikuju
ga medutim za pracenje efekata primenjene terapije (75).

Uvodenjem molekularnih metoda detekcije vrsta plazmodijuma pokazana je viSa
prevalencija P. malariae 1 P. ovale kao 1 genetski polimorfizam P. malariae a narocito
P. ovale (19). Vrsta P. ovale bila je do sada potcenjena kako u pogledu geografske
distribucije (17, 18, 20, 21, 19) tako i1 u pogledu tezine klinicke slike (49). Zbog niske
parazitemije, tek je uvodenjem molekularne dijagnostike pokazano znatno vece ucesce
P. ovale kao uzro¢nika malarije, narocito kao minorno zastupljene vrste unutar mesanih
infekcija (23).

Ispostavilo se da brojni izolati P. ovale uoceni mikroskopski nisu mogli biti
detektovani pojedinim PCR protokolima (96). Uocena je heterogenost male subjedinice
(SSUrRNA - small subunit ribosomal RNA) tRNK gena P. ovale (19, 154) a daljim

istrazivanjima pokazano je da genetski polimorfizam ove vrste ima znacajan upliv na
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osetljivost molekularne dijagnostike $to je uslovilo potrebu dizajniranja novih
oligonukleotidnih prajmera. Genetski polimorfizam koji je €esto prisutan kod P. ovale i
rede kod P. malariae nije prisutan kod P. falciparum 1 P. vivax $to ukazuje na njihov
razli¢it filogenetski razvoj (96). Calderaro i sar. (2007) su retrospektivnom primenom
nested PCR-a sa novim setom prajmera (NP-2005) za P. ovale, koji prevazilaze
polimorfizam ssrRNA gena, nasli viSe P. ovale nego $to je ranijim prajmerima
detektovano, §to ukazuje na postojanje dve varijante P. ovale. Da varijante P. ovale
nisu ogranic¢ene samo na JI Aziju ve¢ ih ima 1 u zapadnoj Africi pokazala su istrazivanja
Calderaro 1 sar. (2007) na uzorcima importovane malarije u Italiji (96). Sutherland i sar.
(2010) su molekularnom analizom multilokusnih sekvenci Sest genetskih markera 55
izolata P. ovale iz 12 africkih 1 tri zemlje Azije naSli dimorfizam svih Sest genetskih
karakteristika 1 predlozili taksonomsku reviziju P. ovale na dve zasebne vrste: P. o.
curtisi 1 P. o. wallikeri (18). Pretpostavka je da je evolutivna podela ove dve vrste
nastala pre milion do 3,5 miliona godina u organizmu primata (17). Oguike i sar. (2011)
su primenom konvencionalnog PCR-a za amplifikovanje dve nezavisne ciljne sekvence
za razlikovanje Poc 1 Pow (ponovljeni region poctra i powtra gena), nasli da ove dve
vrste simultano cirkuliSu u africkim zemljama Kongu, Ugandi i E. Gvineji (17).
Culleton-a 1 sar. (2008) su na 2.588 uzoraka iz africkih zemalja nasli 3,9%
zastupljenosti P. ovale (155). U vrlo dinami¢nom prilivu nauc¢nih informacija o
dijagnostici ovale malarije ispostavlja se da je na$ protokol za detekciju P. ovale
prevaziden. U studiji Calderaro i sar. (2007) uo€eno je a 2012. potvrdeno da je qPCR-
om za detekciju P. ovale po protokolu Perandin-a i sar. (2004) moguce detektovati P. o.
curtisi ali ne 1 P. o. wallikeri (96, 156). PoSto smo 1 mi za detekciju P. ovale koristili
prajmere po protokolu Perandin-a i sar. (2004), ovo potvrduje da su nasa Cetiri

detektovana slucaja P. ovale bili P. o. curtisi a dva nedetektovana P. o. wallikeri.

Za sada su retka saznanja o klinickim razlikama izmedu infekcija izazvanim
ovim dvema vrstama P. ovale. Relativno visok nivo parazitemije zabelezen je kod
bolesnika sa Pow infekcijom na Tajlandu (157). U Bangladesu od 13 bolesnika sa Pow i
10 sa Poc infekcijom, samo su Cetiri imala simptomatsku infekciju. S porastom broja
putovanja raste 1 broj importovanih slucajeva P. ovale infekcija i do 8,8 %, pre svega iz

zapadne Afrike (49, 158). Multicentricna retrospektivna studija sekvenciranja
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importovanih P. ovale genotipova (21 Poc i 14 Pow) sprovedena u Spaniji 2011.
godine, podrzava hipotezu da su Poc i Pow dve odvojene vrste (49). Trombocitopenija
je znacajno zastupljenija kod bolesnika sa Pow nego kod onih sa Poc infekcijom. Kod
bolesnika sa Pow infekcijom uoceno je da su krace boravili u Africi i da je kraci interval
od povratka iz Afrike do pojave simptoma nego kod bolesnika sa Poc infekcijom; i u
ispitivanju u Velikoj Britaniji je pokazano da je taj interval bio 40,6 dana za Pow prema
85,7 dana za Poc (159). Takode, kod Pow infekcija zabelezen je niZi nivo albumina,
visa maksimalna temperatura (39,7°C prema 38,4°C) 1 viSe vrednosti transaminaza i
markera hemolize (Hgb, LDH, bilirubin) dok su komplikacije i nivo parazitemije
ujednaceno zastupljeni u obe grupe (49). Veca ucestalost mucnine i povracanja je
zabeleZzena kod Pow infekcija nasuprot odsustvu istih kod Poc infekcija (49). Ovi
podaci ukazuju na laksi prenos 1 neznatno vecu patogenost Pow infekcije. Nolder 1 sar.
(2013) analizom 74 Poc i 60 Pow infekcija nisu uocili morfoloske razlike izmedu ove
dve vrste, ali su uocili da je dvostruko veci broj bolesnika sa sensu lato ovale malarijom
koristio hemioprofilaksu nego u kategoriji sa falciparum 1 vivax infekcijom (159).

Na uzorku od Sest bolesnika (povratnika iz E. Gvineje) kod kojih smo
dijagnostikovali P. ovale, od kojih za cetiri pretpostavljamo da su Poc a dve Pow, ne
moze se donositi statisticki znacajan sud o klinicko-laboratorijskim razli¢itostima. Nije
bilo mikroskopski uocenih morfoloskih razlika izmedu dve vrste P. ovale. Kod dve Pow
infekcije zabeleZzena je dvostruko niza srednja vrednost trombocitopenije (68,5 g/L)
nasuprot ostale Cetiri Poc infekcije (112 g/L), kao 1 dvostruko krace srednje vreme od
dolaska u zemlju do pojave simptoma malarije kod Pow (82 dana) u odnosu na Poc

infekcije (206,5 dana).

Srednje vreme trajanja parazitemije kod 45 bolesnika sa malarijom odredene
mikroskopski bilo je 2,2 dana a DNK-nemije odredene skrining qPCR-om 7,9 dana.
Najduza zabeleZena parazitemija trajala je 5 dana a DNK-nemija > 28 dana, u oba
slucaja radilo se o falciparum infekcijama. Od dva bolesnika sa DNK-nemijom > 28
dana, jedan je imao gametocite. Analizirano po vrstama, jedino je kod P. falciparum
zabelezena izrazito znacajna razlika u trajanju parazitemije i DNK-nemije, 1,9 prema
9,2 dana, §to je posledica viSe parazitemije ove vrste 1 posledi¢no vece koliCine

rezidualne DNK koja se oslobada iz raspadnutih parazita. S obzirom na to da je P.
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falciparum bila dominantno zastupljena vrsta (n=32) to je uslovilo znacajnu razliku
izmedu mikroskopske parazitemije i DNK-nemije u citavoj grupi bolesnika sa
malarijom. Takode, u akutnoj P. falciparum infekciji gametociti nastaju 7 do 15 dana
nakon parazitemije 1 prisutni su u rasponu od 2,5 do 22 dana, duZe nego Sto je trajanje
aseksualne parazitemije (160), ¢ime se donekle moze objasniti ovako dugo trajanje

DNK-nemije.

Prac¢enje DNK-nemije ima ograni¢enu upotrebljivost i prolongirana pozitivnost
mora se tumaciti na osnovu klinickog stanja bolesnika jer mozZe biti posledica razli¢itih
¢inilaca ukljucujuéi prisustvo gametocita i rezidualne DNK iz raspadnutih parazita kod
lecenih bolesnika, Sto nema klinicki znacaj. S druge strane, korist od pracenja DNK-
nemije se ogleda u moguénosti verifikacije skoka parazitemije kod rezistencije na
antimalarike.

U toku primene antimalarika mikroskopski se ne mogu razlikovati terapijom
oSteceni 1 neoSteceni paraziti, $to je jedna od mana mikroskopije jer vodi prolongiranoj,
bespotrebnoj primeni antimalarika. U tom smislu, detekcija prolongirane DNK-nemije,
takode ne doprinosi reSenju ovog problema. U tim situacijama klini¢ki bi bio koristan
brzi antigenski test za detekciju pLDH koju lu¢e samo vijabilni paraziti, ali tu postoji
problem nedovoljne osetljivosti ovih testova za nefalciparumske vrste i za niske
parazitemije (74, 75, 76).

Duza detektabilnost DNK merene qPCR-om u odnosu na parazitemiju merenu
mikroskopski posledica je i vece osetljivosti qPCR-a za niske parazitemije. Ovo je
pokazano detekcijom DNK P. falciparum kod tri bolesnika koji su samoinicijativno
zapoceli terapiju. Stoga je klinicki opravdano kod ove kategorije bolesnika i drugih
nejasnih slucajeva primeniti qPCR. Dobra osetljivost preporucuje ga i za dijagnosticki
skrining kod asimptomatskih povratnika iz tropskih krajeva, naro¢ito kod imunizovanih
osoba koje tamo zive ili su dugo boravile.

Prolongirana parazitemija moze biti i posledica rezistencije na antimalarike.
Studije u JI Aziji sugeriSu da neki bolesnici ispoljavaju produzeno vreme parazitskog
klirensa na 3 dana nakon monoterapije artesunatom (161). Trajanje parazitemije je duze

nakon terapije kininom nego hlorokvinom (55).
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DosadaSnja ispitivanja pokazala su duze trajanje DNK-nemije nego
mikroskopske parazitemije (146, 162, 163). Prvobitna tumacenja bila su da detekcija
DNK parazita 5 do 8 dana nakon uvodenja antimalarika ukazuje na terapijski neuspeh,
kao posledica parazitskog otpora (164). Ova "upornost" DNK plazmodijuma je
medutim manja od "upornosti" odrzavanja HRP2 antigenemije koja se belezi brzim
testovima (77, 94). Komparacija dijagnostickih metoda (dva brza testa sa HRP2
antigenom 1 pLDH, mikroskopija nakon bojenja po Gimzi i1 akridin oranZom 1 qPCR) u
pracenju efikasnosti primenjene terapije kod 53 tanzanijske dece sa nekomplikovanom
falciparum malarijom leCene kombinacijom artemetar - lumefantrin pokazala je da je
pracenje pLDH antigenemije superiorno za procenu ishoda lecenja. Zabelezeno je
srednje vreme trajanja HRP2 antigenemije od 28 dana (u rasponu 7 do > 42 dana), 7
dana za pLDH (2 - 14 dana), srednje trajanje parazitemije mikroskopijom preparata
bojenih po Gimzi i akridin-oranZom bilo je po 2 dana dok je srednje vreme DNK-nemije
gPCR-om bilo 3 dana (1 - 28). Od cetvoro dece sa prolongiranom parazitemijom (u
trajanju od 7, 14 a kod dvoje 21 dan), dvoje je imalo samo gametocite. Kod 10 dece
doslo je do pojave rekrudescencije unutar 42 dana koliko su prac¢eni nakon prve epizode
bolesti. Rekrudescencija se javljala izmedu 14. 1 35. dana pracenja, i najuspesnije je
detektovana brzim testom sa pLDH (8/10). qPCR je u vreme rekrudescencije bio
pozitivan kod svih 10 bolesnika ali i kod dodatnih Sest asimptomatskih bolesnika usled
prolongirane DNK-nemije (75).

Istrazivanja su pokazala i moguénost hroni¢ne detekcije parazitske DNK u
regionima sveta gde je malarija endemska, Sto moze biti posledica veoma niskih
parazitemija imunizovanih pojedinaca (165, 80). Osobe koje Zive u podrucjima
endemskim za malariju kontinuirano su izlozene infekciji, tako da nakon ponovljenih
infekcija mogu razviti stanje premunicije koje se karakteriSe imunskim odgovorom
sposobnim da kontroli§e parazitemiju. Ovaj imunitet medutim ne moZe da eliminiSe sve
parazite iz cirkulacije, tako da ove osobe postaju asimptomatski rezervoari i
omogucavaju zarazavanje vektora i odrzavanje transmisije (166, 167). Ako ovakve
osobe dodu u podrucja gde malarije nema, predstavljaju opasnost i za uspostavljanje
transmisije u ovim regionima ukoliko domaci vektori preuzmu gametocite krvnim
obrokom, kao 1 rizik za zdravstvene radnike (ubod kontaminiranom iglom), za

prenosenja infekcije transfuzijom krvi, kongenitalno ili transplantacijom organa. Stoga
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je preporuka da se imigranti iz endemskih podru¢ja podvrgnu skriningu na malariju
(168). U Italiji se od 2000. godine belezi stalan pad broja importovanih slucajeva
malarije preko imigranata, ali oni su jo§S uvek sa 70% najzastupljenija kategorija
obolelih od malarije. Podaci Mascarello i sar. (2008) potvrduju znacajnu razliku kako u
klinickim tako 1 u parazitoloSkim nalazima izmedu delimi¢no imunizovanih i
neimunizovanih bolesnika. Tri glavne bolnice u Veroni (koje zbrinjavaju 10% svih
slucajeva importovane malarije u Italiji) prijavile su od 2000. do 2004. godine 380
slucajeva malarije, ukljuuju¢i 43 dece. Delimi¢no imunizovani bolesnici imali su
znacajno nizu parazitemiju i kra¢e vreme parazitskog klirensa 1 znacajno krace trajanje
febrilnosti od neimunizovanih, koji predstavljaju grupu visokog rizika za razvoj teske
malarije. Kod imigranata deCijeg uzrasta je zabeleZena znatno viSa parazitemija i
znaCajno manji broj trombocita nego kod odraslih imigranata (169). Driessen i sar.
(2008) u Holandiji navode bolesnike de¢jeg uzrasta kao posebno rizicnu kategoriju za
importovanu malariju, kod kojih su u 31% slucajeva zabelezili komplikacije (170). U
naSem istraZivanju u analiziranom peridu nismo zabeleZili sluajeve importovane
malarije kod dece ali ranije jesu belezeni takvi slucajevi (30).

Prevalencija malarije medu izbeglicama iz endemskih podru¢ja krece se od 3%
do preko 60%, a mnogi od njih su bez klini¢kih tegoba (171). Studija sprovedena u
Kanadi, u kojoj su ispitivane 324 asimptomatske izbeglice iz malari¢nih podrucja na
prisustvo plazmodijuma PCR-om, pokazala je prevalenciju od 3,1% Sto ukazuje na
znaCaj molekularnog skrininga u prevenciji simptomatske infekcije ali 1 u prevenciji
uspostavljanja autohtone transmisije (116).

Ima 1 suprotnih mi$ljenja; studija u Iranu kojom je obuhva¢eno 900
asimptomatske dece Skolskog uzrasta sa podrucja sa endemskom malarijom pokazala je
odsustvo pozitivnih nalaza mikroskopijom i 1,1% pozitivnih nalaza na P. vivax PCR-om
a zakljucak autora je da nema opravdanosti za primenu skupe metode poput PCR-a kod
asimptomatske populacije (172).

U nasem istrazivanju, kod tri bolesnika sa P. falciparum malarijom i jednog sa
P. vivax-om zabelezen je skok DNK-nemije drugog dana po zapolinjanju terapije
antimalaricima. Kod dva bolesnika sa P. falciparum malarijom usledio je i skok

mikroskopske parazitemije, medutim ova promena nije korelirala sa klinickim
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pogorSanjem niti sa promenama u hematolosko-biohemijskim nalazima tako da
terapijski protokol nije korigovan.

Pocetne varijacije u parazitemiji nakon zapocinjanja terapije antimalaricima
mogu biti fizioloSke. Kod P. falciparum, Sizonti se retko nalaze u perifernoj krvi jer su
zaplenjeni na endotelu sitnih krvnih sudova unutrasnjih organa. Pad parazitemije moze
biti posledica sekvestracije, 1 tada se u krvi uocavaju zreli trofozoiti. S druge strane,
prskanjem zaplenjenih Sizonata, moze do¢i do skoka parazitemije znatno izraZenijeg
nego kod drugih vrsta gde nema zaplene parazitiranih Er. Tada u krvi dominiraju mladi
trofozoiti (123). Time se moZe objasniti skok parazitemije kod dva bolesnika sa P.
falciparum malarijom.

Vreme mikroskopskog klirensa parazita u toku lecenja nekomplikovane
falciparum malarije artemizininskim preparatima je obicno 72 sata (161). Poznato je da
je klirens parazitemije kininom sporiji (47). Interesantni su rezultati PCR istrazivanja o
odrzavanju DNK-nemije na animalnom modelu, miSevima eksperimentalno inficiranim
sa P. chabaudi chabaudi. Prvoj grupi su direktno u krvotok ubrizgavani plazmodijumi
ubijeni postupkom zamrzavanja - otopljavanja, dok su druga 1 tre¢a grupa inficirane
vijabilnim parazitima nakon cega je druga grupa lecena, a kod trece, hiperimunizovane
grupe parazitemija je eliminisana imunskim mehanizmima. U prvoj grupi nakon
inokulacije nevijabilnih parazita DNK se nije mogla detektovati posle 48 sati. Rezultat
ove grupe pomogao je da se uocena prolongirana amplifikacija DNK nakon klirensa
vijabilnih parazita u drugoj grupi objasni prisustvom DNK iz lekovima nedavno

unistenih ili oSte¢enih parazita (132).

Skrining qPCR moze se koristiti za kvantifikaciju parazita. Medutim, u nasem
radu pokazana je niska korelacija (r=-0,442, p=0,009, 1°=0,195) izmedu Cr vrednosti
dobijene na skrining qPCR-u i1 mikroskopski odredenih nivoa parazitemije za P.
falciparum infekcije. U studiji Dormond-a 1 sar. (2011) korelacija parazitemije odredene
skrining qPCR-om i mikroskopski bila je visoka (r* vrednost 0,577) (90), dok su
Rosanas-Urgell i sar. (2010) zabelezili r* vrednost od 0,825 za P. falciparum, odnosno

0,5049 za P. vivax, §to objaSnjavaju generalno nizom parazitemijom kod ove vrste

(173).
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Niska korelacija u nasoj studiji moze se objasniti ¢injenicom da je standardna
kriva za kvantifikaciju dobijena iz uzorka sa parazitemijom koja je ograni¢ena
subjektivno$¢u parazitologa. Dalje, nizem nivou korelacije u nasoj studiji mogli su
doprineti 1 prisustvo viSe parazita u Er (Sto je uobicajeno kod vrste P. falciparum koji je
u nasoj studiji bio dominantan, a §to se zanemaruje pri izracunavanju parazitemije),
prisustvo gametocita ¢ija DNK se takode detektuje qPCR-om a ne racuna se pri
izraCunavanju parazitemije, kao 1 prolongirano prisustvo DNK kod le¢enih bolesnika.
Merenjem DNK-nemije, dakle, kod P. falciparum infekcije mogu se zabeleziti lazne
visoko pozitivne vrednosti, S$to neizbezno ukazuje na potrebu za daljom
standardizacijom 1 optimizacijom protokola za kvantifikaciju parazita qPCR-om. Ono
Sto preporucuje kvantifikaciju parazitemije PCR-om su brojni nedostaci mikroskopskog
izraCunavanja parazitemije. Procena je da debeo krvni razmaz snizava parazitemiju za
30% u odnosu na tanak krvni razmaz. Zato je korisno automatsko brojanje ili
kvantifikacija qPCR-om (123).

U podgrupi bolesnika sa P. falciparum malarijom kod kojih je parazitemija
pracena u toku i nakon antimalari¢ne terapije, naglo je opadala prvog dana primene
terapije. Parazitemija nija bila detektabilna nakon drugog dana kod Ccetiri bolesnika,
odnosno treeg dana terapije kod dva bolesnika. Medutim, parazitska DNK je
detektovana mnogo duze (16, 18 pa i 27 dana). Srednja Cr vrednost za Sest bolesnika
prvog dana mikroskopski nedetektabilne parazitemije bila je 32,07 + 1,28, a kretala se u
rasponu od 28,08 do 35,35. Jedan bolesnik je bio samoinicijativno zapoceo terapiju
(Coartem®) pre javljanja na pregled, ali je interesantno da nije bilo razlika izmedu
njega 1 ostalih bolesnika. Dormond i sar. (2011) su pracenjem 82 slufaja malarije
mikroskopski i skrining qPCR-om zabelezili brzo opadanje parazitske gustine sa
zapocinjanjem terapije, sa slicnim padom obe krive, i parazitemije i DNK-nemije,
odnosno visoku korelaciju kvantifikacije parazita merene qPCR-om i1 mikroskopijom,
Sto ukazuje na upotrebljivost obe metode za pracenje efikasnosti primenjene terapije

(90).
Kod 45 bolesnika sa dokazanom malarijom dominirao je muski pol (95,6%).

Srednja Zivotna dob iznosila je 50 godina. Uzimaju¢i u obzir da je viSemesecno

angazovanje na gradevinskim poslovima bio glavni razlog putovanja, dominantno je
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bilo zastupljeno radno sposobno stanovnistvo (> 20 godina), muskog pola. Vecinu
bolesnika ¢inili su drzavljani Srbije. Posao kao glavni razlog putovanja predstavlja
viSedecenijsku karakteristiku importovane malarije u Srbiji, 1 dok je ranije veliki broj
naSih gradevinskih firmi sklapao poslove sa africkim nesvrstanim zemljama (20), u
poslednjim decenijama u vreme tranzicije, doslo je do propadanja velikih gradevinskih
preduzeca i radnici su u potrazi za poslom pojedinacno, manje ili viSe organizovano,
odlazili u africke zemlje (30). Ve¢inom se radilo o poslovima na izgradnji puteva i
stambenih objekata (80,0%). U Hrvatskoj dominiraju pomorci, potom gradevinski
radnici 1 turisti (174), dok u zapadnoevropskim zemljama dominiraju imigranti a
domace stanovnisStvo stice malariju na turistiCkim putovanjima (66, 118, 119, 120, 169).

Najveci broj bolesnika sa malarijom je boravio duze od 6 meseci u endemskim
podrucjima za malariju (82,2%). Antimalari¢nu profilaksu, 1 to neredovno, koristilo je
svega 4,4% bolesnika. Ranije epizode malarije imalo je 86,7% bolesnika, Sto je
posledica dugog boravka u malaricnom podrucju i nekoriSéenja profilakse. U Sloveniji,
medu 73 bolesnika sa malarijom 17,8% imalo je ranije epizode malarije (144). U
Hrvatskoj je od 201 slu€aja importovane malarije u periodu 1987 - 2006. redovnu
profilaksu koristilo 23,3% obolelih (174), dok je u Sloveniji u periodu od 2001 - 2011.
od 73 slucaja importovane malarije podatak o pravilnom reZzimu koriS¢enja
hemioprofilakse dalo 21,9% obolelih (144). Iako kod nas ne postoje registrovani
antimalarici, putnici dobijaju preporuke od epidemiologa Instituta za javno zdravlje
Srbije o odgovaraju¢em antimalariku za podruc¢je u koje putuju, kao i1 rezim upotrebe.
Slabo koriS¢enje profilakse je kako posledica realnog straha od Stetnih efekata tako i
predrasuda o antimalaricima u smislu njihovog efekta na smanjenje potencije i pojavu
psihi¢kih smetnji. Interesantno je da putnici retko daju podatak o koris¢enju
alternativnih profilaktickih preparata koje spravlja lokalno stanovnistvo.

Afrika je bila najposecéeniji kontinent, i to najviSe centralna i zapadna Afrika, Sto
je trend 1 u drugim zemljama zapadnog Balkana (143, 144, 145) ali i zapadne Evrope. U
Velikoj Britaniji npr zapazeno je da je od 773 bolesnika sa laboratorijski potvrdenom P.
falciparum malarijom 96% putovalo u Afriku a dominantan razlog putovanja bila je
poseta rodacima u zemlji porekla, dok je prosecno vreme od pojave simptoma do

javljanja na pregled bilo cetiri dana (118).
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Gotovo polovina obolelih od malarije (46,7%) boravila je u E. Gvineji, zatim
Nigeriji 1 Angoli, §to je posledica migracije naSih gradevinskih radnika od 2010. godine
u ova podruc¢ja. U Kini se najveci broj sluCajeva malarije importuje preko radnika koji
rade u Angoli, Nigeriji 1 E. Gvineji (175). E. Gvineja je zemlja u kojoj je transmisija
malarije medu najintenzivnijim u svetu (48, 176). Zbog priliva imigranata iz E. Gvineje
kao bivse Spanske kolonije, dominantno importovanje malarije iz ove zemlje zapaza se i
u Spaniji (177), u Madridu ¢ak 81,7% (66). U Barseloni je gotovo 60% africkih
bolesnika sa malarijom poreklom iz ove zemlje (178). I zemlje u naSem okruzenju poput
Albanije (143) i Rumunije (179) beleze importovanje malarije preko svojih drzavljana
koji rade u E. Gvineji. Ovo je posledica ekspanzije gradevinskih radova i izgradnje
puteva u ovoj zemlji 1 potraznje za radnom snagom koja se preliva iz zemalja u
tranziciji. Vazno je primetiti da su u nasu zemlju iz E. Gvineje importovane sve Cetiri

vrste plazmodijuma, najvise P. falciparum (n=13).

U naSoj studiji dijagnostikovani su samo bolesnici sa importovanom malarijom.
Klini¢ka slika u prilog ove infekcije medutim i bez podatka o putovanju u malaricno
podrucje obavezuje na iskljucivanje ove infekcije, zbog moguénosti uspostavljanja
sporadi¢nih slucajeva autohtone transmisije (2, 3, 5, 180).

Svih 45 bolesnika sa potvrdenom malarijom je imalo karakteristicnu klini¢ku
sliku ove bolesti. Kod 6,7% bolesnika tegobe su zapocele pre povratka u zemlju, dok su
kod najveceg broja bolesnika zapocele u toku prve (40,0%) 1 druge nedelje (22,2%) po
dolasku u zemlju. Kod osam bolesnika tegobe su zapocele izmedu 2 meseca i godinu
dana po povratku, i u svim slu¢ajevima se radilo o ne-falciparum malariji. Srednje
vreme javljanja tegoba po dolasku u zemlju kod bolesnika sa dijagnostikovanom P.
falciparum infekcijom bilo je 7,8 dana (najduze 30 dana). Generalno se ova vrsta
klini¢ki ispoljava unutar prva 2 meseca po infekciji, vrlo retko kasnije (37). Srednje
vreme javljanja tegoba nakon povratka u zemlju za P. vivax bilo je 61 dan, kod P. ovale
165 1 kod P. malariae 42,7 dana.

Srednje vreme od pojave tegoba do javljanja na pregled za obolele od malarije
bilo je 4,8 dana Sto je sli¢no studiji Roberts i sar. (2013) koji su zabelezili 4 dana (118).

Samoinicijativno zapocinjanje terapije antimalaricima je znacajno zastupljenije u

kategoriji bolesnika sa malarijom nego u grupi bez malarije (P=0,004). U grupi sa
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dijagnostikovanom malarijom gotovo tre¢ina bolesnika je u vreme javljanja na pregled
zapocela terapiju antimalaricima Sto zbog redukovanja parazitemije 1 prisustva
poluraspadnutih parazita znacajno otezava mikroskopsku dijagnostiku. Pojava
samolecenja ve¢ duze vreme je prisutna medu naSim gradevinskim radnicima koji
neorganizovano odlaze u malari¢na podrucja, gde od tamosnjih poslodavaca dobijaju
antimalarike sa preporukom da ih pri pojavi febrilnosti upotrebe (30), ali se ova pojava
belezi 1 u razvijenim zemljama poput Japana. PCR se smatra pogodnom metodom za
ovu kategoriju mikroskopski nedetektabilnih malarija (181).

Hroni¢ne bolesti zabelezili smo kod 26,7% bolesnika sa malarijom. U studiji u
Madridu kod 293 slucaja importovane malarije, komorbiditet, uglavnom sa drugim
infektivnim bolestima, zabelezen je kod 60,4% bolesnika (66).

Za razliku od npr protokola u Svajcarskoj i Sloveniji (121, 144) gde se ne
hospitalizuju svi oboleli od malarije, kod nas se svi bolesnici sa malarijom hospitalno
lece. Hospitalizacija je trajala prosecno 12 (najduze 85) dana, za razliku od Slovenije
gde je prosecno trajanje hospitalizacije svega 3 dana (144).

U naSem istraZivanju su svi bolesnici sa malarijom bili febrilni dok Ramirez-
Olivencia i sar. (2012) u Madridu beleZe i1 pojavu asimptomatske mikroskopske malarije
(11,1%). Isti autori u kategoriji bolesnika sa mikroskopski dokazanom malarijom beleZe
95,2% febrilnosti 1 svega 60% u kategoriji SMM (66) Sto je posledica vece
zastupljenosti imunizovanih bolesnika. Jezu 1 drhtavicu imalo je 93,3% bolesnika, a
glavobolju 46,7% bolesnika prema 70,8% kod mikroskopske malarije koliko beleze
autori u Madridu (66).

U kompleksnoj dijagnostici malarije znacajno mesto zauzimaju tzv. surogat
markeri, tj. biohemijski i hematoloski parametri koji mogu olaksati sumnju na ovu
infekciju 1 ubrzati potvrdu dijagnoze. Anemija i trombocitopenija su najucestaliji
hematoloski parametri udruzeni sa malarijom, kako onom izazvanom sa P. falciparum
tako 1 sa P. vivax. Kod neimunizovanih putnika razvoj i intenzitet anemije i
trombocitopenije zavisi od vrste roda Plasmodium, vremena proteklog od infekcije,
intenziteta infekcije 1 imunskog statusa domacina (182). Trombocitopenija se smatra
dobrim prediktorom akutne malarije i kod odraslih (121, 183, 184) 1 kod dece (185).

Obicno je blaga do umerena, ali moze biti i teska.
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U hematoloskim nalazima kod 62,2% bolesnika zabelezen je pad Er, kod 35,6%
pad Hgb, dok je kod 88,9% zabelezena trombocitopenija. Porast LDH imalo je 77,8%
bolesnika. Pokazana je statisti¢ki znacajna razlika u pojavljivanju hemoglobinemije,
eritrocitopenije, leukocitopenije i pada LDH u kategoriji bolesnika sa dokazanom
malarijom nasuprot kategoriji bolesnika kod kojih je malarija iskljucena, dok je najviSa
razlika pokazana za pojavu trombocitopenije.

U opseznoj studiji sprovedenoj u Njujorku od strane Patel-a i sar. (2004)
trombocitopenija je zajedno sa febrilnoS¢u imala osetljivost 1 NPV 100%, specifi¢nost
70% 1 PPV 86%. Stoga je preporuceno da kod febrilnih bolesnika sa trombocitopenijom
1 podatkom o putovanju u malaricno podrucje treba obavezno izvrSiti viSekratno
ispitivanje na malariju (184). Mehanizmi koji dovode do trombocitopenije kod malarije
jo$ uvek nisu poznati, ali su povezani sa tezinom bolesti (186). Analizom korelacije
nivoa parazitemije i Tr uo€ena je znacajnija trombocitopenija kod bolesnika koji imaju
hiperparazitemiju 1 akutnu bubreZznu insuficijenciju u odnosu na bolesnike bez
komplikacija (187).

Gjorup 1 sar. (2007) u Danskoj analizirali su hematoloske i1 biohemijske
parametre kod 28 bolesnika sa P. falciparum 1 12 sa P. vivax/ovale malarijom 1 66
bolesnika suspektnih na malariju bez mikroskopske potvrde. Trombociti, Le kao i
faktori koagulacije (II-VII-X) bili su znacajno nizi, a C-reaktivni protein (CRP), LDH i
bilirubin znacajno visi u kategoriji bolesnika sa potvrdenom malarijom, bez znacajnih
promena u nivou Hgb (183).

Rutinski laboratorijski nalazi ne koreliraju uvek sa teZinom malarije. Stauga 1
sar. (2013) analizirali su dijagnosti¢ku i1 prognosti¢ku vrednost nekoliko biomarkera
zapaljenja, endotelne i srane disfunkcije, koagulacije (fibrinogen, D-dimer, Tr) i
hemolize (LDH) kod 12 bolesnika sa teSkom i 67 sa nekomplikovanom importovanom
falciparum malarijom, uporedujuci ih sa rezultatima 41 negativne kontrole u Nemackoj.
Najbolji dijagnosti¢ki marker u prilog malarije bio je porast nivoa CRP-a preko 10,8
mg/L, dok nijedan biomarker ni na prijemu ni u toku hospitalizacije nije bio od
prognosti¢kog znacaja za razvoj tesSke malarije (188).

D'Acremont i sar. (2002) u Svajcarskoj na uzorku od 97 bolesnika sa malarijom

1 239 kontrola apostrofiraju splenomegaliju 1 trombocitopeniju kao najbolje prediktore
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malarije korisne kao smernice za zapocinjanje terapije kod bolesnika sa negativhom

mikroskopijom ili nemoguénos¢u sporovodenja hitne dijagnostike (6).

Od 45 bolesnika sa dijagnostikovanom malarijom kod 38 (84,4%) bolesnika
radilo se o inicijalnoj infekciji. Kod ostalih sedam u pitanju su bili relaps (n=3) i
rekrudescencija (n=4). Relapsi su se javljali u rasponu i do 6 meseci od lecenja
inicijalne infekcije a rekrudescencije do 20. dana od leCenja inicijalne falciparum
malarije. Sem jednog bolesnika kod koga je relaps bio posledica dijagnosticke greske u
pogledu vrste kada je proglasen P. malariae umesto P. ovale, $to je uslovilo nedavanje
primakvina, ostali su bili posledica neadekvatnog leCenja malarije neposredno pre
dolaska u Srbiju ili prethodnog samoinicijativnog leCenja malarije nakon povratka u
zemlju. U Sloveniji su u toku poslednje decenije od 73 bolesnika kod tri zabelezeni
relapsi malarije, jedan P. ovale 1 dva P. vivax, i nije zabeleZen nijedan smrtni ishod

(144), dok je u Hrvatskoj zabelezen jedan smrtni ishod (174).

Komplikovana malarija definisana je prema kriterijumima SZO, koji ukljuc¢uju
akutnu renalnu insuficijenciju (serumski kreatinin > 2,5 mg/dL), hiperparazitemiju (>
5%), tesku anemiju (hemoglobinemija < 80 g/L) 1 neuroloske simptome (poremecaj
svesti, koma ili konvulzije) (45). Mi smo zabelezili Sest slucajeva teske P. falciparum
malarije (13,3% od svih slucajeva malarije, odnosno 18,8% slucajeva P. falciparum
infekcije). Medu njima, doslo je do jednog letalnog ishoda, i to kod bolesnika koji je
razvio bubreZnu insuficijenciju i cerebralnu malariju, Sto ¢ini 2,2% od svih obolelih od
malarije, odnosno 3,1% od obolelih od P. falciparum malarije. Kod ostalih bolesnika
komplikacije su uspeSno terapijski razreSene. TeSka malarija nije uvek korelirala sa
nivoom parazitemije. U studiji u Madridu, kod obolelih sa mikroskopskom potvrdom
malarije teSku malariju imalo je 6,9% obolelih a nijedan u kategoriji SMM (66).

Klini¢ka studija u JI Aziji je pokazala da u leCenju teSke malarije, intravenski
primenjen artesunat brze dovodi do klirensa parazita, bolje se toleriSe i sigurniji je i
jednostavniji za primenu a belezi se i manji mortalitet nego sa intravenskom primenom
kinina (15% prema 22% kod primalaca kinina). Otuda autori i preporucuju artesunat

kao lek izbora za teSke falciparum malarije kod odraslih (47).
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U poslednje dve decenije pojavljuju se sporadicni slucajevi autohtone malarije i
u zemljama u Evropi u kojima je ova bolest eradikovana. Tako je 1997. godine
zabelezen jedan autohtoni slucaj P. vivax malarije u Italiji (189). U Bugarskoj (blizu
granice sa Grckom 1 Makedonijom) je tokom 1995. 1 1996. godine registrovano 18
slu¢ajeva P. vivax, ali je brzom intervencijom lokalizovano Sirenje malarije (190). U
Francuskoj je, na Korzici 2006. godine zabeleZen slucaj autohtone P. vivax malarije, a u
Marseju i falciparum malarije (2, 180). I u Spaniji je 2010. godine, u regionu Aragon
gde su prisutni vektori 4. atroparvus, zabelezen slucaj autohtone P. vivax malarije (5).
Do uspostavljanja autohtone transmisije dolazilo je kada su domaci vektori u letnjem
periodu preuzeli gametocite od prisutnih imigranata, izbeglica ili turista iz malaricnih
podrucja, 1 nakon sporogonije pri uzimanju sledeceg krvnog obroka inficirali narednog
domacina. Brzim multidisciplinarnim pristupom ovi slucajevi su brzo lokalizovani.
Medutim, u Grckoj je doslo do Sirenja autohtone P. vivax malarije (3). Sporadi¢ni,
lokalizovani slu€ajevi autohtone transmisije malarije (P. falciparum, P. malariae i dva
P. vivax) kod domaceg stanovniStva zabeleZzeni su 1994/1995. godine u Evros
provinciji, a zatim su se 1 1998. u istom podrucju pojavila jo§ dva slucaja P. vivax
malarije (191). Od 2009. godine medutim dolazi do epidemije autohtone P. vivax
malarije (192). U Rumuniji je 2011. godine dijagnostikovana P. vivax malarija
rumunskog drzavljanina nakon boravka u Grekoj (193).

Mikroskopski nedetektabilna importovana malarija takode predstavlja rizik za
uspostavljanje autohtone malarije (66). U nasoj zemlji ne postoji zakonska obaveza za
skrining na malariju kod imigranata i izbeglica iz malari¢nih 1 potencijalno malari¢nih
podrucja. Sli¢na je situacija i u Sloveniji gde se medutim nakon pet dijagnostikovanih
slucajeva importovane malarije u kategoriji imigranata i jednog slucaja kod izbeglice
ovaj problem aktuelizuje (144). Podaci o boravku vise hiljada imigranata u Srbiji,
ukljucujuci 1 zemlje gde ima vivax malarije poput Avganistana i Pakistana, upucuje na
potrebu preventivnog dijagnostickog nadzora nad ovom kategorijom. Pravovremen
dijagnosticki nadzor kako nad simptomatskim tako i1 nad asimptomatskim povratnicima
iz endemskih podrucja predstavlja nezaobilaznu kariku u lancu prevencije
uspostavljanja autohtone transmisije malarije. U skladu sa rezultatima ovog rada, koji su
pokazali odli¢nu osetljivost skrining qPCR-a, predlaze se redefinisanje dijagnostickog

algoritma za importovanu malariju u Srbiji. Svrsishodno bi bilo da se za skrining
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asimptomatskih povratnika u cilju isklju€enja nosilaStva gametocita plazmodijuma
odgovornih za uspostavljanje transmisije uvede jednokratna primena skrining qPCR
koji bi se obavljao paralelno sa mikroskopijom.

Primena qPCR-a je doprinela 1 realnijem sagledavanju vulnerabilnosti koja ¢ini
vazan element za procenu malariogenog potencijala. Od 45 bolesnika sa malarijom
24,4% su bili nosioci gametocita, ve¢inom u umerenom broju. Gametonostvo je trajalo
izmedu 2 1 14 dana. Kod P. falciparum infekcija bilo je 12,5% gametonosa, kod P. vivax
50%, kod P. ovale 66,7% 1 kod P. malariae 33,3%. Sem jednog gametonostva P. vivax
poreklom iz Azije, ostali su importovani iz Afrike. GametonoStvo je uofeno tokom
letnjih meseci kod pet bolesnika 1 to Cetiri kod vrste P. falciparum a kod jednog P.
malariae. Bolesnici su dominantno leCeni artemizininskim preparatima za koje je
pokazano da redukuju transmisioni potencijal gametocita (32, 56, 194, 195). Bolesnici
su leCeni u bolnici u centru grada, gde je ograni¢en kontakt Anopheles komaraca i
coveka. lako se nase podrucje zbog ranijeg prisustva vektora malarije (196) smatra
receptivnim, zbog prisustva retkih nosilaca gametocita tokom letnjih meseci, pri ¢emu
nijedan nosilac gametocita u letnjem periodu nije bio nosilac gametocita P. vivax za koji
su evropske vrste anofeli¢nih komaraca pogodni vektori (197), vulnerabilnost je niska.

U akutnoj P. falciparum infekciji gametociti nastaju 7 do 15 dana nakon
parazitemije i prisutni su prose¢no tokom 6,4 dana (raspon 2,5 - 22 dana) (78). U
jednom istrazivanju u Velikoj Britaniji, od 773 bolesnika sa laboratorijski potvrdenom
P. falciparum malarijom, 25% imalo je gametocite, i to 12% na prijemu a kod ostalih
13% gametociti su nadeni u toku primene terapije ali nije uofena povezanost sa
terapijskim protokolom (118).

Opseznim istrazivanjima gametonostva vrste P. vivax, na Tajlandu i u
Indoneziji, Douglas i sar. (2013) su nasli znacajno prisustvo gametocita zajedno sa
aseksualnim stadijumima u toku lecenja, i to kod 84,3% od 492 bolesnika sa P. vivax
infekcijom na Tajlandu 1 kod 66,6% od 314 bolesnika sa ovom monoinfekcijom i kod
56,8% od 162 bolesnika sa meSanom infekcijom sa P. falciparum u Indoneziji. Na obe
lokacije nadeno je da visa parazitemija aseksualnih stadijuma parazita povecava rizik za
pojavu gametocita, dok je pokazana ujednacena zastupljenost gametocita u akutnim
infekcijama 1 u relapima kao 1 sinhrono iS¢ezavanje gametocita i aseksualnih stadijuma

parazita tokom terapije (31).
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DNK-nemija kod 11 bolesnika sa gametocitima trajala je prose¢no 9,6 dana, dok
je DNK-nemija kod 34 bolesnika bez mikroskopski uocenih gametocita trajala 7,4 dana.
U odnosu na Plasmodium spp., samo je za P. falciparum pokazana statisticki znacajna
razlika u trajanju DNK-nemije izmedu nosilaca gametocita (17,5 dana) 1 bolesnika bez
gametocita (8,0 dana).

Novija molekularna istrazivanja usmerena su ka razdvajanju detekcije
nukleinskih kiselina aseksualnih i seksualnih stadijuma parazita (33, 198).

U naSoj zemlji se zahvaljuju¢i dobrom sistemu epidemioloskog nadzora i male
mogucénosti kontakta vektora i nosilaca gametocita koji se brzo dijagnostikuju i efikasno
lece, ne ocekuju epidemije malarije. Ne moze se, medutim, isklju¢iti mogucénost
sporadi¢nog pojavljivanja autohtone, urbane malarije u neobi¢nim okolnostima (199).
Ovome pogoduju globalno zagrevanje, kao 1 sociopoliticki i ekoloski faktori, koji mogu
za posledicu imati izmene u gustini i distribuciji vektora malarije (12). Ilustrativna je
1999. godina, kada su na teritoriji Beograda intenzivne kiSe tokom jula i toplo vreme sa
elementima tropske klime zbog nemogucénosti sistematskog tretmana komaraca na Sirem
podrucju grada (zbog NATO bombardovanja), rezultirale znatnim povecanjem broja
komaraca. Primer neobi¢nih okolnosti su i enormne poplave zabelezene tokom maja
2014. godine, kada se zbog visokih temperatura stvara tropski mikroklimat koji
pogoduje razmnozavanju svih komaraca ukljucujuéi i potencijalne vektore malarije.

Na kraju, potrebno je osvrnuti se 1 na ograni¢enja ovog istrazivanja. Neka su
tehnicke prirode 1 njihovo izbegavanje bi zahtevalo ulaganje ve¢ih materijalnih resursa,
kao Sto je, npr, primena prajmera za detekciju P. ovale kojima se nisu mogle detektovati
obe podvrste. Jedno ogranienje koje nije moguce izbe¢i jeste subjektivnost
parazitologa prilikom mikroskopskog odredivanja nivoa parazitemije ne samo u
ispitivanim ve¢ i u kontrolnim uzorcima, ali ovo je standardno ograni¢enje mikroskopije
kao dijagnosticke metode pa i svih na njoj zasnovanih istrazivanja. U nekim studijama u
postupku odredivanja osetljivosti qPCR-a kao 1 za pravljenje standardne krive za
kvantifikaciju kori§¢ena je DNK plazmodijuma iz parazitske kulture, dakle slobodna od
humane DNK (91), da bi se izbegla inhibicija PCR-a u visku humane DNK (87, 114,
200). Neophodno je stalno pra¢enje novih naucnih otkri¢a u ovoj oblasti 1 konstantno

nadogradivanje protokola za rutinsko izvodenje qPCR-a u dijagnostici malarije.
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S druge strane, veliku prednost naseg istrazivanja predstavlja ukljucivanje svih
bolesnika sa sumnjom na malariju u ispitivanom vremenskom periodu. Zatim, uzorci
krvi su sukcesivno sakupljani u toku primene terapije ¢ime je omoguéeno pracenje
dinamike DNK plazmodijuma. Protokol primenjen u ovoj studiji imao je visoku
analiti¢ku osetljivost koja je pokazala nadmo¢nost skrining qPCR-a nad mikroskopijom
kod niskih parazitemija naro€ito u kategoriji bolesnika koji su samoinicijativno zapoceli
terapiju antimalaricima pre dijagnostike. Kada se ovome doda pouzdanije odredivanje
vrste plazmodijuma specijes-specificnim qPCR-om nego mikroskopijom proizilazi
zakljucak da je potrebno da referentne ustanove u zemlji imaju mogucnost da primene i
skrining 1 specijes-specifiéni qPCR za dijagnostiku importovane malarije. Iako Citav
postupak molekularne dijagnostike traje 3 1 viSe sati njegova primena zajedno sa
konvencionalnom dijagnostikom sasvim je opravdana jer bi se u roku od 24 sata

obezbedila pouzdana identifikacija vrste plazmodijuma.
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6. ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata opseznog istrazivanja kojim je dijagnosticki znacaj
molekularne dijagnostike evaluiran u odnosu na konvencionalnu dijagnostiku malarije
na uzorku od 109 bolesnika (322 uzorka) sa sumnjom na importovanu malariju, mogu

se izvesti slede¢i zakljucci:

1. Malarija je dijagnostikovana kod 45 bolesnika, od kojih je kod 42 potvrdena
mikroskopski. Kod preostala tri bolesnika dijagnoza je indirektno potvrdena adekvatnim

terapijskim odgovorom, a naknadno i na osnovu primene molekularne dijagnostike.

2. Kombinovana primena skrining 1 specijes-specificnog qPCR-a uspesno je
standardizovana za dijagnostiku malarije. Postignuta je odli¢na analiticka osetljivost i
specifi¢nost obe metode. Za skrining qPCR analiticka osetljivost bila je 0,04 par/uL, a
specificnost 100%. Analiticka osetljivost za specijes-specificni qPCR bila je 6 par/uL za
P. falciparum, 0,3 par/uL za P. vivax, 0,13 par/uL za P. ovale i za P. malariae 0,09

par/uL. U kontrolnoj grupi nije bilo lazno pozitivnih rezultata.

3. Rezultati su pokazali da je qPCR pouzdaniji od mikroskopije u slucaju niske
parazitemije, Sto je naroCito vazno u brojnoj kategoriji bolesnika (28,3%) koji su

samoinicijativno zapoceli terapiju antimalaricima pre dijagnostike.

4. Prednost specijes-specificnog qPCR-a nad mikroskopijom je i veca pouzdanost za
odredivanje vrste roda Plasmodium. Podudaranje mikroskopije 1 specijes-specifi¢nog
qPCR-a zapazeno je kod 73,3% bolesnika sa malarijom. U sluc¢ajevima u kojima se
rezultati nisu slagali, kod 75% je pokazana prednost specijes-specificnog qPCR-a dok je

u ostalih 25% prednost bila na strani mikroskopije iz tehnickih razloga.

5. Najbolje poklapanje izmedu mikroskopije i specijes-specificnog qPCR-a kod
bolesnika sa malarijom pokazano je za P. falciparum i iznosilo je 90,6%.

6. Primenom specijes-specificnog qPCR-a pokazano je znacajno vece ucesce P. ovale u
ukupnoj populaciji Plasmodium spp. u ispitivanoj populaciji bolesnika (13,3%) nego Sto

je to ranije bilo otkriveno primenom samo konvencionalnih dijagnosti¢kih metoda (1%).
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7. Dugo odrzavanje DNK-nemije u toku i nakon leenja malarije, zbog visoke
osetljivosti qPCR-a, predstavlja ograniCenje ove metode za svrhu pracdenja efekta

terapije.

8. Zbog duzine izvodenja (u odnosu na mikroskopiju), qPCR se ne preporucuje kao
jedini test za inicijalnu dijagnostiku malarije, ali predstavlja znac¢ajni potvrdni test, dok
moze biti i test izbora u slucaju niske parazitemije, kao i za determinaciju vrsta, narocito

nefalciparumskih vrsta Plasmodium spp.

Stoga je glavni zakljuak ovog istrazivanja da je u ovom trenutku najbolji
dijagnosticki pristup kombinacija konvencionalne dijagnostike i PCR-a. Naravno,
u cilju otklanjanja sadasnjih ograni¢enja potrebna su dalja ispitivanja 1 unapredenja

protokola izvodenja qPCR-a ¢ime bi se obezbedila veca klinicka upotrebljivost.

Rezultati ovog istrazivanja koji su pokazali da se kombinovanom primenom
konvencionalne dijagnostike sa qPCR-om postize povecanje stope laboratorijskih
dijagnoza malarije kao 1 pouzdanija identifikacija vrsta, predstavljaju nau¢nu osnovu za
opravdanost uvodenja metoda zasnovanih na detekciji DNK plazmodijuma i u klinicku
dijagnostiku u Srbiji. Medutim, osim dijagnostickog znacaja, primena qPCR-a znacajno
doprinosi 1 u epidemioloSkoj proceni rizika od malarije na odredenom podrucju, $to je
od nemerljivog zna¢aja u uslovima globalnih klimatskih promena i rastuceg rizika za
uspostavljanje autohtone transmisije malarije. U ovom kontekstu, vazan zakljuc¢ak ovog

istraZivanja je da je

9. na osnovu nalaza da nijedan nosilac gametocita nije u letnjem periodu bio nosilac P.
vivax gametocita, za koji su evropske vrste anofelicnih komaraca pogodni vektori,
ocenjeno da je vulnerabilnost Beograda kao geografskog podrucja sa koga je poticao
najveci broj bolesnika niska.

Iz gornjih zakljucaka proistice 1 opsti zakljuak ovog rada da se zbog pokazanog
dijagnostickog i1 epidemioloskog znacaja primene molekularnih metoda u dijagnostici
malarije, predlaze redefinisanje dijagnostickog algoritma za importovanu malariju u

Srbiji. Konkretno:
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10. U saradnji infektologa, epidemiologa i parazitologa potrebno je napraviti nacionalni
vodi¢ za malariju, kojim bi se u slu¢aju sumnje na importovanu malariju definisao
precizan algoritam laboratorijske dijagnostike, koji ukljucuje postupanje kod inicijalno
pozitivne/negativne mikroskopije, kao 1 kriterijume za primenu molekularne diagnostike
1 klinicko-laboratorijske parametre za hitnu dijagnostiku van radnog vremena

parazitoloSke laboratorije.

11. U cilju prevencije uspostavljanja autohtone transmisije malarije, preporucuje se da
se kao mera sniZzenja malariogenog potencijala u skrining asimptomatskih povratnika
uvede jednokratni skrining qPCR u cilju iskljuenja nosilaStva gametocita

plazmodijuma, koji bi se obavljao paralelno sa mikroskopijom.
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P. - Plasmodium

A. - Anopheles

JI Azija - jugoistoCna Azija

SZO - Svetska zdravstvena organizacija

Klinika - Klinika za infektivne i tropske bolesti

KCS - Klini¢ki centar Srbije

Er - eritrocit

Hgb - hemoglobin

par/pL - broj parazita/puL

ARDS - akutni respiratorni distres sindrom

LDH - laktat dehidrogenaza

ACT - artemisinin-based combination therapy

RDT - rapid diagnostc test

PCR - polymerase chain reaction

SMM - submikroskopska malarija

Le - leukocit

HRP2 - histidine-rich protein 11

pLDH - parazitska laktat dehidrogenaza

IIF - indirect immunofluorescence

IHA - indirect hemagglutination assay

ELISA - enzyme linked immunosorbent assay

qPCR - quantitative real-time polymerase chain reaction
LAMP - loop-mediated isothermal amplification
QT-NASABA - quantitative nucleic acid sequence-based amplification
LDMS - laser-desorption mass spectrometry

FBS - cell-dyn full blood count

REED - rolling circle-enhanced enzyme activity detection
Tr - trombocit

Cr - cycle threshold

MGBNFQ - minor groove binding nonfluorescent quencher
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Mr sc. vet. Zorica Daki¢ rodena je 28. 11. 1967. god. u Beogradu, gde je zavrsila
osnovnu i srednju Medicinsku Skolu. Fakultet veterinarske medicine (FVM) upisala je
Skolske 1986/87. godine a diplomirala 1996. godine sa prosecnom ocenom 8,55.
Specijalisticke studije iz Parazitologije 1 parazitskih bolesti na FVM u Beogradu upisala
je 1999. godine a specijalisticki rad pod nazivom "Epizootiologija 1 epidemiologija
trihineloze na podruc¢ju Beograda u periodu od 1996. do 2000. godine" odbranila je
2002. godine. Magistarske studije, upisane 1997. godine na FVM, na Katedri za
parazitologiju, zavrSila je 2005. god. odbraniv§i magistarski rad pod nazivom
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parazitologa. Od 2010. godine je Sef Odseka za parazitologiju, u Sluzbi za
mikrobiologiju KCS, a iste godine izabrana je u zvanje istraziva¢-saradnik.

Radila je na vise klinickih odeljenja iskazujuéi strucnost i zainteresovanost kako
za strucni tako 1 za istrazivacki rad. Njen dosadasnji nauc¢ni rad dokazuje da se radi o
kvalitetnom parazitologu koja svoj prakti¢ni rad uspesno kombinuje sa istrazivackim, iz
¢ega su proistekle 1 kvalitetne nau¢ne publikacije.

Do sada je u saradnji sa drugim autorima objavila 60 bibliografskih jedinica od
kojih je 10 objavljeno in extenso. Od radova objavljenih in extenso jedan je objavljen u
vodec¢em Casopisu medunarodnog znacaja, jedan u istaknutom casopisu medunarodnog
znacaja, Sest u cCasopisima medunarodnog znacaja 1 dva u vodefim casopisima
nacionalnog znacaja. Prvi je autor jednog rada objavljenog u vodecem cCasopisu
medunarodnog znacaja, tri rada u ¢asopisima medunarodnog znacaja i dva u vodeéim
Casopisima nacionalnog znacaja.

Kao istrazivac-saradnik angazovana je na projektu 11141019 "Kontrola infekcija

apikompleksnim patogenima: od novih mesta delovanja leka do predikcije" MNTR.



I1ZJAVA O AUTORSTVU



Prilog 1.

Izjava o autorstvu

Potpisani-a __Zorica Dakic¢

broj upisa

I1zjavijujem
da je doktorska disertacija pod naslovom

"Znacaj molekularne dijagnostike u evaluaciji klinickog toka i ishoda malarije"

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

* da predloZena disertacija u celini ni u delovima nije bila predloZzena za dobijanje
bilo koje diplome prema studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova,

* da su rezultati korektno navedeni i
* da nisam krsio/la autorska prava i koristio intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis doktoranda

# A)L(?L u&%g Q’éuz [‘175

U Beogradu, 20. 04. 2015.




Prilog 2.

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije
doktorskog rada

Ime i prezime autora ___Zorica Daki¢

Broj upisa

Studijski program

Naslov rada "Znacaj molekularne dijagnostike u evaluaciji kliniékog toka i ishoda
malarije"

Mentor  Prof. dr Milorad Pavlovic

Potpisani  Zorica Daki¢

izjavljuiem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji
koju sam predao/la za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta
u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji licni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja
doktora nauka, kao $to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi liéni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u
elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda

s Aourdy
o // ‘,-7 \

U Beogradu, 20. 04. 2015.




Prilog 3.
Izjava o koriSc¢enju

Ovlasc¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,Svetozar Markovi¢® da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

"Znacaj molekularne dijagnostike u evaluaciji klinickog toka i ishoda malarije”

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za
trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu
mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne
zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucio/la.

@utorstvo

2. Autorstvo - nekomercijalno

3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo — bez prerade

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruZite samo jednu od Sest ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je
na poledini lista).

Potpis doktoranda

' :4‘?.(4.4. CAS ?? (o u%

U Beogradu, 20. 04. 2015.




