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ABSTRACT. Usefulness of the ,,OptiMAL Rapid Malaria test” for rapid detection of malaria
imported to Poland. In this survey the use of OptiMAL test for rapid diagnosis of malaria was eval-
uated. It was proved that this test allowed to diagnose the Plasmodium sp. antigen in 72% of exam-
ined blood specimens, 82% for P. falciparum infection and 69% for P. vivax, whereas P. ovale was
not detected at all. The test sensitivity depended on the parasitemia level. It showed a sensitivity of
100% for parasitemia density exceeded 1%, 95.4% with the parasitemia ranging from 0.1-0.99%. For
lower parasite density, the test’s sensitivity was of 32 and 60%. The OptiMAL test showed a 99.1%
specificity thus it revealed to be significantly high.
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WSTEP

Wedtug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia od 300 do 500 milionéw ludno-
Sci Swiata choruje corocznie na malari¢, z czego okoto 1,5-2,7 miliona umiera
(WHO 1999). W Polsce notuje si¢ rocznie do kilkudziesieciu przypadkéw malarii
zawlekanych do kraju oraz znacznie wigce] zachorowan w trakcie pobytu w tropi-
ku przed powrotem do Polski. Notuje si¢ takze przypadki zgonéw, a Smiertelnos¢
jest ponad 10 razy wyzsza niz w krajach europejskich (http://cisid.who.dk/mal), co
spowodowane jest zazwyczaj nieprawidtowg lub zbyt p6Zno postawiong diagnoza.

Z 10 prébami uzyskanymi od 0s6b z rozpoznang malarig 1 62 probami od os6b grupy kontrolnej test
OptiMAL wykonano w Centralnym Laboratorium Analitycznym (kierownik — mgr Hanna Czeszko-
Paprocka) Wojewodzkiego Szpitala Zakaznego w Warszawie.
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Jednym z podstawowych badan wykrywajacych pasozyta sg rozmazy krwi, tzw.
,ozmaz cienki” i ,,gruba kropla”, barwione Giemsg. Osoby z duzym doswiadcze-
niem potrafia wykry¢ 10-20 pasozytow na 1 ul krwi (WHO 1988, 1990), jednak
osoba wykonujaca badania poza strefg endemiczng dla malarii, jest zdolna do wy-
krycia parazytemii wynoszacej co najmniej 100 lub wigcej zarazonych krwinek na
] ul krwi. Ponadto niska parazytemia moze utrudnia¢ prawidlowe rozpoznanie ga-
tunku Plasmodium, zwlaszcza w przypadkach inwazji mieszanej oraz po wczesniej-
szym przyjeciu nieskutecznej dawki leku przeciwmalarycznego.

Badania serologiczne niewatpliwie utatwiajg rozpoznanie malarii, ale majg tez
1 wady: przede wszystkim trudno jest odr6zni¢ inwazj¢ aktywng od przebytego za-
razenia, albowiem swoiste przeciwciata utrzymujg si¢ przez wiele miesigcy po wy-
leczeniu. Trudno tez jest prawidlowo zréznicowac, jakim gatunkiem zarodzca zo-
stala zarazona dana osoba. Badania takie sg jednak cenne w retrospektywnym po-
twierdzaniu malarii przebytej poza granicami kraju, zwtaszcza w przypadkach, gdy
brakuje dokumentacji lekarskiej badz laboratoryjnej (Myjak 1 wsp.1993).

Duzy postep w badaniach diagnostycznych przyniosty techniki molekularne,
a zwlaszcza reakcja lancuchowa polimerazy (PCR), ktora jest bardzo czulg 1 swoi-
sta technikg (Myjak 1 wsp. 2002). Jednak badania te sg stosunkowo drogie 1 jak do-
tad wykonywane tylko w wyspecjalizowanych referencyjnych laboratoriach.

Wprowadzone w ostatnich latach testy immunochromatograficzne (Garcia
1 Brucker 2001) pozwalaja na wykrycie wielu przypadkéw malarii poprzez wyka-
zanie obecnosci swoistej dla Plasmodium dehydrogenazy mleczanowej (pLDH) lub
antygenu HRP-2 (histidine-rich protein-2). Jednym z zestawow wykrywajacych
pLDH jest ,,OptiMAL Rapid Malaria test” (OptiMAL), produkowany na licencji
FLOW Inc., USA przez DiaMed AG w Szwajcarii, a rozprowadzany w Polsce przez
DiaHem — POL Sp. z o.0. Test pozwala na wykrycie zarazenia P. falciparum oraz
odroznienie zarazenia P. falciparum od zarazenia innymi gatunkami z rodzaju Pla-
smodium.

Celem naszych badan byto okreslenie przydatnosci zestawu OptiMAL do szyb-
kiego wykrywania zarazenia Plasmodium sp. oraz oceny skutecznosci leczenia ma-
larii w warunkach ewentualnego braku dostepu do wyspecjalizowane) diagnostyki
laboratoryjne;.

MATERIAL I METODY

Do badan uzyto 90 préb krwi uzyskanych od 74 pacjentow z rozpoznang mala-
rig (na podstawie wykrycia pasozytow lub swoistego DNA) oraz 111 prob pobra-
nych od 104 0s6b po powrocie z terenOw tropikalnych 1 subtropikalnych stanowig-
cych grupe kontrolng. Ponadto od 5 pacjentow (3 zarazonych P. falciparum 12 P.
vivax) pobrano krew wielokrotnie podczas monitorowania skutecznosci leczenia
malarii.
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Od kazdego pacjenta, podczas rutynowych badari diagnostycznych, pobierano
krew do probowki z EDTA, kt6rg badano bezposrednio lub zamrazano w -20°C i prze-
trzymywano do czasu wykonania badan testem OptiMAL i PCR (Myjak i wsp.
2002). W tym samym czasie sporzgdzano rozmazy z krwi (cienki rozmaz i gruba
kropla) pobranej z palca lub z krwi z EDTA, ktére barwiono Giemsg. Badania przyj-
mowano za ujemne, jezeli w 200 polach widzenia grubej kropli krwi nie wykryto

pasozytow. Na podstawie obrazu cienkiego rozmazu krwi oznaczano stopien para-
zytemil.

WYNIKI I DYSKUSJA

Wsrod zbadanych 90 prob krwi uzyskanych od os6b chorych na malarie pozy-
tywne wyniki w tescie OptiMAL uzyskano w 65 przypadkach (72,2%). Czesciej
uzyskiwano wyniki dodatnie w przypadku zarazenia P. falciparum (82,1%) niz P.
vivax (69,2%). Jedna proba krwi z P. malariae byla takze dodatnia, natomiast 6
prob z P. ovale 1 jedna préba z inwazjg mieszang (P. falciparum + P. vivax), daty
wynik ujemny (Tabela 1). Sposréd 111 préb krwi od 0s6b z grupy kontrolnej, w 110
przypadkach test OptiMAL byt ujemny, a w jednym przypadku uzyskano stabo wi-
doczny prazek wskazujacy na obecnos¢ antygenu P. falciparum.

Czutos¢ testu OptiMAL zalezata od stopnia parazytemii (Tabela 1). Przy para-
zytemii powyzej 1% wszystkie proby byty dodatnie, przy parazytemii 0,99-0,1%
wyniki dodatnie uzyskano w 95,4%, z czego z dwiema prébami uzyskanymi od te-
g0 samego pacjenta, zamiast P. vivax, test wykazal obecnos¢ antygenu P. falcipa-
rum. Przy nizszej parazytemii czulos¢ testu OptiMAL znacznie spadata i wynosita
60% 1 32%, odpowiednio przy parazytemii 0,099 do 0,01% i ponizej 0,01%.
W przypadku zarazenia P. falciparum OptiMAL byt zawsze dodatni juz przy para-
zytemn wigkszej od 0,01%. Ta r6zna czutos¢ testu i jej zaleznos¢ od stopnia para-
zytemil jest zgodna z wynikami podawanymi przez wigkszos$¢ badaczy (Palmer
1 wsp. 1998; Piper 1 wsp. 1999; Hunt-Cooke i wsp. 1999; Igbal i wsp. 1999, 2002,
2003; Huong 1 wsp. 2002).

Producent OptiMAL podaje, ze test ten pozwala na wykrycie wszystkich gatun-
kow Plasmodium, jednak w 6 przypadkach zarazenia P. ovale nie uzyskaliSmy ani
jednego wyniku dodatniego. Podobne wyniki uzyskali Grobusch i wsp. (2002),
ktorzy uwazajg, ze czutos¢ testow immunochromatograficznych, w tym OptiMAL,
jest niska w stosunku do P. ovale i P. malariae i wynosi odpowiednio 31,2%
1 47,6%. By¢ moze ma to tez zwigzek z zazwyczaj niskg parazytemia wystepujaca
przy zarazeniu tymi dwoma gatunkami Plasmodium.

Celem sledzenia skutecznosci leczenia malarii, od 5 pacjentéw, w tym 3 zarazo-
nych P. falciparun i 2 P. vivax, krew pobrano wielokrotnie. Uzyskane wyniki (Ta-
bela 2) wskazuja, ze test OptiMAL mozna takze stosowa¢ do monitorowania sku-
tecznosci leczenia malarii. Test ten wskazuje wynik ujemny o 1-2 dni szybciej niz
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Tabela 2. Wyniki badan laboratoryjnych kolejnych surowic uzyskanych od tych samych pacjentéw

Z rozpoznana malarig

Pacjent  Czas' Wynik badania:
No PCR OptiMAL
1 0 P. falciparum, pierscionki, gametocyty,  P. falciparum P. falciparum
parazytemia 1,78%
1 F. falciparum, pierscionki, gametocyty,  P. falciparum P. falciparum
parazytemia 1,17%
2 P. falciparum, pierscionki, gametocyty,  P. falciparum P. falciparum
parazytemia < 0,1%
4 P. falciparum, pojedyncze gametocyty,  P. falciparum ujemny
7 ujemny P. falciparum ujemny
12 ujemny ujemny ujemny
2 0 P. falciparum, pierscionki, P. falciparum P. falciparum
parazytemia 2,18%
| P. falciparum, pierscionki, P. falciparum P. falciparum
parazytemia 4,78%
¢ P. falciparum, pojedyncze pierscionki P. falciparum P. falciparum
3,4,516 P. falciparum — pojedyncze gametocyty  P. falciparum ujemny
10 ujemny P. falciparum ujemny
20121 P falciparum — pojedyncze gametocyty  P. falciparum ujemny
24 ujemny P. falciparum ujemny
3 0 P. falciparum, pierscionki, parazytemia P, falciparum P. falciparum
30%
4 P. falciparum, pierscionki, parazytemia  nie badano P. falciparum
4%
6 P. falciparum, 1 gametocyt nie badano P. falciparum
12 ujemny nie badano P. falciparum
27 nie badano nie badano ujemny
4 0 P. vivax, pierScionki, gametocyty, P. vivax Plasmodium sp.
parazytemia 0,2 %
l P. vivax, pojedyncze gametocyty P. vivax Plasmodium sp.
2 P. vivax, pojedyncze gametocyty P. vivax ujemny
3 ujemny P. vivax ujemny
4 ujemny P. vivax ujemny
- 8 o ujemny ujemny ujemny
o 0 P. vivax, pierscionki, P. vivax Plasmodium sp
parazytemia 0,64 %
] F. vivax, pojedyncze gametocyty, P. vivax ujemny
2,3,415 ujemny ujemny ujemny

'Dni od pierwszego pobrania i mikroskopowego badania krwi
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wykazuja rozmazy krwi, stad tez eradykacj¢ pasozytéw z krwiobiegu mozna przy-
ja¢ za skuteczna, jezeli co najmniej 2-3 kolejne badania testem OptiMAL byty
ujemne. W jednym przypadku okres ten byt diuzszy, jednak test OptiMAL byt do-
datni, gdy w rozmazach krwi znajdowaly si¢ postacie wegetatywne pasozyta,
a ujemny, gdy wykrywano jedynie pojedyncze gametocyty, nie majgce wptywu na
dalszy przebieg choroby pacjenta. To, ze w przypadku wystgpowania w krwi tylko
gametocytéw, test OptiMAL czgsto nie wykazuje obecnosci antygenu, podajg tak-
ze Igbal i wsp. (1999, 2003). Réwniez w jednym przypadku test wskazywat na obe-
cno$¢ antygenu P. falciparum, podczas gdy rozmazy krwi byly juz ujemne. W tym
przypadku antygen mogt sie utrzymywac dluzej, gdyz poczgtkowa parazytemia wy-
nosita az 30%. Na taka zalezno$¢ wystepowania antygenemii przy jednoczesnie
ujemnych rozmazach krwi, uwzgledniajac poczatkowg wysokg parazytemig, wska-
zuja tez Huong i wsp. (2002) oraz Igbal 1 wsp. (2003).

~ Mimo pewnych ograniczeri (niekiedy test jest ujemny), test OpiMAL ze wzgle-
du na szybkos¢ i tatwos¢ wykonania, moze by¢ stosowany w szpitalach, gdzie bra-
kuje wykwalifikowanego personelu diagnostycznego, lub podczas dyzuréw labora-
torium gdy nie pracujg odpowiedni specjalisci. Z powodzeniem moze byC on stoso-
wany w tropiku na terenie pracy grup polskich specjalistow lub przez organizato-
réw coraz popularniejszych wycieczek turystycznych. Pozwoli to w wielu przypad-
kach na szybkie wykrycie malarii oraz odréznienie zarazenia P. falciparum od za-
razenia innymi gatunkami Plasmodium, a tym samym na podj¢cie skutecznego le-
czenia. Jednak w przypadku wyniku ujemnego, przy klinicznym podejrzeniu mala-
rii poleca sie wykonaé¢ standardowe rozmazy krwi (w razie potrzeby takze PCR),
ktore powinny by¢ zbadane w jak najszybszym czasie.
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