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1 Streszczenie

Wspdiwyste powanie trzech zjawisk: opornosci komardw na wiekszos$¢ insektycydow,
opornosci Plasmodium na wiekszos¢ lekdéw oraz trudnosci w wyprodukowaniu
szczepionki przeciwzimniczej zniweczyto nadzieje na szybkg eliminacje lub peig
kontrole malarii na $wiecie. Obecnie zimnica uwazana jest za najpowszechniejszg
chorobe pasozytniza w tropiku, a zarmzem jeden z wazniejszych probleméw
zdrowia publicznego w krajach rozwijajacych sie. Ponadto malaria wcigz stanowi
istotne zagrozenie dla podrdzujgcych w rejony jej wystepowania. W Polsce
przywlekana zimnia jest rzadkim, ale istotnym problemem kliniznym. Szczegdlnie
niepokojacym zjawiskiem jest obserwowana w ciggu ostatnich lat, kilkakrotnie
wyzsza niz przecietna w krajach europejskich, $miertelno$¢ z powodu inwazji P.
falciparum o ciezkim przebiegu. W tej niekorzystnej sytuacji wglad w mechanizmy
immunologizne, stanowigee podstawe patogenezy zarazenia zarodzcem, moze
okazac sie eenng pomoc zardwno w rozwoju narzedzi diagnostycznych, jak i metod
terapeutyaznych.

Coraz wiekszg mle w inwazji Plasmodium spp. przypisuje sie odpowiedzi
zapalnej i uczestniczacych w niej wzajemnych oddziatywaniach pasozyta z
komorkami gospodarza, w ktérych to interakcjach istotng role odgrywajg cytokiny.
W zesna produkcja prozapalnych cytokin, w szczegolnosci interferonu y (IFNy) przy
udziale czynnika martwicy nowotworow (TNF) oraz interleukin: IL-12, IL-1 i IL-6,
wydaje sie by¢ koniezna do efektywnej redukcji parazytemii, a @ za tym idzie,
ustgpienia objawdw choroby. Z drugiej strony, ciezkie postad zimnicy okazaty sie
powigzane z nadmiemg ekspresjg tych czasteczek. Powyzszy model odpowiedzi na
zarazenie zarodzcem malarii opracowano jednak na podstawie obserwacji
pochodzacych z terendw endemiznych, a wiec dotyzgcych gidwnie dzieci, u
ktérych stwierdza sie istotne rdéznice w obrazie dezkiej zimnicy w poréwnaniu z

pacjentami dorostymi. Jak dotgd nie dokonano wyczempujgcej charakterystyki
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surowiczego profilu cytokinowego u chorych z importowang zimnic, po @z pierwszy
eksponowanych na inwazje Plasmodium spp.

Ponadto w chorobach pasozytnizych, istotng funkcjie w relacji zywiciel-
drobnoustrdj peiig biatka szoku temiznego (Hsp). Produkowane sg one w
przebiegu inwazji zarébwno przez komorki ludzkie, jak i pasozyty, poddane nagiej
zmianie $rodowiska podzas transmisji z organizmu wektora do cztowieka. Znaczg
wysokie poziomy przeciwciat wytworzonych w odpowiedzi na antygeny biatek Hsp
obserwowano u chorych z malarig. Przedwciata te mogg wykazywac¢ wlasciwosci
immunoprotekcyjne, jak i bra¢ udziat w procesach autoimmunologiznych, ze
wzgledu na znaczng homologie miedzygatunkowg. Ich rola w zimnicy nie zostata jak
dotad wyjasniona.

Celem niniejszej pracy byla kompleksowa ocena relacji pomiedzy
surowiczymi stezeniami wybranych cytokin prozapalnych, przeciwzapalnych i
immunomodulujgcych oraz przeciwciat przeciwko biatkom szoku temicznego, a
ciezkoscig przebiegu inwazji Plasmodium spp. zardwno wsrdod pacjentdw z
przywleczong malarig, jak i pochodzacych z rejonéw endemicznego wystepowania
tej choroby. Pra@ zostata wykonana w Zakladzie Parazytologii Tropikalnej MIMMIT
AMG, przy wspoipracy z Klinikg Chordb Tropikalnych i Pasozytnizych MIMMIT AMG
oraz Centrum Medycznym im. Sw. tukasza w Kifangondo (Centro de Saude S&o
Luas, Kifangondo, Angola).

Do badan wtgczono 94 dorostych z przywlezong zimnic hospitalizowanych
w Klinice Chordb Tropikalnych i Pasozytmiczych MIMMIT AMG w Gdyni i Klinice
Choréb Odzwierzecych i Tropikalnych Instytutu Chordb Zakaznych i Pasozytnizych
AM w Warszawie oraz 59 pacjentow w wieku rozwojowym, leczonych w Osrodku
Medyznym im. Sw. tukasza w Kifangondo. Analizie poddano rdwniez odpowiednio
dobrane pod wzgledem ptci i wieku grupy kontrolne, skladajgce sie z 47 dorostych
Polakéw z wywiadem wykluczajgcym wczesniejszy pobyt w tropiku oraz 40 dzieci
angolskich, z ujemnym wynikiem mikroskopowego badania krwi obwodowej w
kierunku malarii wmomencie wykonania oznaczen.

W badanych grupach metodq immunoenzymatyczng oznaczono surowicze
stezenia TNF, IFNy oraz interleukin: IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, IL-18. Przy uzyciu tej
samej techniki wykonano takze pomiar poziomdéw przeciwciat przeciwko ludzkim
biatkom Hsp60 oraz Hsp70 w surowicach pacjgentdow z Polski. U Angolczykdow
oznaczono stezenia przeciwciat przeciwko Hsp60. Uzyskane wartoéci pordwnano
pomiedzy grupami chorych o fagodnym i ciezkim przebiegu malarii, wyréznionymi
na podstawie kryteriow Swiatowej Organizacji Zdrowia z roku 2000, a osobami

zdrowymi. Ponadto u 64 sposrdd osdb wigczonych do badan oznaczenia powtdrzono
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w okresie rekonwalescencji po przebytej malarii. Z wykorzystaniem krzywych ROC
dokonano analizy przydatnosci diagnostycznej wybranych parametrdw w ocenie
ciezkosci przebiegu kliniznego zimnicy w obu badanych populacjach.

W surowicach chorych z malarig rozpoznang zardwno w Polsce, jak i w
Angoli, stwierdzono istotnie wyzsze stezenia TNF, IFNy, IL-6, IL-10, IL-18 oraz
przeciwciat przeciwko Hsp60 w pordwnaniu do oséb zdrowych. U dzieci angolskich
oraz dorostych chorych z Polski uzyskano réwniez znaczqce rdznice w zakresie
surowiczych stezen IL-6, IL-10 oraz IL-18 pomiedzy chorymi spetniajgcymi kryteria
ciezkiej malarii, a osobami z tagodnym przebiegiem inwazji. U pacjentdw Polskich
relacje takie obserwowano réwniez w odniesieniu do IL-12. W badanych grupach
stezenia wiekszosci z oznazanyd cytokin ulegty znaczgeemu obnizeniu po leczeniu
przeciwzimniczym, jednakze wcigz utrzymywaty sie na poziomie istotnie wyzszym
niz u osdb zdrowych. Na podstawie analizy krzywych ROC wykazano takze, iz
surowicze stezenia IL-6, IL-10, IL-18, a takze IL-12 u dorostych z przywleczong
malarig, charakteryzujg sie istotng statystyznie zdolnoscia dyskryminacyjng w
zakresie roznicowania przypadkéw malarii fagodnych i zagrozonych ciezkim
przebiegiem. Dokfadnos$¢ diagnostyczna oznacania poziomu IL-18 u chorych z
Polski oraz IL-10 u dzieci angolskich, oceniana za pomoc powyzszej metody,
plasuje te parametry wsrdod uzytecznych wskaznikdw laboratoryjnych w ocenie
ciezkosci zimnicy. Ponadto wykazano, iz w inwazji Plasmodium spp. dochodzi do
rozwoju odpowiedzi humoralnej skierowanej przeciwko endogennym biatkom Hsp60.

Cato$¢ uzyskanych wynikow pozwala uzna¢ obraz kliniczny malarii za
ogolnoustrojowy wyraz odpowiedzi na zarazenie Plasmodium spp. o cechach
niekontrolowanego =zapalenia, w ktorym istotny udziat majg poddane analizie
cytokiny. Niniejsze badania potwierdzajag rmle ftzw. ,burzy cytokinowej” w
patogenezie malarii i pozwalajag zaobserwowa¢ zwiqzek pomiedzy surowiczymi
stezeniami wybranych interleukin, a przebiegiem coroby. Whnioski te dotycza
zarowno dorostych z importowang choroba, jak i pacjentdw w wieku rozwojowym
pochodzacych z rejonu endemicznego. Wydaje sie, iz wykazana przydatnosé
diagnostyzna oznaania surowiczych stezen IL-10 oraz IL-18 stanowi¢ moze punkt
wyjécia do dalszego badania mli tych parametrdw w postepowaniu klinicznym w
malarii. Wdrozenie tego typu analiz laboratoryjnych w opiece zdrowotnej w rejonach
endemicznego wystepowania malarii moze przyzynic¢ sie do poprawy identyfika cji
pacjentdw z zimnicg o dezkim przebiegu, tym bardziej, iz oznazenia wykonano
przy uzyciu nieskomplikowanych technik immunoenzymatycznych. Obarczone sg
one jednostkowo nieduzymi kosztami, co w warunkach ekonomicznych krajow

rozwijajgcych sie jest niezwykle wazne. Wykorzystanie pomiaréw surowiczych
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stezen cytokin w ocenie ciezkos$ci inwazji zarodzeem u pacjentdw z przywleczong
malariag wydaje sie szczegodlnie obiecujgce w przypadku braku doswiadczenia w

diagnostyce parazytologiznejlaboratoriow w krajach wolnych od tej choroby.
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2 Wstep

2.1 Zimnica (malaria)

Wspdtwyste powanie trzech zjawisk: opornosci komardw na wiekszos$¢ insektycydow,
opornos$ci zarodzadw na wiekszos¢ lekéw oraz trudnosci w wyprodukowaniu
szczepionki przeciwzimniczej zniweczyto nadzieje na szybkg eliminacje lub peig
kontrole malarii na $wiecie (Myjak i wsp. 1993). Dzi§ zimnia stanowi jeden z
najwazniejszych probleméw zdrowia publiznego w krajach rozwijajgcych sie i wcigz
jest istonym zagrozeniem dla podrdzujgcych. Epidemiologie malarii obrazowo
przedstawia ponura statystyka: o 30 sekund umiera z tego powodu afrykanskie
dziedko, jest to dwniez najczestsza przyazyna zgondw z powodu importowanych
chordb zakaznych (WHO 2005). W tej niekorzystnej sytuacji wglad w mechanizmy
immunologiczne, stanowigee podstawe patogenezy zarazenia zarodzcem, moze
okazac sie eenng pomoc zardbwno w rozwoju narzedzi diagnostycznych, jak i metod
terapeutyaznych (Milleri wsp. 2002)

Od opisania zimnicy jako odrebnej jednostki chorobowej, wyizolowania
czynnika etiologiznego oraz potwierdzenia jej ogdlnoustrojowego charakteru mineto
kilkadziesigt lat, jednak patogeneza malarii w wielu aspektach wcigz pozostaje
niewyjasniona. W ostatnich latach coraz wiekszg role w inwazji Plasmodium spp.
przypisuje sie odpowiedzi zapalnhej i uczesthizgacych w niej wzajemnych
oddziatywaniach pasozyta z komdrkami gospodarza, w ktdrych to interakcjach
istotng role odgrywajg cytokiny (Clark i wsp. 2008). W relacji zywiciel-drobnoustrdj
istotng funkcje odgrywajg rowniez biatka szoku termicznego (Polla 1991). Oprécz
rutynowych testow laboratoryjnych, w rozpoznawaniu oraz monitorowaniu
uogdlnionych zakazen i choréb inwazyjnych, zwraca sie uwage na ocene
réznorodnych  wskaznikow immunologicznych. Do celéw diagnostyaznych
wykorzystuje sie badanie endogennych mediatorow zapalenia, czy reaktywnych

zwigzkéw tlenu oraz oznaczanie stezen cytokin w surowicy chorych (Sikora 2005).
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Wykazanie przydatnosci diagnostycznej tego typu testdw wydaje sie szczegdlnie
obiecujgee w warunkach braku doswiadzenia w diagnostyce parazytologiznej w
wielu osrodkach laboratoryjnych w naszym kraju, przy jednoczesnie kilkakrotnie
wyzszej, w pordwnaniu do innych panstw europejskich, Smiertelnosci z powodu
malarii (Pawtowski i wsp. 2004a).

Powyzsze przestanki staty sie podstawaq przeprowadzania badan nad
znaczzeniem cytokin oraz przeciwciat przeciwko biatkom szoku temmicznego w
zimnicy, u chorych pochodzacych z rejonu endemicznego wystepowania malarii oraz
pacjentow z przywleczong do Polski inwazja. Rezultaty analizy przedstawiono w

niniejszej rozprawie.

2.1.1 Etiologia zimnicy oraz drogi zarazenia

Zimnica jest choroba pasozymiczg, wywotywang przez zarodzce - pierwotniaki z
rodzaju Plazmodium (P.). W warunkach naturalnych sga one przenoszone przez
samice komardw z rodzaju widliszkdw (Anopheles). Wyjatkowo mozliwe jest tez
zarazenie zarodzcem przez przetoczenie krwi osoby chorej, uktucie igfg oraz
transplantacje narzadow od chorego z przewlekla malaria. U mniej niz 5%
noworodkdéw urodzonych przez matki zarazone Plasmodium spp. rozwija sie zimnica
wrodzona (Faucii wsp. 2000).

Istnieje kilkadziesigt gatunkow zarodzcow malarii, z zego cztery uznaje sie
tradycyjnie za chorobotwdrcze dla ziowieka (Rycina 1, str. 13). Zaliczajg sie do
nich: zarodziec siempowaty (Plasmodium falciparum), zarodziec ruchliwy
(Plasmodium vivax), zarodziec owalny (Plasmodium ovale) oraz zarodziec pasmowy
(Plasmodium malariae). W ostatnich latach nieoczekiwanie okazato sie, iz powazne
zagrozenie dla ludzi stanowi réwniez Plasmodium knowlesi, znany od kilk udziesieciu
lat jako czynnik etiologizny zimnicy u matp (Ng i wsp. 2008). Ze wzgledu na
podobienstwo morfologiczne krwinkowych stadidw rozwojowych tego gatunku do P.
malariae i zwigzane z tym trudnos$ci w réznicowaniu obu tych pierwotniakéw w
badaniu mikroskopowym, inwazje P. knowlesi rozpoznawane sg przy pomocy metod
molekularnych (Luchavez i wsp. 2008). Dzieki rozwojowi tego typu technik
diagnostyaznych, w ciqgu ostatnich lat powigzano liczne przypadki ciezko
przebiegajgcej zimnicy u mieszkancow Azji Potudniowo-Wschodniej z zarazeniem
tym wlasnie gatunkiem zarodzaa (Cox-Singh i wsp. 2007).

W rejonach wspdtwystepowania kilku gatunkéw zarodza nierzadko dochodzi

do inwazji wiecej niz jednym gatunkiem pasozyta. Doniesienia na temat zarazen
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mieszanych P. falciparum i P. vivax wskazujg na czesto$¢ ich wystepowania u od

dwdch procentdo az 30% chorych z rozpoznaniem zimnicy (Mayxay i wsp. 2004).

O
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Rycina 1. Gatunki Plasmodium chorobotwdrcze dla cztowieka (Pv - P. vivax, Po -
P. ovale, Pf - P. falciparum, Pm - P. malariae, fot. prof. dr hab. n. med.
P. Myjak)

Najwieksze znaczenie klinizne majg inwazje P. falciparum, ktérych objawowy
przebieg okresla sie mianem malarii tropikalnej lub ziosliwej. Gatunek ten
odpowiedzialny jest za wiekszo$¢ zgondw z powodu zimnicy. Okazjonalnie, ciezkie
postaci choroby zakonzone $miertelnie moga rozwingc sie réwniez w przebiegu
zarazen pozostatymi gatunkami zarodzcow (Beg i wsp. 2002). Dzieki postepom
diagnostyki opartej na oznaczaniu sekwencji kwaséw nukleinowych zarodza, wraz
czesciej powikfany przebieg malarii rozpoznaje sie w przypadkach wywotanych przez
izolowang inwazje P. vivax, ktérym wczesniej przypisywano etiologie mieszang, ze
wspofistniejgcym zarazeniem P. falciparum (Price i wsp. 2007a). Charakterystyke
parazytologiczno-kliniczng  inwazji poszczegdlnymi  gatunkami  Plasmodium
przedstawia Tabela 1 (str. 14).
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2.1.2 Cykl rozwojowy zarodzca malarii

Zarodzce malarii wymagajq w swoim cyklu rozwojowym dwoch zywicieli: komara
widliszka i cziowieka. Cykl| ptciowy zarodza (sporogonia) zachodzi w ciele samicy
w ciele

komara, natomiast do rozrodu bezptciowego (schizogonii) dochodzi

czlowieka (Rycina 2, str. 16). Zywicielem ostatecznym jest komar.

Tabela 1. Charakterystyka Plas modium spp. patogennych dla ludzi (Fauci i wsp.2000)

Cechy réznicujace poszczegolne gatunki

P.
P. faldparum P.vivax P. ovale .
malariae
Okres fazy
o 5,5 8 9 15
watrobowej (dni)
Liczba merozoitow
uwalnianych z
. 30 000 10 000 15 000 15 000
zarazonego
hepatocyta
Czas trwania cyklu
. 48 48 50 72
krwinkowego (godz.)
Preferencja krwinki moze zarazac
. . erytrocyty
erytrocyty w kazdym retikulocyty retikulocyty
starsze
wieku
Morfologia zarodZzcéw  zwykle tylko formy nieregul arne, owalnei typowe
w badaniu pierScieniowate, duze pierscienie powiekszone pasmowate
gametocyty w ksztatcie i trofozoity; zarazone erytrocyty, formy

mikroskopowym krwi

. banana powiekszone zarazone  ziarnistosci trofozoitéw
obwodowej
erytrocyty, Schiiffnera
ziarnistosci Schuffnera
Zdolnos$c¢ do
wywotywania
nawrotow ) .
.. nie tak tak nie
(obecnos¢

hipnozoitow w
watrobie)

Czlowiek zaraza sie poprzez uktucie samicy komara widliszka. W trakcie
pozywiania sie krwig ludzkg przez zarazonego uprzednio owada wraz z jego $ling do
organizmu «<lowieka wnikajg inwazyjne formy pasozyta, zwane sporozoitami.
Sporozoity w ciggu kilkunastu minut przenoszone sg drogg naczyn krwionosnych lub
limfatyznych do watroby. W hepatocytach zarodzce rozpoczynajg bezptciowy cykl
rozwojowy, w wyniku ktdrego z jednego sporozoitu powstajg tysigce merozoitdw.

Proces namnazania zarodzodw w komérkach watrobowych trwa od kilkku do



WSTEP 15

kilkunastu dni w zalezno$ci od gatunku Plasmodium (Tabela 1, str. 14). W
przypadkdw inwazji P. ovale lub P. vivax ze$¢ sporozoitdw w hepatocytach
pozostaje w stanie uspienia przez miesigce, a nawet lata. Formy takie, nazywane
hipnozoitami moga by¢ przyzyna pdzniejszych nawrotow malarii.

Po okresie schizogonii watrobowej hepatocyty pekajg, a merzoity
przedostajg sie do krwi i tam wywotujg klasyczne objawy choroby. Obecne w
krwiobiegu pasozyty posiadajg zdolnos$¢ ruchu i aktywnie zarazajg krwinki czerwone,
wykorzystujgc swoiste receptory na powierzchni erytrocytdw. Podczas schizogonii
erytrocytarnej merozoity przyjmujg postac trofozoitdbw. We wczesnych okresach
rozwoju wewngtrzerytrocytarnego morfologia trofozoitow zarodzadw wszystkich
czterech gatunkow jest podobna, nastepnie zas trofozoit nabiera cech gatunkowo
specyfiznych. Zarodzee w poOzniejszej fazie rzwoju (dwa Ilub wiecej jader)
okreSlane sg mianem schizontdw. W wyniku kolejnych podziatdéw dochodzi do
powstania od 8 do 40 merozoitdw, ktdre po peknieciu erytrocytu uwolnione zostaijg
do krwiobiegu. Proces rozpadu krwinek jest jednoczasowy w inwazjach P. vivax, P.
ovale oraz P. malariae, ® w konsekwencji wigze sie z cykliczno$cig wystepowania
objawdw kliniznych. W malarii o etiologii P. falciparum zjawisko to nie jest
obserwowane. Uwolnione do krwi merozoity wykazujg zdolno$¢ zarazania nowych
krwinek zerwonych, wktdrych powtarzajg proces schizogonii.

Podczas kolejnych cykli cze$¢ z merozoitdw przeksztat@a sie w gametocyty,
czyli komorki przedptciowe charakteryzujgce sie mozliwoscig dtuzszego przezycia we
krwi ludzkiej (do kilkunastu tygodni). Samica widliszka zaraza sie ssgqc krew
czlowieka zawierajgcg te whasnie formy rozwojowe zarodZza. Podczas ukiucia
komara dostajg sie one do jego przewodu pokamowego, gdzie gametocyt meski
(mikrogametocyt) dzieli sie tworzac ruchome mikrogamety, aktywnie poszukujgce
zenskich komoérek rozrodzych (makrogamet). Wytworzona w nastepstwie
zaptodnienia zygota dojrzewajac przeksztatca sie w ookinete, obdarzong zdolnoscigq
penetracji $ciany jelita komara i otorbiania sie. Powstata w ten sposdb oocysta dzieli
sie bezptciowo i uwalnia dziesigtki tysiecy ruchliwych sporozoitow, ktdre po
peknieciu oocysty migrujg wraz z hemolimfg komara do jego gruczotow slinowych i
stanowig forme inwazyjng dla cztowieka (Pawlowski i wsp. 2004b).

Proces rozmnazania ptciowego zarodza w ciele samicy komara trwa od 7 do

35dniizalezy m. in.od temperatury i wilgotnosci Srodowiska (Fauci i wsp. 2000).

2.1.3 Epidemiologia zimnicy na swiecie

Malaria od stuled stanowi istotne =zagrozenie dla spoteczzenstw w krajach
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tropikalnych oraz oséb podrdézujgcych. Obemie uwaza sie jg z najpowazniejszg w
skali globalnej chorobe pasozytnicza. Aktualnie wystepuje ona stale lub okresowo w
ponad 100 krajach gorgcej strefy klimatycznej, przy czym wiekszos$¢ zachorowan i
zgonow z jej powodu ma miejsce w Afryce, w krajach potozonych na potudnie od
Sahary. Ocenia sie, iz ok. 40% S$wiatowej populacji zyje w regionach zagrozonych
tym schorzeniem.

Stadia watrobowe u czliowieka

Stadia rozwojowe Hepatocyt _ L a 4

w organizmie samicy komara

Zarazony
hepatocyt
(2]

Peknieta (1] — '
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@ L T j 0
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..‘--,:-.-’f.. i ’
ey ) l:‘.l .
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Rycina 2. Cykl rozwojowy zarodzca malarii w organizmie komara i cztowieka

(2rédto: Centers for Diseases Control and Prevention, 2008, USA,

www.cdc.gov)

Epidemiologia zimnicy jest ztozona i moze znaczaw rézni¢ sie nawet na niewielkich
obszarach geograficznych. Utrzymywanie sie malarii na danym terenie wymaga
wystepowania facznie: rezerwuaru oséb zarazonych, podatnych ludzi niezarazonych,
odpowiedniego wektora oraz licznych czynnikow Srodowiskowych sprzyjajcych
kontaktom miedzy cziowiekiem, komarem, a pierwotniakiem. Transmisja zimnicy
zalezy od lizby przenosicieli w rejonie i uktu¢ cztowieka przez komara oraz dtugosci
zycia wektora (Faucii wsp. 2000).

Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO - z j. ang. World Health Organisation)

ocenia lizbe nowych zachorowan na 300 - 500 miliondw kazdego roku, z czego
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umiera od jednego do trzech milionédw oséb rocznie (Pawtowski i wsp. 2004a). Niska
wiarygodnos$¢ danych epidemiologiznych zgfaszanych przez kraje rozwijajgce sie
sprawifa, ze w ostatnich latach opublikowano analizy zachorowalnosci i umieralnosci
z powodu zimnicy oparte m. in. na systemach informacji geografiznej, danych
dotyczacych gestosci zaludnienia, $rodowiska oraz wystepowania przenosicieli
malarii. Wyniki tych badan sugerujg, iz liczba przypadkow moze by¢ nawet ponad
dwa razy wyzsza niz wynikajg@ ze statystyk narodowych (Hay i wsp. 2004).
Obecnie szacuje sie, iz lizba samych zachorowan na zimnicee o etiologii P. vivax
moze siega¢ 390 miliondw przypadkdéw rocznie, zas P. falciparum - ponad 500
miliondw (Snow i wsp. 2005). Na zachorowanie, zwtaszza o ciezkim przebiegu,
najbardziej narazone sq dzieci do 5 roku zycia i kobiety ciezarne mieszkajagce w
regionach endemicznych oraz osoby nieodporne, podrdzujgce ze strefy klimatu
umiarkowanego do krajéw endemicznego lub epidemicznego wystepowania malarii.
Inwazje P. falciparum odpowiedzialne sg za ponad 90% zgondw z powodu malarii
(Pawlowski i wsp. 2004a).

Endemiczno$¢ malarii tradycyjnie definiuje sie poprzez odsetek dzieci w
wieku od 2 do 9 lat, u ktdrych w badaniu przedmiotowym mozna stwierdzic¢
powiekszong Sledzione. Przy wartos$ciach ponizej 10% rejon okresla sie jako
hipoendemiczny, od 11% do 50% modwi sie o rejonie mezoendemicznym, od 51%
do 75% - hiperendemiznym, a powyzej 75% - holoendemicznym. W rejonach
hiper- i holoendemicznych, o wysokiej i stabilnej transmisji malarii, na przebieg
kliniczny choroby wptywajg miedzy innymi wyksztatcane z wiekiem mechanizmy
odpomosciowe. Tereny takie, do ktérych nalezg m. in. niektdore kraje tropikalnej
Afryki, w tym Angola, dotkniete sg znazng chorobowoscig i umieralnoscig dzieci z
powodu zimnicy. To wtasnie w tej grupie wiekowej obserwuje sie tam ciezkie postaci
zimnicy, podczas gdy u o0sO0b starszych czesto dochodzi do bezobjawowej
parazytemii. Epidemiologia zarazen Plasmodium w Angoli omdwiona zostata szerzej
w osobnym rozdziale niniejszej pracy (str. 45).

Regiony $wiata o niskim prawdopodobienstwie zarazenia zarodzcem zimnicy
okreSlane sg jako tereny o  niestabilnej transmisji malarii. U oséb je
zamieszkujgcych nie dochodzi do rozwoju odpomosci przeciwzimniczej, a jawna
klinicznie inwazja Plasmodium spp. - podobnie jak w przypadku malarii
importowanej przez mieszkanadw rejondw wolnych od tej choroby - moze wystgpic
w kazdym wieku.

W zesci krajow Swiata zimnia przebiega epidemicznie. Do takich miejsc nalezg m.
in. niektore regiony subkontynentu indyjskiego i potudniowo-wschodnia Azja. Wsrdd

czynnikdw sprzyjajacych epidemiom wymieni¢ nalezy: masywne opady po okresach
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suszy, pogorszenie warunkéw socjalnych oraz migracje ludnosci (Fauci i wsp. 2000).

2.1.4 Epidemiologia zimnicy przywlekanej do krajow Europy i
Polski

Na kontynencie europejskim nie obserwuje sie obemie rodzimych zachorowan na
zimnice. W ostatnich latach w kilku krajach Europy (m. in. Hiszpania, Franci,
Niemcy) zarejestrowano krdtkotrwalg i szybko wygasia transmisje pochodzasg od
przypadkdéw importowanych (Ammengaud i wsp. 2007). Malaria jest natomiast
jednym z najgrozniejszych schorzen, ktore dotycza oséb udajgcych sie do tropiku i
stanowi gtdwng przyczyne zgonéw z powodu chordb zakaznych wéréd podrdzujgcych
(Steffen i wsp. 2003). Lizbe przypadkdéw malarii przywlekanych do Europy ocenia
sie na okoto 10 000 roznie, a Srednio u 5% sposmdd zarazonych pacjentow dochodzi
do rozwoju ciezkich postaci klinicznych zimnicy (Trampuz i wsp. 2003).

W Polsce transmisji rodzimej malarii, wywotanej przez P. vivax, nie
obserwuje sie od 1963 roku. Istniejg jednak warunki niezbedne do jej powrotu
(Kubica-Biernat 1999). W naszym kraju wystepuje bowiem 5 gatunkéw komardw
widliszkdw, a chory z przywleczong malarig w okresie parazytemii moze stac sie
zrodifem zarazenia owada. Importowana zimnica jest w Polsce rzadkim, ale istotnym
problemem kliniznym. Rocnie rejestruje sie kilkadziesigt przypadkéow malarii
zawleczonej do naszego kraju, a ponadto w ciggu roku odnotowuje sie ok. 120-150
zachorowan u obywateli polskich podzas pobytu poza granicami kraju (Kottowski
2007). Wsrdéd przypadkéw zimnicy przywlekanej do Polski dominujg zarazenia P.
falciparum importowane z Afryki, ktore zesto charakteryzujg sie rozwojem ciezkich
postaci klinicznych (Goljan i wsp. 2006).

Nalezy podkresli¢, iz w ostatniej dekadzie w kraju rozwineta sie wysoce
niekorzystna sytuacja w zakresie zapadalnosci i $miertelnosci z powodu zimnicy
zawlekanej z terendéw endemiaznych. Szzegdlnie niepokojgcym zjawiskiem jest
obserwowana Kkilkakrotnie wyzsza niz przecietha w krajach europejskich
Smiertelno$¢ z powodu inwazji P. falciparum o ciezkim przebiegu (Pawtowski i wsp.
2004a).

Zgony w przebiegu zimnicy w Polsce dotyczg wprawdzie nie wiecej niz kilku
przypadkdéw rocznie, jednak notowana $miertelnosc¢ jest od 7 do 16 razy wyzsza niz
w pozostatych panstwach naszego kontynentu (Tabela 2, str. 19). Dla poréwnania,
wedtug danych TropNetEurop, Smiertelnos¢ z powodu przypadkéw malarii o etiologii

P. falciparum wynosi w Europie jedynie 1,4% (Muhlberger i wsp. 2003).
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Tabela 2. Zachorowalnos$¢, umieralnosc i $ miertelno$¢ z powodu malarii przywleczonej do
Polski w latach 1992-2003 (zrodto: Pawtowski i wsp. 2004a)

Rok 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003
Zachorowania 17 27 18 21 31 37 38 3 24 27 22 17
Zgony 1 0 0 1 2 3 0 1 1 0 2 1

5,9% 0 0 4,8% 6,5% 8,1% 0 3% 4,2% 0 9,1% 6,3%
Smiertelnoé¢
7 * 8 * 12 * 16 * 10* 16%*

* Smiertelno$¢é w Polsce jako wielokrotno$¢ $redniej $miertelnoéci w Europie

2.1.5 Patogeneza malarii

Réznorodno$¢ mechanizmdéw biorgcych udziat w inwazji Plasmodium spp. sprawia, iz
zimnica nie moze by¢ uznana za jednolita w swoim obrazie jednostke chorobowa,
ale stanowi odzwierciedlenie szeregu proceséw patologicznych. Ztozonos$¢ ta wynika
m. in. z ekspozycji na =zarazanie pacjentow niejednorodnych genetyznie i
immunologiznie, jak mwniez z rdznicy wirulencji poszczegdlnych gatunkéw i
szczepdw zarodza. Istotng role w patogenezie malarii odgrywa wiek i wrazliwos¢
osobniza zywiciela, jego wasna odpowiedz odpornosciowa, wspotistniejgce
schorzenia, a w szxzegdlnosci obecno$¢ hemoglobinopatii oraz innych infekcji i
inwazji pasozytnizych, powszechnie wystepujgcych w rejonach tropikalnych o
niskim poziomie higieny. W krajach rozwijajgcych sie, nie bez znaczenia dla obrazu
choroby pozostaje utrudniony dostep do opieki zdrowotnej (Miller i wsp. 2002).
Kompleksowos¢ aspektow patogenetycznych zimnicy, zaleznych zarmdwno od
organizmu pasozyta, jak i ««lowieka, a takze «ynnikéw geografizno-
Srodowiskowych przedstawia Rydna 3 (str. 21).

Powyzsze zagadnienia nie zostaty jak dotad dokiadnie zbadane. Wiadomo
jednak, ze do najwazniejszych elementow patogenezy malarii zaliey¢ mozna:
postepujgca inwazje pasozytnicza wyrazajac sie w narastajgcej liczbie zarazonych
erytrocytéow, destrukcje krwinek czerwonych, zardwno zarazonych jak i wolnych od
Plasmodium oraz oddziatywanie uwalnianych przez zarodzcee toksyn. Ciezkie postaci
malarii o etiologii P. falciparum wigzane sg z zaburzeniami w mikrokrgzeniu
zaatakowanych narzadow, ktdrych rozwdj uwarunkowany moze by¢ niekontrolowang
reakcjq zapalng, stanowigc@ konsekwencje odpowiedzi ukladu immunologicznego
zywiciela (Atarvanis-Tsakonas i wsp. 2003). Sugeruje sie istnienie podobnych
me chanizmdw regulujgcych przebieg zimnicy oraz posoxznicy bakteryjnej, a w obu

tych schorzeniach obserwuje sie nagfe uwolnienie licznych mediatoréw zapalnyc,
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miedzy innymi prozapalnych cytokin, tlenku azotu i reaktywnych zwigzkéw
tlenowych. Ten aspekt patogenezy zimnicy postulowany jest rowniez w odniesieniu
do zarazen pozostatymi gatunkami Plasmodium (Clark i wsp. 2007). Poglad taki nie
podwaza jednak stwierdzanego od dawna znaczenia zjawisk sekwestracii,
cytoadherencji oraz agregacji czerwonych krwinek w inwazji zarodzeem
sierpowatym (Pateli wsp. 2003).

W zimnicy tropikalnej powyzsze procesy moga przebiega¢ na poziomie
ogolnoustrojowym i oddziatywa¢ na lizne tkanki oraz narzady, jk rowniez
ogranicza¢ sie do poszczegdinych lokalizacji w organizmie np. oSrodkowego ukladu
nerwowego w malarii mézgowej lub tozyska w zimnicy kobiet ciezarnych. Wydaje
sie, ze zwigzane jest to zardwno z czynnikami zaleznymi od gospodarza, w tym
ekspresji opisanych nizej biatek receptorowych przez okreslone komorki, jak i
aspektdw zwigzanych z zarodzeem, a zwtaszcza jego wptywem na zarazong krwinke
czerwong (Miller i wsp. 2002). W obrebie erytrocytdw, ktdre ulegty inwazji, dochodzi
bowiem do konsumpcji i degradacji biatek $srédkomérkowych przez merozoity P.
falciparum, jak rOwniez ekspresji antygendw pasozyta na powierzchni bilon
komorkowych tych krwinek, co w szazegdlnosci dotyczy biatka PFEMP-1 (Plasmodium
falciparum erythrocyte membrane protein 1). Warto zauwazyé, ze mraz wiecej
danych wskazuje na zaangazowanie systemu biatek szoku termicznego zarodza w
transport peptydéw produkowanych przez pasozyta na powierzchnie erytrocytu.

Proces sekwestracji dotyczy zarazonych krwinek <zerwonych zawierajacych
dojrzate formy rozwojowe pierwotniaka, ktdore ulegaja adherencji do komodrek
$rodbfonka drobnych nazyn zylnych i kapilar waznych zyciowo organdw, co
prowadzi tym samym do zaburzen krgzenia w ich obrebie (Fauci i wsp. 2000). W
konsekwencji zjawiska te przyczyniaja sie do rozwoju dysfunkcji narzgdowych,
anaerobowej glikolizy oraz kwasicy metaboliznej, stanowigcych klinizne wyktadniki
ciezkiej malarii tropikalnej, opisane szerzej w osobnym rozdziale niniejszej rozprawy
(str. 29).

Cytoadherencja mozliwa jest dzieki wspomnianym powyzej ligandom
btonowym zarazonych erytrocytdw (PfEMP-1) oraz biatkom receptorowym komorek
gospodarza, do ktdrych nalezg m. in. czastezki adhezyjne, takie jak: zastewzka
adhezji miedzykomorkowej 1 (ICAM-1, z j. ang. intercellular adhesion moleaule 1),
czastezka adhezji $rodbfonka naczyniowego 1 (VCAM-1, z j. ang. vascular cell
adhesion molecule 1), selektyna E oraz siarzan chondmityny i receptor CD36
(Kirchgatter i wsp. 2005).
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Czynniki zalezne od pasozyta Czynniki zalezne od zywiciela Cz. geograficzno-érodowiskowe
2 Odpornosc
L(?!<oopornc.)sc. . Prozapalne cytokiny L )
Szybkos¢ namnazania sie Niedokrwis tod¢ Dostep do opieki zdrowotnej

Sposoby inwazji erytrocytow . ) Inne uwarunkowania
P y J ytrocyt sierpowatokrwinkowa,

talasemie, owalocytoza
Inne uwarunkowania

ekonomiczne i etniczne
Stabilno$¢ polityczna (migracje

Cytoadherencja
Tworzenie ,rozet”

Polimorfizm antygenowy t ludnosci)

Zrbznicowanie antygenowe . genetyczne . Intensywnos¢ transmisji
m.in. w zakresie ekspresji . .

(PfEMP1) TNF, ICAM-1, CR1 (zalezna od wystepowania

Uwalnianie zwigzkow ! Wiek ! wektoraw rejonie)
toksycznych Ciaza
Przebieg kliniczny malarii
=
Inwazja bezobjawowa Jawna klinicznie inwazja Ciezka malaria Zgon

(choroba goraczkowa
olagodnym przebiegu)

Rycina 3. Czynniki biorgce udziat w patogenezie malarii - zalezne od organizmu
Zywiciela, pasozyta oraz geograficzno-$rodowiskowe (zrédto: Miller i
wsp. 2002)

Obecnie niektdrzy badacze wiqzg zjawisko ekspresji molekut adhezyjnych
przez $rodbtonek poszzegdlnych narzaddéw z oddziatywaniem prozapalnych cytokin,
w szczegdlnosci czynnika martwicy nowotworéw (TNF - z j. ang. tumor necrosis
factor), uwalnianych przez komdrki ukfadu immunologiznego zywiciela w
odpowiedzi na inwazje Plasmodium (Clark i wsp. 2007). Nalezy jednak podkresli¢, iz
regulacia opisywanych procesdéw nie zostata jak dotagd w peini poznana. Miedzy
innymi wcigz niewyjasniony pozostaje wzglednie tagodny przebieg inwazji P.
falciparum u wiekszo$ci osob z zimnicg o tej etiologii, pomimo obemych u nich
zjawisk cytoadherencji i sekwestracji zarazonych krwinek. Dotychczas nie wykryto
rowniez zynnikow patogenetycznych odpowiedzialnych za progresje malarii od jej
tagodnych do ciezkich postaci, cho¢ wsréd nich wymienia sie wtasnie nadmierng
produkcje i uwalnianie cytokin przez komérki zywiciela (Miller i wsp. 2002).

Niezaleznie od powyzszych procesdéw, zarazone czerwone krwinki wykazujg
zdolnos¢ tworzenia tzw. ,rozet” z erytrocytami zdrowymi, @ w konsekwengcji
poglebia zaburzenia mikmokmzenia i metabolizmu w zajtych omganach

wewnetrznych.
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W efekcie wszystkich opisanych powyzej zjawisk, sekwestrowane zarodzce
przechodzg kolejne fazy rozwojowe unikajgc eliminacji erytrocytéw w $ledzionie.
Dlatego tez, w zimnicy wywofanej przez P. falciparum, we krwi obwodowej
rozpoznaje sie zwykle jedynie miode, ,pierscieniowate” formy bezpiciowego cyklu
rozwojowego pasozyta, podczas gdy stwierdzany odsetek zarazonych krwinek nie
musi odpowiada¢ rzezywistej intensywnosci inwazji (Fauci i wsp. 2000). Zdarza sie
jednak, iz inwazjom tym gatunkiem Plasmodium towarzyszy bardzo wysoka
parazytemia, do czego przyczynia sie m. in. fakt zarazania przez P. falciparum
krwinek w kazdym wieku. Pozostate gatunki zarodZza wykazuj powinowactwo
wytacznie do retikulocytow albo erytrocytow starszych, stad obserwowany poziom

parazytemii rzadko przekracza dwa procent.

2.1.6 Immunologia malarii

Odpowiedz odpomosciowa zywiciela na zarazenie zarodzeem malarii charakteryzuije
sie réznorodnoscig mecdchanizmoéw w nig zaangazowanyd, co po czesci wynika ze
ztozonosci cyklu rozwojowego Plasmodium spp. W cyklu erytrocytarnym,
przylgzenie merozoita do powierzchni krwinki mozliwe jest dzieki specyfiznym
receptorom na powierzchni erytrocytow. W przypadku P. vivax receptorami takimi
sq antygeny grupowe krwi Duffy Fy® i Fy°. Wiekszo$¢ populacji krajow Afryki
Zadchodniej cechuje ujemny fenotyp Duffy Fy Fy i wz zwigzku z tym pozostaje ona
odpoma na inwazj tym gatunkiem pierwotniaka (Fauci i wsp. 2000). Ponadto,
uwarunkowane genetyznie zaburzenia strukturalne i funkcjonalne hemoglobiny
oraz niedobdér dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej przyzyniaja sie do
tagodniejszego, czesto bezobjawowego  przebiegu  malarii. Najczestsze
hemoglobinopatie, zyli niedokrwisto$¢ sierpowatokrwinkowa i talasemia wystepujg
w wielu rejonach Afryki tropikalnej oraz innych czeSciach $wiata potozonych w
gorgcej strefie klimatycznej i stanowiag prawdopodobnie odpowiedZz ewolucyjng
wobec zimnicy (Cianciara i Juszczyk 2007).

Podstawowym elementem wczesnej odpowiedzi gospodarza na inwazje
Plasmodium jest uruchomienie nieswoistych mechanizméw obronnych. Zarazone i
rozpadte krwinki czerwone niszczone sg przez komdrki zeme. W szczegdlnosci
obserwuje sie pobudzenie ukladu immunologicznego w $ledzionie, dlatego tez
narzad ten w przebiegu malarii ulega powiekszeniu. W przypadku P. falciparum
$ledzionowy wychwyt zarzonych erytrocytdw ograniczony jest jednak przez
zjawisko ich sekwestracji w drobnych nazyniach innych organdéw wewnetrznych
(Miller i wsp. 2002).
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Uwalniany w trakcie pekania erytrocytbw materiat pochodzenia
pasozytnizego, przede wszystkim glikofosfatydyloinozytol (GPI - z j. ang.
glycosylphosphatidylinositol), prowadzi do aktywacji makrofagdw oraz produkcji
tlenku azotu i reaktywnych zwigzkéw tlenowych posiadajgcych wasciwosci
pierwotniakobdjcze (Wandurska-Nowak 2004). Ten sam mechanizm indukuje
réwniez produkcje prozapalnych cytokin i ich uwalnianie przez komdrki ukladu
odpomosciowego m. in. monocyty, makrofagi ormz komarki NK. Zjawiska te wydaj
sie niezbednym elementem odpowiedzi immunologiznej na inwazje, jednak w
pewnych sytuacjach moga prowadzi¢ do rozwoju reakcji =zapalnej o
niekontrolowanym charakterze i niekorzystnych dla organizmu zywiciela
konsekwencjach kliniznych. Udziat cytokin  zapalnych w  odpornosci
przeciwzimniczej oraz patogenezie ciezkich postaci kliniznych malarii zostat szerzej
opisany w osobnym rozdziale niniejszej pracy (str. 33).

Odpornos¢ swoista w zimnicy odnosi sie do poszezegdinych gatunkow i
szczepOw zarodza@. Jej mechanizmy nie zostaty dotychczas doktadnie poznane, choé
wiadomo, iz uczestniczy w niej zardwno odpowiedz typu komdrkowego, jak i
humoralnego. Rozwdj odpornosci komdrkowej opdzniajg lizne zynniki, do ktdrych
nalezy zalizy¢ nieobecno$¢ antygendw zgodnosci tkankowej na powierzchni
zarazonych erytrocytdow oraz zmienno$¢ antygenowg poszazegdlnych szczepow
Plasmodium, a takze zdolno$¢ zarodZza do indukowania zmian w zakresie ekspresji
biatek na powierzchni erytrocytdw w trakcie inwazji (Fauci i wsp. 2000).

U oséb wielokrotnie eksponowanych na zarmzenie zarodzeem malarii
obserwuje sie wzrost stezenia przedwciat w klasach IgM, IgG i IgA w surowicy, cho¢
nie wigze sie to bezposrednio z odpornoscia na zarazenie. Przypuszcalnie
przeciwciala skierowane przeciwko rznym antygenom pasozyta mogg jednak
ogranicza¢ in vivo namnazanie zarodzadw. W rejonach endemicznego wystepowania
malarii przeciwciata pochodzace od matki przyzyniajq sie do wzglednie tagodnego
przebiegu zimnicy w pierwszych trzech miesigcach zycia noworodka. Po
kilkumiesieznym okresie zesciowej odpornosci dzieci stajg sie szzegdlnie wrazliwe
na petnoobjawowy, ciezki przebieg malarii o etiologii P. faldparum. Zgony w
przebiegu malarii w rejonach o wysokiej transmisji tej choroby u dzieci powyzej 5
roku zycia spotyka sie rzadko, natomiast u osdéb dorostych «esto dochodzi do
bezobjawowej parazytemii i nawracajcych, samoograniczajgcych sie standéw
gorgazkowych. Odpomosc¢ u takich oséb moze zaniknaé w przypadku przebywania
wiele miesiecy poza rejonem endemii malarii i zwigzanym z tym brakiem kolejnych
zarazen zarodzeem. Jak dotad, nie wykryto wiarygodnego wyktadnika

laboratoryjnego opisanej powyzej czesciowej odpornosci przeciwzimniczej u osob
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zamieszkujgcych rejony endemiczne (Schofield i wsp. 2005).

W tym miejsau nalezy rdwniez wspomniec¢ o doniesieniach sugerujgcych, iz
zarazenie Plasmodium spp. moze prowadzi¢ do immunosupresji w organizmie
zywiciela, wyrazajgcej sie zaburzeniami chemotaksji monocytdw, osfabieniem
funkcji fagocytamej komérek zemych, zahamowaniem dojrzewania komodrek
dendrytyaznych i ich zdolnosd do stymulacji limfocytéw T. Dlatego tez, u chorych z
ostrym epizodem malarii obserwuje sie nierzadko wspoétistniejgce infekcie np. dur
brzuszny lub bakteryjne zapalenie ptuc (Schofield i wsp. 2005).

2.1.7 Diagnostyka laboratoryjna zimnicy

Badanie kliniczne jest nieodzownym elementem postepowania 2z chorym
podejrzanym o zimnice, jednak rozpoznanie choroby powinno opierac sie wytgcznie
na stwierdzeniu obecnosci form rozwojowych zarodzca malarii w rozmazach krwi lub
wykazaniu sekwencji jego kwasdow nukleinowych w krwi lub tkankach chorego
technikg polimerazowej reakcji fancuchowej (Pawtowski i wsp. 2004). Ponadto, w
laboratoryjnej diagnostyce malarii wykorzystywane sg badania wykrywajgce

antygen Plasmodium spp.oraz swoiste przeciwciata przeciwzimnicze we krwi.

2.1.7.1 Badanie krwi metoda grubej kropli i cienkiego rozmazu

Najczestszym, a zarazem podstawowym badaniem wykorzystywanym w
rozpoznawaniu malarii, jest mikroskopowe badanie grubej kropli i cienkiego
rozmazu krwi wlosnizkowej, barwionych metodg Giemsy. Polega ono na ocenie
obecnosci form rozwojowych Plasmodium spp. na podstawie obserwacji materiatu
pobranego od chorego podejrzanego o zimnice z uzyciem mikroskopu z obiektywem
immersyjnym. Pod duzym powiekszeniem zwraca sie uwage na wasciwe
zabarwienie rozmazu krwi, wielkos¢ i ksztatt erytrocytdw, obecnosé ziaren pigmentu
w krwinkach oraz ksztalt stwierdzanych pasozytow wewngtrzkrwinkowych, jak
réwniez ich wielko$¢ w pordwnaniu do krwinki, lizbe i ufozenie w erytrocytach.
Okreslenie intensywnosci inwazji (parazytemii) w grubej kropli opiera sie na
oblizeniu lizby zarodzadw w polach widzenia na 200 zabarwionych krwinek biatych,
natomiast dla cienkiego rozmazu krwi podaje sie odsetek krwinek zarazonych w
stosunku do @ najmniej 500 liconych erytrocytéw. Hiperparazytemia jest jednym z
kryteriow laboratoryjnych rozpoznania zimnicy o ciezkim przebiegu (Tabela 7, str.
14).

Badanie mikroskopowe rozmazéw krwi jest badaniem niezwykle cennym dla
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lekarza podejmujgcego decyzje terapeutyczne w malarii. Pozwala ono nie tylko na
postawienie rozpoznania, ale réwniez okresla gatunek pasozyta wywotujgcego
schorzenie, rodzaj zaobserwowanych form rzwojowych (wczesny Ilub pdzny
trofozoit, schizont niedojrzaty, schizont dojrzaty, gametocyty) oraz parazytemie.
Wszystkie te aspekty mogg miec¢ znaczenie rokownicze dla chorego oraz wptywac na
wybor postepowania lezniczego. Ponadto badania parazytologiczne krwi
powtarzane podczas leczenia umozliwiajg monitorowanie procesu terapii i pozwalajg
na stwierdzenie ewentualnej lekoopornos$ci zarodza. Czufos¢ badania
mik roskopowego w kierunku malarii zalezy jednak m. in. od jakosci wykonania
preparatu oraz doswiadczenia w jego ocenianiu przez personel laboratoryjny. Osoby
z duzym doswiadczeniem potrafig wykry¢é 10-20 zarodzadw w 1 pl grubej kropli
krwi, natomiast wykonujgcy badania poza rejonem endemicznego wystepowania
malarii zazwyczaj sg w stanie rozpozna¢ zimnice przy parmazytemii wynoszaa@a
najmniej 100 lub wiecej zarazonych erytrocytdw na 1 pl krwi (Myjak i wsp. 2004).
Zaleznos¢ pomiedzy umiejetnosciami oceniajgeego, a wiarygodnoscia wyniku
badania ma szczegdlne znazenie w krajach wolnych od zimnicy, wtym i w Polsce,
w ktdérych liczba przypadkéw przywlezonej malarii nie jest duza, a do$wiadczenie
wielu laboratoriéw szpitalnych w zakresie badan parazytologiznych -
niewystarczajgce (Chiwakata i wsp. 2001). Dodatkowo, w przypadkach inwazji
mieszanej oraz po uprzednim zastosowaniu nieskuteznej dawki leku
przeciwzimniczego, okreslenie gatunku zarodzca moze utrudniac niska parazytemia
(Myjak i wsp. 2004). Nalezy rdwniez pamieta¢ iz ujemny wynik jednorazowego
badania mikroskopowego rozmazéow krwi nie wykluza zimnicy i wymaga
kilkkakrotnego powtdrzenia, w tym przy uzyciu materiatu pobranego od chorego na

szczycie gorgazki (Pawtowski i wsp. 2004).

2.1.7.2 Oznaczanie sekwencji kwasow nukleinowych zarodzca technika

polimerazowej reakcji tancuchowej (PCR)

Drugim badaniem umozliwiajgcym postawienie rozpoznania zimnicy, jest wykazanie
swoistych sekwencji nukleotydow kwaséw nukleinowych charakterystyznych dla
okreslonego gatunku zarodza technikg polimerazowej reakcji fancuchowej (PCR - z
j. ang. Polymerase Chain Reaction). Jest to test zasochifonny i kosztowny, pozwala
jednak na stwierdzenie obecnosci pasozytdw we krwi przy niskiej parazytemii,
réznicowanie gatunku zarodZa oraz wykrywanie mutacji genowych zwigzanych z

lekoopornoscig P. falciparum (Myjak i wsp. 2002).
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Czulos¢ i specyficzno$¢ badania technikg PCR jest bardzo wysoka. Pozwala
ono wykry¢ Plasmodium spp. w liczbie ponizej 1 pasozyta w 1 ul krwi. Do
elementdw ogranizajagcych wykorzystanie tej metody, zwlaszza w krajach
rozwijajgcych sie, nalezg wysokie koszty aparatury i odczynnikow (Jason i wsp.
2001). Jej zastosowanie wigze sie rowniez z konieznoscig przeszkolenia personelu
laboratoryjnego oraz wzglednie dtugim, w poréwnaniu do badania mikroskopowego,
czasem oczekiwania na wynik. W badaniu technikg PCR nie jest mozliwe
réznicowanie obeaych we krwi form rozwojowych zarodzcow.

Badania przy uzyciu tej metody wykonywane sa w Polse jedynie w
Miedzywydzialowym Instytucie Medycyny Morskiej i Tropikalnej AMG w Gdyni.
Wykorzystuje sie je gtdwnie w celu wykrycia inwazji o niewielkiej intensywnosci, w
przypadkach trudnych diagnostycznie przy podejrzeniu inwazji mieszanej oraz w
badaniach naukowych, zwlaszza dotyzgcych identyfikacji szczepdéw P. falciparum

opornych na wybrane lekiprzeciwzimnicze (Myjak i wsp. 2002).

2.1.7.3 Immunochromatograficzne wykrywanie obecnosci antygenu

zarodzca malarii

Wprowadzone w ostatnich latach szybkie testy immunocromatograficzne
(paskowe) opierajg sie na wykazaniu obemosci swoistej dla Plasmodium
dehydrogenazy mleczanowej, antygenu HRP-2 (HRP-2 - z j. ang. histidine-rich
protein-2) Ilub pasozytniczej aldolazy (Marx i wsp. 2005). Tego typu testy
umozliwiajg wykonanie badania w kierunku malarii bez uzycia dodatkowych
urzadzen <y odczynnikdw przez personel medyczny pierwszego kontaktu lub inne
osoby po krdtkim przeszkoleniu. Procedura badania nie jest zasochtonna, a jego
wynik mozna odazyta¢ w ciggu kilkunastu minut. Dlatego tez szybkie testy oparte
na tej metodzie mogq znalez¢ zastosowanie w diagnostyce malarii w osrodkach
podstawowe]j opieki zdrowotnej w krajach rozwijajacych sie w przypadku braku
mozliwosci wykonania badania mikroskopowego (Rehlis i wsp. 2004). Testy
immunochromatograficzne nie pozwalajg jednak na ocene intensywnosci inwazji,
moga dawacé¢ wyniki falszywie ujemne przy niskiej parazytemii badz falszywie
dodatnie np. przy jednozesnym wystepowaniu we krwi czynnika reumatoidalnego.
Celem rozpoznania badz wykluzenia zimnicy, zardwno dodatni, jak i ujemny
wynik badania metodg immunochromatografizng, wymaga wiec potwierdzenia przy

pomocy oceny mikroskopowej rozmazu krwi (Pawtowski i wsp. 2004).
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2.1.7.4 Wykrywanie swoistych przeciwciat przeciwzimniczych

Badania serologizne przydathe w diagnostyce zimnicy bazujg na technice
imm unofluorescencji posredniej (IFA - z j. ang. Indirect Fluorescent Antibody) badz
metodzie immunoenzymatycznej (ELISA- z j. ang. Enzyme-linked Immunosorbent
Assay). Zastosowanie tych badan pozwala na wykazanie obecnosci swoistych
przeciwciat przeciwzimniczych w surowicy chorego lub osoby po przebytej malarii. W
przypadku techniki IFA najilniejsza reakcje obserwuje sie z przedwcialami
przeciwko P. falciparum (reakcja homologizna) (Myjak i wsp. 1993). Natomiast
dostepne obemie testy ELISA opierajg sie na biatkach zardza sierpowatego,
pochodzacego z hodowli in vitro, jak rowniez rekombinowanych antygenach P. vivax
(Dodereri wsp. 2007).

Ograniczenia tego typu badan zwigzane sg z faktem, iz wykrywajg one
przeciwciafa, a nie antygeny pasozyta. We wczesnym etapie zimnicy, u osoby
chorujgcej po raz pierwszy, przeciwciata mogg jeszcze nie by¢ obeme w surowicy. Z
kolei w rejonie o wysokiej transmisji malarii, ze wzgledu na czeste epizody choroby
dodatni wynik badania serologicznego nie jest jednoznacny z aktywng inwazjg
Plasmodium spp. Przeciwciata te utrzymujq sie bowiem we krwi przez wiele miesiecy
po przebyciu zimnicy (Myjak i wsp. 1993). Badanie serologiczne sg jednak niezwykle
cenne w retrospektywnym potwierdzaniu zimnicy przebytej poza grania@mi kraju,
zwlaszza w sytuacji braku dokumentacji lekarskiej lub laboratoryjnej oraz w celach
orzeazniczych (Jaremin i wsp. 1993/1994).

2.1.7.5 Inne badania laboratoryjne w zimnicy

Przedstawione powyzej badania majg niebagatelne znaczenie dla podjecia
odpowiednich decyzji terapeutycznych. Istotne jest rozpoznanie zaréwno gatunku
zarodZza, zwlaszza identyfikacja najgrozniejszego z nich (P. falciparum), jak i
ocena intensywnosci zarazenia (parazytemii). Poza diagnostykg parazytologiznag,
ustalenie stopnia ciezkosci przebiegu inwazji u chorego opiera sie na wyniku badania
podmiotowego i przedmiotowego oraz licznych parametrach hematologiznych i
biochemiznych. Najcze$ciej w praktyce kliniznej oraz w badaniach naukowych
stosuje sie wtym celu kryteria ciezkiej malarii opublikowane przez WHO (Tabela 7,
str. 59). Kryteria te dotyczg =zasadniczo malarii tropikalnej wywotanej przez P.
falciparum, jako jednostki zwigzanej z najwiekszym ryzykiem powikfan i zgonu u

chorych. W niniejszej rozprawie postuzono sie nimi takze w analizie przebiegu
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zimnicy w inwazjach pozostatymi gatunkami zarodzcéow, wsrdéd ktdrych rowniez
spotyka sie ciezkie postaci malarii opisane przez WHO (Beg i wsp. 2002).

Oblizenie parazytemii na podstawie preparatu cienkiego rozmazu lub grubej
kropli krwi obwodowej osoby zarazonej jest waznym elementem oceny ryzyka
malarii dla zdrowia i zycia pacjenta. Jak juz wspomniano, ograniczeniem tego
badania u chorych z importowang inwazjg Plasmodium spp. w krajach wolnych od
tego sdhorzenia, jest czesto niewystarczajgee doswiadczenie personelu
laboratoryjnego (Myjak i wsp. 2004). Dlatego poszukuje sie innych wskaznikéw o
znaczeniu prognostycznym w zimnicy. Dotychczas wykazano zwigzek rokowania w
zimnicy m. in. z obecnoscig schizontdw we krwi obwodowej, obnizonym stezeniem
antytrombiny III, a takze wysokim stezeniem TNF w surowicy krwi u chorych z
inwazjg P. falciparum. Trzeba jednak zauwazy¢, iz obserwacje te poczyniono na
materiale ograniczonym do wybranych grup wiekowych oraz etniznych i jak dotad
nie wykorzystuje sie ich wynikdw w praktyce lekarskiej (Goljan i wsp. 2006).
Réznorodnos¢ postaci ciezkiej zimnicy oraz skomplikowane relacie pomiedzy
charakterystyka jej przebiegu, a wiekiem, pochodzeniem oraz stopniem transmisji
malarii w danym rejonie i innymi cynnikami, znacznie utrudniajg znalezienie
wskaznika laboratoryjnego o wartosci rokowniczej moggcego znalez¢ zastosowanie

w postepowaniu diagnostyczno-terapeutycznym (Chiwakata i wsp. 2001).

2.1.8 Objawy i przebieg kliniczny zimnicy

Przebieg zimnicy, jej objawy, rokowanie oraz nastepstwa choroby sa wypadkowg
szeregu aspektdw zaleznych od omganizmu pasozyta, zywiciela i wptywow
$rodowiskowych. Roéznorodnos¢ aoynnikdw wptywajgcych obraz kliniczny tego
schorzenia sprawia, ze inwazja Plasmodium spp. moze mie¢ posta¢ fagodnego,
niemal bezobjawowego zarazenia, poprzez ostry, samoograniczajgcy sie kilkudniowy
incydent gorgazkowy, az po ciezkg ogodlnoustrojowg chorobe z zagrazajgcymi zyciu
powikfaniami, przypominajgcymi w przebiegu posoznice bakteryjng (Miller i wsp.
2002).

U osdéb dorostych objawy zimnicy pojawiajq sie najwczesniej po 7 dniach od
uktucia przez komara zarazonego zarodzcem malarii. Okres wylegania choroby w
przypadku zarazenia inng drogg, np. po przetozeniu krwi jest krotszy, gdyz nie
obejmuje on watrobowego etapu cyklu rozwojowego pasozyta (Fauci i wsp.2000).
Pierwsze objawy malarii, takie jak: zle samopoczucie, bdle gtowy, bdle miesni,
nudnoéci oraz wymioty z nastepowym wzrostem temperatury ciala, s3

niecharakterystyczzne i typowe dla licznych infekcji o etiologii wirusowej. Klasyczna
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triada objawow, czyli wystepujgce kolejno po sobie dreszcze, kilkugodzinna wysoka
gorgczka oraz zlewne poty towarzyszace obnizaniu sie temperatury ciata, spotykana
jest coraz rzadziej, zwtaszcza we wczesnej fazie choroby. Zazwyczaj poczatkowo
gorgczka jest nieregulama, a w przypadku inwazji P. falciparum mozna w ogdle nie
zaobserwowa¢ cykliznosci wystepowania objawdw malarii. Najczesciej zarazenie P.
vivax i P. ovale w ciggu okofo tygodnia przechodzi w tzw. ,trzeciaczke” z napadami
gorgczki o 48 godzin, natomiastinwazja P. malariae - w ,czwartaczke” z objawami
pojawiajgcymisie cyklicznie o 72 godziny (Pawtowski i wsp. 2004a).

Opisano liczne i dznorodne postaci kliniczne ostrej fazy zimnicy, jednak w
niepowikfanych przypadkach do najczesciej spotykanych objawdw nalezg: gorqazka,
zte samopoczucie, objawy niewielkiego stopnia niedokrwistoSci oraz splenomegalia.
Czeste, zwtaszza w mitodszym wieku, jest tez niewielkie powiekszenie watroby. U
dzieci, przy zarazeniu kazdym z gatunkéw Plasmodium spp., mogg pojawi¢ sie
drgawki (Fauci i wsp. 2000). Szczegdlne znaczenie klinizne majg inwazjge P.
falciparum, ktdre nierzadko wywotujg ciezkg, ogdlnoustrojowgq chorobe =z
niewydolnoscig wielonarzadowg i zagrazajgcymi zyciu zaburzeniami metabolicznymi.
Malaria tropikalna u oséb nieodpornych w przebiegu zarazenia tym gatunkiem
zarodza moze w ciggu kilku dnidoprowadzi¢ do zgonu (WHO 2000).

2.1.8.1 Obraz kliniczny zimnicy o ciezkim przebiegu

Wiekszos¢ przypadkow ciezkich postaci zimnicy wywotywana jest przez P.
falciparum. W malarii o tej etiologii dochodzi bowiem do cytoadherencji zarazonych
erytrocytow, ich sekwestracji w obrebie drobnych naczyin oraz narzgdowych i
metabolicznych konsekwencji tych zjawisk, ktére od wielu lat uwaza sie za podstawe
patogenezy inwazji zarodza sierpowatego (Pawtowski i wsp. 2004a). Sporadycznie
zdarzajg sie takze zagrazajgce zyciu powikfania lub zgon w przebiegu inwazji innymi
gatunkami Plasmodium (Mendis i wsp 2001). Do takich powikfan nalezg m. in.
opisywane w literaturze przypadki pekniecia powiekszonej Sledziony oraz znaznego
stopnia niedokrwisto$¢ (Price i wsp. 2007). W ciggu ostatnich lat obserwowano
réwniez epizody niekardiogennego obrzeku pluc w przebiegu zarazenia P. vivax
zwigzanego z sekwestracjg zarazonych erytrocytdw w ptucach, co moze podawac w
watpliwos¢ powszechnie uznawang teze o wystepowaniu tej patologii jedynie w
inwazjach P. falciparum (Anstey i wsp, 2007). Podobne doniesienia klinizne dotycza
réwniez mézgowej postaci inwazji P. vivax (Beg i wsp. 2002).

W 1990 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia opublikowala liste kryteridw

zimnicy o ciezkim przebiegu, w celu ujednolicenia nomenklatury wykorzystywanej w
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badaniach naukowych i epidemiologicznych (WHO, 1990). Naleza do nich
nastepujgce odchylenia w badaniu klinicznym Iub badaniach laboratoryjnych,
obserwowane u chorego z parazytemia potwierdzong badaniem mikroskopowym :
$pigczka w przebiegu malarii mdézgowej, drgawki, znacznego stopnia niedokrwistos¢,
ostra niewydolnos$¢ nerek, obrzek ptuc lub zespdt ostrej niewydolnosci oddechowej,
ostra niewydolno$¢ krazenia, zaburzenia krzepniecia krwi pod postacia jawnych
klinicznie krwawien lub zespotu wykrzepiania wewngtrznaczyniowego, kwasic
metaboliczna, gteboka hipoglikemia oraz hemoglobinuria. W roku 2000 poddano
uprzednio ustalone kryteria rewizji, poszerzajgc liste o kolejne postaci zimnicy
charakteryzujgce sie niekorzystnym rokowaniem (WHO 2000). Kryteria z roku 2000
obejmujg dodatkowo nastepujgce zespoty klinizne i wskazniki laboratoryjne:
zaburzenia Swiadomosci bez Spigzki, skrajne ostabienie, hipertermia o charakterze
udaru cieplnego, uszkodzenie watroby z hipermilirubinemigq oraz hiperparazytemia
stwierdzona w badaniu mikroskopowym krwi obwodowej. Dokladny opis kryteriow
WHO z roku 2000 zawiera Tabela 7 (str. 59).

Malaria
moézgowa

Niewydolnosé
oddechowa

T

Gleboka
niedokrwistos¢
Rycina 4. Smiertelnaéé z powodu paszczegdlnych pastaci malarii o ciezkim

przebiegu u dzieci (zrédto: Maitland i wsp. 2004)

W rejonach o wysokiej i stabilnej transmisji malarii, ciezki przebieg inwazji P.
falciparum dotyczy przede wszystkim dzieci do lat pieciu oraz kobiet ciezarnych. W
takich okoliczno$ciach, wraz z powtarzajgcymi sie ekspozycjami na zarazenie
zarodzcem, dochodzi do wyksztatcenia wspomnianych wczesniej mechanizmow

odpomosciowych, dzieki ktdrym u oséb dorostych obserwuje sie prawie wytgcznie
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tagodne postaci zimnicy lub bezobjawowa parazytemie. W pozostatych regionach
wystepowania zimnicy, ciezkie postad schorzenia mogg rozwing¢ sie w kazdym
wieku, a szczeg6lnie zagrozeni powikfaniami inwazji Plasmodium spp. s nieodpomi
podrdzujacy z naszej strefy klimatycznej do krajow malaryznyad.

Kazda z powyzszych grup chorych charakteryzuje sie wtasnym obrazem
klinicznym ciezkiej malarii, jak rowniez odmiennym rokowaniem (WHO 2000). U
dorostych z przywlezong zimnic najczesciej dochodzi do dysfunkgcji
wielonarzadowej z niewydolnoscig nerek, obrzekiem ptuc, wstrzasem i Spigezka,
natomiast w rejonach endemiaznych, w wieku rozwojowym dominuje malaria
mozgowa oraz zaburzenia zwigzane z gteboka niedokrwistoscig (Maitand i wsp.
2003). Co wieeej, w przeciwienstwie do chorych dzieci z terendéw endemicznych, w
przypadku malarii przywlezonej przez osoby nieodporne, wiek jest niekorzystnym
czynnikiem rokowniczym (Trampuz i wsp. 2003). Powyzsze zjawiska nie znalazty jak
dotad wyczemujgcego wyjasnienia.

Smiertelnoéé z powodu przywleczonej zimnicy o ciezkim przebiegu siega 20%
(Trampuz i wsp. 2003). Rokowanie w przypadku poszazegdlnych postaci zimnicy u
dzieci przedstawia Rycina 4 (str. 30).

2.2 Cytokiny i ich znaczenie w odpowiedzi na zarazenie

Plasmodium spp.

2.2.1 Podstawowe wlasciwosci cytokin i pojecie sieci cytokin.

Cytokiny to liczna i niejednorodna grupa czasteczek biatkowych, kontrolujgcych
szereg proesow biologicznych w organizmie cztowieka. Nalezy do niej ponad 100
réznorodnych molekut, bedacych mediatorami odpowiedzi immunologiznej oraz
zapalnej, wptywajgcych na pmoliferacje i mznicowanie sie komorek, a takze
uczestnizacych w regulacji krwiotworzenia (Oppenheim i wsp. 2001). Gidwnym
zrodtem cytokin sg komorki nalezgce do ukladu odpornosciowego, w tym:
aktywowane monocyty, makrofagi, limfocyty oraz granulocyty. Ich oddziatywanie na
komorki efektorowe odbywa sie na drodze wigzania z receptorami bionowymi, co
prowadzi do uaktywniania szlakow przekazywania sygnatu w obrebie komdrki
(Pietruczuk i wsp. 2001).

Udowodniono, iz  cytokiny reqgulujg wszystkie fazy odpowiedzi
imm unologiznej, jak dwniez w istotny sposéb uzestnicza w procesie zapalnym. Na
tej podstawie rozréznia sie cytokiny prozapalne oraz przeciwzapalne (Tabela 3, str.

32). Podziat ten jest jednak arbitralny i niektdore cytokiny, w zaleznosci od typu
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odpowiedzi immunologiczznej lub fazy procesu zapalnego, mogg wykazywac cechy
charakterystyzne dla obu grup, jak rdowniez odznacza¢ sie wasciwosdami
imm unomodulujgcymi.

Istotne znaczenie dla biologicznych efektdw aktywnosci cytokin majq
szczegdlne zjawiska regulujgcee ich dziatanie, do ktdérych nalezg: plejotropia
(dziatanie wielokierunkowe), redundacja (wywotywanie tego samego efektu przez
rézne cytokiny), synergizm (wspdtdziatanie) oraz antagonizm. Wazna jest takze ich
zdolno$¢ do indukowania kaskad i petli dodatnich badZz ujemnych sprzezen
zwrotnych (Gotgb i wsp. 2001).

Ztozono$¢ dziatania wynikajgca z opisanych powyzej wtasciwosci, duza ilos¢
zidentyfikowanych dotychczas czastezek nalezacych do rodziny cytokin oraz
roznorodnos¢ ich efektordw sprawiaja, ze w ukfadzie immunologiznym oraz
pomiedzy nim, a innymi ukfadami oddziatywania, in vivo cytokiny tworzg
dynamiazny, nieliniowy system powigzan «ynnosciowych, zwany siecig cytokin
(Kokot i wsp. 2005).

Tabela 3. Wazniejsze cytokiny prozapalne, przeciwzapalne i ich receptory
bioragce udziat w patogenezie choréb zakaznych i pasozytniczych (Oppenheim i
wsp.2001)

Cytokiny i inne czynniki prozapalne Cytokiny i inne czynniki przeciwzapalne

TNF STNF-R
IL-1B IL-1Ra, sIL-1R
IL-2 IL-4
IL-6 IL-13
IL-8 IL-10
IL-12 TGFB
IFNY

IL-18 IL-18 BP

Wykazano niejednokrotnie, ze wzmozona ekspresja poszczegolnych cytokin i
ich oddziatywanie w obrebie sieci tych czastezek powigzane sg z zaburzeniami
metabolicznymi oraz dysfunkcjg narzadéw wewnetrznych w przebiegu malarii, a

takze innych schorzen infekcyjnych i niezakaznych. Dotyczy to m. in. ostrej
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niewydolnosci nerek (Parikh i Devarajan 2008), uszkodzenia watroby (Flisiak 1999) i
piuc (Bhata i Moodhala 2004), czy zespolu rozsianego wykrzepiania

wewnatrznaczyniowego (Kopec 1997).

2.2.2 Rola cytokin w zimnicy

Dotychczasowe badania sugerujg, ze odpowiedz na inwazje Pasmodium spp. i
potencjalnie zwigzany z nig przebieg kliniczny zimnicy zaleze¢ moze od dynamicznej
rownowagi pomiedzy aktywnoscia cytokin o charakterze prozapalnym,
przeciwzapalnym oraz immunomodulacyjnym. Podobnie jak w przypadku posocznicy
oraz niektdrych ogdlnoustrojowych infekcji wirusowych, niezbedna do usuniecia
drobnoustroju z organizmu zywiciela reakcja zapalna moze prowadzi¢ jednoczesnie
do uszkodzen narzadowych i zaburzen metaboliznycd (Clark i wsp. 2007).

Udowodniono, iz w reakcji na zarazenie zarodzecem zimnicy dochodzi do
wczesnej produkcji prozapalnych cytokin, w szczegdlnosci IFNy przy udziale 1L-12
oraz TNF, IL-1 i IL-6. Uwarunkowana wzmozong ekspresjg cytokin prozapalnych
aktywacja makrofagdw uznawana jest za jeden z podstawowych mechanizmow
odpowiedzi nieswoistej w malarii i wydaje sie by¢ koniezna do efektywnej redukcji
parazytemii, a co za tym idzie ustgpienia objawdw choroby. Wykazano jednak, ze
nasilona produkcja i uwalnianie tych cytokin w przebiegu inwazji P. falciparum wigze
sie z niekorzystnymi zjawiskami uogdlnionymi, takimi jak gteboka niedokrwistosc
czy malaria mézgowa (Malaguarnera i wsp. 2002b). Jednozesnie wysokie stezenia
wiekszosci cytokin zapalnych w surowicy u chorych okazaty sie by¢ zwigzane z
ciezkimi postaciami inwazji P. falciparum, a istotne znaczenie dla rokowania
przypisywano zrdownowazonej produkcji cytokin przeciwzapalnych, w tym
transformujgceego zynnika wzrostu B (TGF B - z j. ang. Transforming growth factor
B)iIL-10 (Day i wsp. 1999).

ROwniez inwazje pozostatymi gatunkami Plasmodium okazaty sie byc
zwigzane ze wzmozong ekspresjg cytokin prozapalnych na poziomie
ogdlnoustrojowym. W zimnicy wywotanej przez P. vivax wykazano $cisty zwigzek
pomiedzy cyklicznie wystepujacymi objawami malarii, a stezeniem TNF w
surowicach chorych, a otrzymane wartosci surowiczych stezen tej cytokiny
przewyzszaty nawet stezenia obserwowane w zimnicy o ciezkim przebiegu o etiologii
P. falciparum (Karunaweera i wsp. 1992b).

Powyzsze zjawiska oraz znaczenie cytokin w patogenezie malarii i ich zwigzek z
przebiegiem klinicznym cioroby wcigz pozostajq nie w peini zbadane, a wyniki

publikowanych prac sq czesto rozbiezne.
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2.2.3 Znaczenie poszczegolnych cytokin w zimnicy
2.2.3.1 Czynnik martwicy nowotworow

Czynnik martwicy nowotworéw (TNF1) uwazany jest za jedng z najwazniejszych
cytokin w odpowiedzi immunologicznej i zapalnej. Czasteczka ta wykazuje
plejotropowe dziafanie: uczestniczy w reakcjach zapalhych, bierze udziat w
przekazywaniu sygnatdow pomiedzy komodérkami odpowiedzi immunologicznej, a
innymi komoérkami, jak réwniez wptywa na metabolizm komdrkowy oraz zjawisko
apoptozy. TNF dziata chemotaktycznie na monocyty i neutrofile oraz aktywuje te
komorki, podobnie oddziatywujgc takze na makrofagi. Ponadto TNF jest mediatorem
cytotoksycznosci monocytdw i makrofagow. Poza bezposrednim wptywem na ukiad
odpomosciowy, TNF indukuje produkcje i uwalnianie wielu innych cytokin, w tym
IFNy oraz IL-6 z makrofagow i limfocytow. Efekty biologizne TNF zalezg m. in. od
intensywnosci jego wydzielania. Gwattowne uwolnienie duzych ilosd tej czasteczki
moze wywota¢ m. in. objawy wstrzasu, ostrej niewydolnosci oddechowej, zespotu
rozsianego wykrzepiania wewngtrznaczyniowego oraz wysoka gorgczke (Gofgb i
wsp. 2002).

Wykazano, iz wzmozona ekspresja TNF jest istotnym elementem odpowiedzi
na zarazenie zardzcem malarii. W zimnicy TNF uwalniany jest przez makrofagi
aktywowane przez antygeny obeme na bionach komérkowych krwinek czerwonych
zarazonych Plasmodium spp. oraz przez uwalniany w trakcie rozpadu erytrocytow
GPI. Wielokierunkowe dziatanie przeciwpasozytnicze TNF opiera sie m. in. na
stymulacji fagocytozy poprzez wptyw na ekspresje receptorow dla fragmentu Fc
immunoglobulin na monocytach. Ponadto obserwowano zdolno$¢ tej cytokiny do
hamowania rozwoju i namnazania P. falciparum w mechanizmie niezaleznym od
fagocytozy in vitro (Muniz-Junqueira i wsp. 2001). Wraz z innymi cytokinami, a w

szczegbdlnosd IL-12, TNF bierze udziat w stymulacji uwalniania IFNy przez komé&rki

! Mianownictwo dotyczace tej cytokiny wymaga wyjasnienia. Czynnik martwicy nowotwordéw
zostat pierwotnie zidentyfikowany jako biatko zdolne do zabijania komoérek nowotworowych in vitro,
podczas gdy réwnolegle opisywano istnienie kachektyny - czasteczki indukujacej wyniszczenie
organizmu. Po udowodnieniu identycznosci tych obu biatek przypisano im nazwe czynnika martwicy
nowotwordw a (TNF-a), w odréznieniu od bardzo podobnej strukturalnie czgsteczki limfotoksyny, zwanej
TNF-B. Obecnie znana jest jeszcze jedna cytokina zblizona w budowie do limfotoksyny, dlatego tez
wprowadzono nowe mianownictwo: TNF-a nazywany jest TNF, a pozostatym dwdm czasteczkom nadano

miana limfotoksyn a i B (Gotab i wsp. 2002). Taka nomenklature przyjeto réwniez w niniejszej rozprawie.
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NK oraz aktywowane makrofagi, @ wydaje sie byc¢ niezbednym elementem
odpowiedzi przeciwpasozytniczej we wczesnym etapie zimnicy. Stwierdzono, iz
podwyzszone surowicze stezenie TNF, a takze wspotwystepujgcy wzrost poziomu
tlenku azotu we krwi, zwigzany jestz szybkim ustgpieniem goragcki oraz usunieciem
zarodzadw z krwi chorych na zimnice (Malaguarnera i wsp. 2002b).

Z drugiej strony, przypisywany tej czasteczce wptyw na ekspresje <zasteczek
adhezyjnych (m. in. ICAM-1, VCAM-1, selektyna E) w Scianach drobnych naczyn
krwiono$nych moze nasila¢ zjawisko sekwestracji zarazonych zarodZzcami malarii
erytrocytow i zwigzane z tym powikfania (Artavanis-Tsakonas i wsp. 2003). U dzieci
z malarig mdézgowg oraz gteboka niedokrwistoScia w przebiegu ciezkich postaci
inwazji P. falciparum obserwowano wysokie stezenia TNF w surowicy (Kwiatkowski i
wsp. 1990). Wysokie surowicze poziomy TNF stwierdzono mwniez u chorych

dorostych z zimnicg o dezkim przebiegu (Day i wsp 1999).

2.2.3.2 Interferon gamma

Interferony stanowig grupe «asteczek nalezacych do rodziny cytokin prozapalnych,
wsérod ktdrych najwieksze znaczenie w odpowiedzi immunologiznej w chorobach
pasozytnizych ma interferon y (IFNy). Podstawowe funkcje IFNy obejmujq:
aktywacje makrofagdow, wspomaganie prezentacji antygendw, pobudzanie
medanizméw wrodzonej oraz nabytej odpowiedzi immunologiznej, kontrole
interakcji miedzy komdérkami $rddbionka i limfocytami, regulacje odpowiedzi
Th1/Th2 zaleznej oraz wptyw na apoptoze komdrek. Wzmozona ekspresja IFNy
charakterystyczna jest dla odpowiedzi immunologiznej komdorkowej typu Thl. IFNy
ufatwia rdznicowanie limfocytow T cytotoksycznych oraz wzmaga cytotoksyaznosc
komorkowg zalezng od przeciwciat, za ktdrg odpowiedzialne sg komdrki NK. W
inwazjach pasozytnizych IFNy jest jednym z najsilniejszych aktywatoréw
mak rofagow.

Cytokina ta wzmaga ich wtasciwosci cytotoksyzne, m. in. przez pobudzenie
wytwarzania tlenku azotu (NO) na drodze stymulacji ekspresji jego indukowanej
syntetazy. Poprzez produkcje NO, IFNy prowadzi do eliminacji hepatocytow
zarazonych =zarodzeem zimnicy, a takze watrobowych form rzwojowych
Plasmodium wewngtrz tych komérek (Malaguarnera i wsp. 2002b). Ponadto IFNy
nasila ekspresje innych cytokin prozapalnych, w tym IL-1, IL-6 oraz TNF i ich
uwalnianie z aktywowanych makrofagéw.

Obserwacje z wykorzystaniem myszy zarazonych Plasmodium yoelli oraz

Plasmodium berghei sugerujq korzystny wptyw produkcji IFNy we wczesnej fazie
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inwazji na przebieg choroby i ostatezne rokowanie (De Souza i wsp. 2003). W
badaniach na modelach zwierzecych stwierdzono jednak zardéwno powigzanie
wzmozonej ekspresji IFNy z szybka redukcjp parazytemii oraz zmniejszeniem
Smiertelno$ci w przebiegu inwazji Plasmodium, jak i $cisty zwigqzek IFNy z rozwojem
malarii mézgowej (Su i wsp. 2000). Réwniez u ludzi wykazano, iz prozapalne
wtasciwosci IFNy moga ograniczaja¢ prawdopodobienstwo progresji choroby do
zagrazajgcych zyciu postaci klinicznych (Torre i wsp. 2002). Z drugiej strony
obserwowano korelacje wysokich stezen IFNy w surowicy chorych z wystepowaniem
powiktan malarii u ludzi (Riley 1999). Z kolei w eksperymentach in vitro, w
odpowiedzi na ekspozycje na antygen P. falciparum wykazano znaczgco mniejszq
produkcie IFNy przez jednojadrzaste komérki krwi obwodowej dorostych
zamieszkujgcych rejon endemizny w Gabonie, w porwnaniu do komodrek
Europejczykdéw swiezo przybytych do tego rejonu (Kojima i wsp. 2004), co moze
sugerowa¢ zwigzek kliniznej odpornosci przeciwzimniczej ze zdolnoscig organizmu

zywiciela do regulacji ekspresji IFNy w odpowiedzi na zarazenie P. falciparum.

2.2.3.3 Interleukina 6

Interleukina 6 uwazana jest za jeden z podstawowych czynnikdw regulujcych
mechanizmy obronne organizmu. Charakteryzuje sie ona wielokierunkowym
dziataniem: bierze udziat w odpowiedzi immunologiznej, reakcji zapalnej oraz w
krwiotworzeniu. Wykazuje ona zardbwno wlasciwosci prozapalne (np. pirogenne), jak
i przeciwzapalne, m. in. poprzez zdolno$¢ do hamowania produkcji TNF (Oppenheim
i wsp. 2001). W reakgcji ostrej fazy IL-6 odpowiedzialna jest za stymulacje produkdiji
biatek ostrej fazy, w tym biatka C-reaktywnego w hepatocytach, komédrkach
$srodbfonka oraz innych lokalizaciach. Ponadto cytokina ta wywiera wptyw na
wytwarzanie przeciwcial, wzrost komdrek $rddbtonka, a takze oddziatywuje
neurotrofowo oraz pirogenne (Gotgb i wsp. 2002). IL-6 wytwarzana jest giownie
przez monocyty i makrofagi, ale takze fibroblasty, komdrki $rddbtonka oraz
limfocyty T i B, a do czynnikdéw stymulujgcych jej produkcje i wydzielanie zaliza sie
przede wszystkim: IL-1, TNF oraz interferony.

Wzmozong ekspresje IL-6 stwierdzono zaréwno w inwazjach P. falciparum,
jak i P. vivax (Karunaweera i wsp. 1992a, Yeom i wsp., 2003). W zimnicy o ciezkim
przebiegu obserwowano podwyzszone stezenia IL-6 w surowicach choryc,
szczegblnie u dzied afrykanskich z malaria mézgowg (Lyke i wsp. 2004). U
dorostych pochodzgcych z Wiethamu, u ktérych rozpoznano ciezkie klinicznie postaci

zimnicy, wykazano zwigzek nasilonej produkcji IL-6 z hiperparazytemia, z6ttaczka
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oraz wstrzgsem, natomiast nie obserwowano w tej populacji chorych podobnej
korelacji stezenia IL-6 z rozwojem malarii mézgowej. Udowodniono rdwniez iz,
mozliwe jest zastosowanie IL-6 jako czynnika rokowniczego u dorostych z zimnic o
etiologii P. falciparum (Day i wsp. 1999)

2.2.3.4 Interleukina 10

Interleukina 10 jest «asteczkg o szerokiej aktywnos$ci immunoregulacyjnej,
zalizang do cytokin przeciwzapalnych. Speinia ona wiele funkcji, ktére w rezultacie
hamujq reakcje zapalne, a takze odpowiedZz immunologiczng typu komérkowego. IL-
10 jest rdwniez kluzowg cytoking dla réznicowania sie limfocytdw Th2 (Gotgb i wsp.
2002).

Wytwarzana jest gtdwnie przez pobudzone limfocyty T, zwtaszcza Th2, ale takze
limfocyty B, monocyty, makrofagi i keratynocyty. Jednym z podstawowych efektéw
aktywnosci tej interleukiny jest hamowanie produkcji cytokin prozapalnych,
zwlaszza IFNy oraz IL-2, przez subpopulacje limfocytdw Th1l. IL-10 hamuje rdwniez
wytwarzanie cytokin przez monocyty i makrofagi, w szazegdlnosci dotyzy to IL-1q,
IL-6, IL-8, IL-12, TNF, a takze reaktywnych zwigzkéw tlenowych i tlenku azotu
(Gotgb i wsp. 2002). Aktywnos$¢ immunoregulacyjna IL-10 polega na jednoczesnym
blokowaniu syntezy cytokin i prezentacji antygenu poprzez hamowanie ekspres;ji
czastezek MHC klasy II na monocytach.

W zimnicy sugeruje sie istotng mle IL-10 w kontmoli procesu zapalnego
zwigzanego z wczesng odpowiedzig immunologiczng o charakterze Thl i wzmozong
produkcjg IFNy w odpowiedzi na zarazenie Plasmodium spp. (Artavanis-Tsakonas i
wsp. 2003). Te hipoteze potwierdzajg badania z udziatem myszy z unieczynnionym
genem kodujgcym IL-10, ktdre charakteryzowaty sie wyzsza S$miertelnoscia w
przebiegu inwazji Plasmodium chabaudi w poréwnaniu do zarazonych myszy dzikich
szczepdw (z aktywnym tym genem). Zwraca sie rowniez uwage na potencjaing
relacje miedzy przebiegiem choroby i rbwnowaga w zakresie produkcji cytokin pro- i
przeciwzapalnych, w tym IL-10 i TGF3 (Day i wsp. 1999). U dzieci wykazano
zwigzek pomiedzy rozwojem gtebokiej niedokrwistosci, a wysokim stezeniem TNF w

surowicy, przy jednoczesnym niskim poziomie IL-10 (Othoro i wsp. 1999).

2.2.3.5 Interleukina 12

Interleukina 12 nalezy do grupy «astezek o charakterze prozapalnym oraz

immunomodulujgcym i jest gtdwng cytoking, ktdéra odpowiada za rdwnowage
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pomiedzy odpowiedzig immunologiczng Thl i Th2 zalezng. Biologicznie aktywna IL-
12 jest heterodimerem o masie ok. 70 kDa, okreslanym jako biatko p70 (Gofab i
wsp. 2002). Produkowana jest przez przede wszystkim przez makrofagi i komorki
dendrytyzne. IL-12 nasila proliferacje, aktywuje i stymuluje cytotoksyznosé
komérek NK, a takze indukuje powstawanie limfocytdw subpopulacji Thl oraz
wzmaga ich aktywnos¢. Wraz z innymi cytokinami, w szczegdlnosci synergistycznie
z IL-18, wzmaga wytwarzanie IFNy oraz innych cytokin prozapalnych przez komorki
Thl. Zaliza sie ja do istotnych mediatordw odpowiedzi przeciwzakaznej, w tym
przeciwpasozytniczej (Trinchieri 2007).

Ponadto IL-12 bierze takze udziat w regulacji odpomosci humoralnej, m. in. poprzez
stymulacje produkcji przeciwciat przez limfocyty typu B oraz pobudzanie wydzielania
niektdérych podklas przeciwciat IgG oraz hamowanie IgE (Malaguamera i wsp
2002b).

In vitro stwierdzono pobudzajgcy wptyw IL-12 na krwiotworzenie, natomiast
obserwacje in vivo wskazujg, iz cytokina ta moze wywotywa¢ neutropenie,
niedokrwistos¢ oraz trombocytopenie u ludzi. Ponadto IL-12 uwazana jest za
czynnik wspofodpowiedzialny za liczne schorzenia o] charakterze
autoimmunologicznych (Gotab i wsp. 2002)

W badaniach z uzyciem myszy wykazano ochronng role IL-12 w przebiegu
inwazji P. chabaudi, zwigqzang ze stymulacjg odpowiedzi o charakterze Thl, jak
réwniez odpomos$d zaleznej od przeciwciat (Su i wsp. 2002). W surowicach dzied z
gteboka niedokrwisto$cig w przebiegu inwazji P. falciparum obserwowano nizsze
stezenia IL-12 niz u chorych z zimnicg niepowikiang (Malaguamera i wsp. 2002a,
Luty i wsp. 2000, Perkins i wsp. 2000). Podobne relacje pomiedzy IL-12 i ciezkos$cig
przebiegu malarii uzyskano w badaniach dotyczgcych osdb dorostych (Chaiyaroj i
wsp. 2004). Podzas dwutygodniowej obserwacji chorych stwierdzono jednak ciagty
wzrost stezenia tej cytokiny w surowicy pacjentdw z hipermparazytemia i zimnicq

mozgowq, (Gosi i wsp. 1999). Rozbieznosci te nie zostaty jak dotad wyjasnione.

2.2.3.6 Interleukina 13

Interleukina 13 jest  jednym z waznych mediatorow  odpowiedzi
przeciwpasozytnizej. Poprzez swdj udziat w mechanizmadc odpornosci Th2
zaleznych odgrywa szazegdlng mole w inwazjach helmintdow (Oppenheim i wsp.
2001). Niedawno wykazano rdwniez udziat tej interleukiny w odpowiedzi na

zarazenia wywotane przez pierwotniaki (Mansueto i wsp. 2007). Jako cytokina
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przeciwzapalna wykazuje zdolno$¢ hamowania ekspresji wielu interleukin, w tym
TNF oraz IL-12 (Oppenheim i wsp. 2001). Ponadto IL-13 bierze udziat w reakcjach
zapalnych zwigzanych z alergig (Gofab i wsp. 2002).

Cytokina ta wydzielana jest przede wszystkim przez aktywowane limfocyty
subpopulacji Th2, jak dwniez przez limfocyty T cytotoksyazne oraz komdrki NK. IL-
13 wywiera dziafanie przeciwzapalne poprzez regulacje funkcji makrofagdw i
monocytdw. Oddziatywuje takze na limfocyty B, wzmagajac ich proliferacie oraz
synteze przeciwciat klasy IgE. Udowodniono, iz IL-18 dziatajgc samodzielnie, tj. w
warunkach braku wspoidziatania z IL-12, stymuluje limfocyty T oraz komdrki NK do
produkcji IL-13 (Hoshino i wsp. 1999). Niskie stezenia IL-12 obserwowano
dotychzas w kilku badaniach dotyczacych ciezkich postad zimnicy u dzieci
(Malaguarnerm i wsp. 2002c, Chaiyaroj i wsp. 2003). Potencjalny zwigzek tego
zjawiska ze stezeniem IL-13 w surowicy chorych, a takze jego ewentualne znaczenie
kliniczne, nie zostaty wyjasnione w dotychczasowych badaniach nad rolg sieci
cytokin w malarii. Kilka lat temu wykazano natomiast zwigzek polimorfizmu genu
dla IL-13 z kliniczng odpornoscig w zakresie ciezkich postaci malarii u dorostych
(Ohashi i wsp. 2003).

2.2.3.7 Interleukina 18

Interleukina 18 zostata odkryta wzglednie niedawno. Pozatkowo okreslano @
mianem <ynnika indukujgcego interferon y (Wereszczynska i wsp. 2004). Obemie
wiadomo, ze IL-18 jest cytoking o wielokie runkowym dziataniu
imm unomodulacyjnym. Czasteczke te charakteryzuje podobienstwo strukturalne do
IL-1B, natomiast funkcjonalnie wykazuje ona istotng analogie do IL-12 (Tschoeke i
wsp. 2006). Poza produkcjg IFNy, IL-18 stymuluje synteze i wydzielanie cytokin
prozapalnych, w tym TNF i interleukiny 1, przez makrofagi, wzmaga
cytotoksycznos¢ komdrek NK oraz wptywa na roznicowanie sie limfocytéw Thil
(Gotab i wsp. 2002).
W zakresie produkcji IFNy przez makrofagi obserwuje sie efekt synergistyczny
dziafania IL-18 i IL-12. Co wiecej, wyniki niektdrych badan sugerujg iz wydzielanie
IFNy stymulowane przez IL-18 moze mie¢ miejsce wylaznie w warunkach
zwiekszenia ekspresji receptora dla tej cytokiny przez IL-12 (Dinarello 1999).
Oddziatywujac na limfocyty T CD4+, komdrki NK, bazofile oraz komdrki
tuczne, IL-18 moze dwniez w okreslonych okolicznosciach indukowa¢ produkcje IL-

4 oraz IL-13. W ten sposéb IL-18 wykazuje szczegdlng wsrod cytokin zdolnos$¢ do
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wzmagania zaréwno odpowiedzi Thl jak i Th2 zaleznej, z ktdrg zwigzany jest wzrost
limfocytdw B oraz synteza przeciwciat (Dinarello i wsp. 2003).

Analiza pi$Smiennictwa pokazuje, iz surowicze stezenie IL-18 moze by¢
przydatnym wskaznikiem diagnostyaznym w chorobach o} podtozu
autoimmunologicznym oraz zapalnym, o charakterze zaréwno miejscowym, jak i
uogdlnionym. Jak dotad stwierdzono m. in. znaczenie prognostyczne poziomu tej
interleukiny w ostrym zapaleniu trzustki, udziat IL-18 w przebiegu reumatoidalnego
zapalenia stawdw i reakcji ostrego odrzucenia przeszazepu (Kusnierz-Cabata i wsp.
2006). Obserwowano takze zwigzek jej miejscowej i ogodlnoustrojowej ekspresiji z
aktywnos$cig niespecyficznych chordb zapalnych jelita grubego (Wiercinska-Drapato i
wsp. 2005) oraz przydatnos¢ w monitorowaniu przebiegu klinicznego ciezkich
infek cji bakteryjnych, w szczegdInosci posocznicy wywotanej drobnoustrojami Gram-
dodatnimi (Tschoeke i wsp. 2006).

Dopiero od niedawna interleukina 18 stafa sie przedmiotem zainteresowania
badaczy zajmujgcych sie patogenezgq malarii. Dotychczas wykazano, ze
transgenizne myszy z uniezynnionym genem kodujagcym IL-18 sa bardziej
podatne na zarazenie P. berghei niz osobniki dzikie, za$ terapia przy uzyciu
rekombinowanej IL-18 wykazuje ochronne dzialanie w przebiegu zimnicy u tych
zwierzat (Singh i wsp. 2002). Publikacje poswiemne roli tej cytokiny w malarii u
ludzi sg jednak jak dotad bardzo nielizne, a ich wyniki — niejednoznaczne (Torre i

wsp. 2001, Nagamine i wsp. 2003).

2.3 Przeciwciata przeciwko biatkom szoku termicznego

Biatka szoku termiznego (Hsp) sa waznymi efektorami komorkowej odpowiedzi
stresowej, produkowanymi w odpowiedzi na dziatanie mznorodnych cynnikow
zakid@jgcych miejscowg homeostaze. Poza podwyzszong temperaturg, ekspresj
Hsp stymulowana moze by¢ przez m. in. niedotlenienie, dziatanie utleniaczy,
infekcje i stan zapalny. Do zasadniczych funkcji tych casteczek nalezy udziat w
prawidtowym fatdowaniu nowopowstatych bialek oraz denaturacja lub degradacja
biatek uszkodzonych. Poprzez te oddziatywania Hsp dhronig komdrke przed
skutkami zmian Srodowiskowych, dlatego tez okresla sie j mianem ,biatek
opiekunazyd”. Uczestniczg one takze w roznorodnych procesach komdrkowych w
warunkach bezstresowych i dotyczy to m. in. transkrypcji, translacji i transportu
innych biatek oraz przekazywania sygnatu (Dzaman-Serafin i wsp. 2005).

Biatka szoku termicznego obeme sgq we wszystkich organizmach zywych i
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stanowig grupe «astezek niezwykle konserwatywnych filogenetyznie. W swej
budowie wykazuja duzg homologie miedzygatunkowg, nawet pomiedzy tak
odlegtymi ewolucyjnie organizmami, jak czlowiek i pierwotniaki z rodzaju
Plasmodium.

Biatka te zostaty podzielone na kilka gtdwnych grup, w zaleznos$d od ich
przyblizonej masy czasteczkowej wyrazonej w Kkilodaltonach. Nazwano je
odpowiednio: Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60 oraz mate Hsp. Biatka z rodziny Hsp70
utatwiajg synteze, gromadzenie i degradacje innych biatek. Uczestniczg takze w
przezbtonowym  transporcie czastezek proteinowych oraz wptywaja na
rozpuszzalnos¢ kompleksow biatkowych. Hsp60 jest biatkiem zlokalizowanym
gtdwnie w mitochondriach, jednak w obserwowano rdwniez i inne lokalizacje
wewngtrzkomorkowe biatek z tej grupy, a takze jego ekspresj na powierzchni
komérek (Das i wsp. 1997). Hsp60 bierze udziat w transporcie polipeptydéw do
organelli komorkowych orz w fomowaniu biatek zbudowanych z wielu
podjednostek (Dzaman-Serafin i wsp. 2005).

Biatka szoku temmicznego produkowane przez drobnoustroje w chorobach
zakaznych wykazuja wlasciwosci antygenowe i stanowig ligandy dla limfocytéw Tyd
gospodarza. W badaniach nad odpowiedzig immunologizng skierowang przeciwko
tym «agsteczkom stwierdzono, iz mogg one by¢ celem zardowno odpowiedzi
komérkowej, jak i humoralnej. Jednoczesnie, ze wzgledu na podobienstwa
miedzygatunkowe w zakresie sekwencji aminokwaséw, przeciwciata przeciwko Hsp
drobnoustrojow moga reagowac¢ krzyzowo z endogennymi biatkami szoku
termiaznego organizmu gospodarza. Zaobserwowano zwigzek pomiedzy
wystepowaniem autoprzedwciat przecinko Hsp, a patogenezg rmznorodnych
jednostek chorobowych, w tym infekcji i inwazji o rdéznej etiologii, schorzen
autoimmunologicznych oraz chordb naczyniowych, ktdrych podiozem sg zmiany
miazdzycowe zwigzane z uszkodzeniem komérek $rédbionka naczyniowego (Zlgel i
wsp. 1999).

Wydaje sie, ze zarowno biatka szoku termiznego, jak i przeciwciata skierowane
przeciwko Hsp, biorg udziat w regulacji odpowiedzi zapalnej i wykazujg zwigzki z
ekspresjg cytokin (Wu i wsp. 2006). Zauwazono, iz synteza Hsp stymulowana jest
m. in. przez TNF oraz IL-6 (Tchdrzewski 1998). Z drugiej strony, Hsp moga
prowadzi¢ do aktywacji makrofagdw i uwalniania przez te komdrki prozapalnych
mediatordw, w tym TNF, IL-12 oraz tlenku azotu. Zaobserwowano ponadto, iz
jednojgdrzaste komodrki krwi obwodowej malp immunizowanych uprzednio
antygenami biatka z rodziny Hsp70 Mycobacterium tuberculosis, stymulowane in

vitro tym biatkiem produkowaty znaczgco wieksze ilosci IL-12 w pordwnaniu do
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zwierzat niepoddanych szezepieniu (Wang i wsp. 2002).

M- - C PfHsp70

M- B -C Hsp70 u cztowieka

Domena wigzaca ATP ks tacznik peptydowy

==
Domena wigzaca substrat Motyw EEVD

[  Sekwencje repetytywne GGMP

Rycina 5 Podobieristwo strukturalne ludzkiego biatka Hsp70 oraz PfHsp70 ( Zrddto
Acharya i wsp. 2007)

W przebiegu liznych chomdb pasozytniczych biatka szoku termmicznego
produkowane sg zaréwno przez komdrki ludzkie w odpowiedzi na inwazje, jak i
przez drobnoustroje poddane nagtlej zmianie Srodowiska podzas transmisji z
organizmu wektora do cztowieka (Polla 1991). W swoim cyklu rmzwojowym,
zarodzce malarii poddawane sg skokowi temperatury otoczenia o @ najmniej 10°C.
Dotyczy to momentu opuszczenia zmiennocieplnego organizmu komara i wnikniecia
do krwiobiegu ludzkiego. Ponadto, w trakcie epizodow gorgczki w przebiegu zimnicy,
pasozyty eksponowane sg w dalszym ciggu na warunki stresu cieplnego. W
badaniach nad genomem P. falciparum stwierdzono, ze az dwa proent sposrod jego
materiatu genetyaznego koduje biatka opiekuncze, a ich synteze obserwuje sie w
kazdym ze stadidw rozwojowych tego pierwotniaka (Acharya i wsp. 2007). Obemie
uwaza sie, iz znaczenie bialek szoku termicznego pochodzenia pasozytnizego w
zimnicy nie ograniza sie do odpowiedzi zardza na zmiany temperatury.
Przypuszczalnie, funkcje Hsp u P. falciparum obejmujgq takze transport biatek
zarodza na powierzchnie zarazonego erytrocytu. W patogenezie ciezkich postaci
malarii, szczegdlnie istotny wydaje sie udziat Hsp w zmianach antygenowych
indukowanych przez te pierwotniaki w btonie komoérkowej krwinek czerwonych i
zwigzanym z tym wptywem na zjawiska cytodherencji i sekwestracji (Acharya i wsp.
2007). Biatkom tym przypisuje sie takze role w lekoopornosci oraz metabolizmie
hemoglobiny przez komdrki Plasmodium (Pavithra i wsp. 2007). Ze wzgledu na

zdolno$¢ Hsp zarodZza do wywotywania odpowiedzi immunologiznej u zywiciela
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oraz homologie strukturalng czastexzek Hsp u poszczegdlnych gatunkow i szczepow
Plasmodium, rozwaza sie zastosowanie tych biatek w produkcji szczepionki
przeciwzimniczej (Alexandre i wsp. 1997). Interesujgca wydaje sie mozliwos¢
famakologicznego indukowania zaburzen w systemie biatek opiekunczych zarodza
malarii. Obiecujgce rezultaty uzyskano w badaniach nad jednym 2z inhibitoréw
aktywnosci Hsp90 (geldanamycyng), w ktérych obserwowano zahamowanie rozwoju
P. falciparum w odpowiedzi na dziafanie tego leku in vitro (Banumathy i wsp. 2003).

Jak juz wspomniano, biatka szoku temmiznego odznaczajgq sie duzq
homologiga miedzygatunkowg, jednoczesnie wykazujgc wtasciwosci immunogenne.
Biatko Hsp70 zarodzca sierpowatego wykazuje 80% podobienstwa strukturalnego do
Hsp70 ludzkiego (Rycina 5, str. 42). Wiadomo, iz w przebiegu bezpiciowego cyklu
rozwojowego Plasmodium, rozpad zarazonych krwinek zerwonych moze wigzac sie
z uwolnieniem do krwi zamdwno biatek szoku temicznego podiodzenia
pasozytnizego, jak i endogennych Hsp syntezowanych w obrebie erytrocytu,
obejmujgcych biatka zaréwno z rodziny Hsp60, jak i Hsp70. Wobec powyzszego,
nasuwa sie pytanie o wystepowanie oraz role odpowiedzi odpornosciowej
skierowanej przeciwko tym czastezkom w zimnicy. Potencjalnie, przeciwciala
wytworzone w reakcji na antygeny biatek szoku temiznego zarodzca mogg
wykazywa¢ wlasciwosd immunoprotekcyjne, jak i bra¢ udziat w procesach
autoimmunologicznych, z uwagi na udowodniong reaktywnosc¢ krzyzowg z ludzkimi
Hsp (Mattei i wsp. 1989). Jak dotad nie badano jednak relacji miedzy poziomem
przeciwciat przeciwko biatkom szoku termicznego i ciezko$cig przebiegu malarii u

ludzi.

2.3.1 Znaczenie przeciwciat przeciwko biatkom szoku termicznego

w zimnicy

2.3.1.1 Przeciwciata przeciwko biatkom Hsp60

Odpowiedz odpomosciowa przeciwko biatkom z grupy Hsp60 zostata zaobserwowana
zarowno w chorobach wywotywanych przez bakterie, jak i pierwotniaki. Uwaza sie,
iz winwazjach pasozytniczych celem reakcji immunologicznej sq przede wszystkim
antygeny biatek rodziny Hsp70 (Dzaman-Serafin i wsp. 2005). Zidentyfikowano
jednakze biatka produkowane przez P. falciparum, nalezgce do grupy Hsp60,
wykazujgcee wysoki stopien podobienstwa do mitochondrialnych biafek szoku
temiaznego rznorodnych gatunkdéw prokariontéw i eukariontow. Ekspresja biatka

PfHsp60 nie jest uzalezniona od zmian temperatury w cyklu rozwojowym pasozyta,
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a czasteczka ta produkowana jest w sposéb konstytutywny, zardwno stadiach
zarodZza malarii worganizmie przenosiciela, jak i cztowieka. (Das i wsp 1997).

Badania nad odpowiedzig immunologizng przedwko Hsp60 w inwazji
Plasmodium spp. prowadzono jak dotad w bardzo ograniczonym stopniu i zwykle
dotyczyty one wystepowania przeciwciat przeciwko biatku Hsp65 pochodzenia
mykobakteryjnego. W surowicach myszy zarazonych P. yoelli obserwowano
Zhazgw wyzsze poziomy przeciwciat przeciwko temu biatku w klasie IgG, niz u
zwierzat zdrowych (Zhang i wsp. 2001). Z kolei wérdod dorostych chorych z inwazig
P. falciparum hospitalizowanych w Tajlandii w pordwnaniu do oséb zdrowych nie
stwierdzono réznic w surowiczych poziomach przeciwciat przeciwko Hsp65 w tej
klasie. Wykazano natomiast istotne rznice poziomdéw przeciwciat w klasach IgA
oraz IgM (zZhang i wsp. 2001). U pacjentdw z malarig pochodzacych z Nigerii,
rowniez nie stwierdzono znaczacych rdéznic w surowiczym poziomie przeciwciat
przeciwko rekombinowanemu biatku Hsp65 w klasie IgG, w poréwnaniu do grupy
kontrolnej, przy zym u tych chorych nie analizowano pozostatych klas przeciwciat
(Adebajo i wsp. 1995)

2.3.1.2 Przeciwciata przeciwko biatkom Hsp70

U P. falciparum zidentyfikowano 5 regiondw kodujgcych biatka z rodziny Hsp70
(PfHsp70). Wykazano, iz PfHsp70 produkowane jest w duzych iloSciach przez
bezptdowe postaci ozwojowe tego pasozyta w temperaturze 37°C, a ekspresja tego
biatka wzrasta jeszcze bardziej w warunkach podwyzszenia temperatury Srodowiska
do ponad 40°C (Acharya i wsp. 2007). Ekspresje biatka Hsp70 (PvHsp70)
stwierdzono réwniez u zarodzadw z gatunku P. vivax. Udowodniono ponadto, iz
PvHsp70 charakteryzuje sie znaaznag homologia w odniesieniu do Hsp70 pozostatych
gatunkéw Plasmodium spp. (Na i wsp. 2007).

W badaniach na modelu mysim, obserwowano zhaczaw wyzsze poziomy
przeciwciat przeciwko Hsp70 w klasie IgG u zwierzat zarazonych P. yoelli w
poréwnaniu do myszy zdrowych (Zhang i wsp. 2007). Co wiecej, u maip z gatunku
Saimiri sciureus, obecnos$¢ przedwciat skierowanych przeciwko PfHsp70 wigzata sie z
odpomoscig na zarazenie P. falciparum (Dubois i wsp. 1984). W przebiegu malarii
ludzkiej nie wykazano jednak jak dotad ochronnej roli przeciwciat przeciwko biatkom
Hsp70, pomimo udokumentowanego ich wystepowania (Behr i wsp. 1992). Nie
wyjasniono rowniez potencjalnego udziatu tych przeciwciat w reakcjach
autoimmunologicznych w patogenezie zimnicy, aczkolwiek in vitro wykazano, iz

biatka z rodziny Hsp70 zarodzcdw mogg indukowa¢ powstawanie autoprzeciwciat u
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ludzi (Mattei i wsp. 1989).

W surowicy chorych dorostych zarazonych P falciparum w Brazylii
obserwowano znaczgm wyzsze poziomy przeciwciat w klasie IgM oraz IgG
skierowanych przeciwko rdéznorodnym epitopom Hsp70 w pordéwnaniu do grupy
kontrolnej i stwierdzono ponadto zwigzek pomiedzy poziomem przeciwciat IgM, a
czasem trwania inwazji (De Oliveira-Ferreira i wsp. 1999). W badaniach
prowadzonych zardwno w rejonie holoendemiznego wystepowania zimnicy w
Afryce, jak i w brazylijskiej czesci dorzeza Amazonki, charakteryzujagcej sie
niestabilng transmisjg malarii, wykazano korelacje pomiedzy wiekiem i wczeséniejszg
ekspozycjg na zarzenie P. falciparum, a obemos$cig i poziomem przeciwciat
przeciwko Hsp70 (Behr i wsp. 1999, Alexandre i wsp. 1999). Takich badan nie
prowadzono jak dotad wérdd pacjentdw nieodpomych, z inwazjg Plasmodium spp.
przywleczong do krajéw wolnych od tej choroby. Nie analizowano rdwniez zwigzku

pomiedzy poziomem tych przeciwciat, a ciezkosdg przebiegu choroby.

2.4 Centrum Medyczne im. $w. tukasza w Kifa ngondo w

Angoli

Centrum Medyazne im. Sw. tukasza (Centro de Salde Sdo Lucas) w Kifangondo
potozone jest w dystrykcie Caauaco Angoli, w rejonie endemicznego wystepowania
zimnicy, w poblizu stolicy kraju - Luandy (Rycina 6, str. 46). Angola usytuowana
jest nad Oceanem Atlantyckim, w potudniowej czesci Afryki. Trwaja@a tamze przez
ponad 20 lat wojna domowa, zakonczona w roku 2002, przyczynita sie do
dramatycznego pogorszenia sytuacji zdrowotnej populacji angolskiej, liczacej okoto
16 miliondw ludzi. Srednia dtugo$¢ zycia mieszkancadw Angoli nie przekracza obemie
40 lat, a umieralnos$¢ dzieci do lat 5 wynosi 260/1000 i nalezy do najwyzszych na
Swiecie (WHO 2005). Niedozywienie i niedokrwisto$¢ stanowig wiodgce przyczyn
zgondw wsrod uchodzadw wojennych w obrebie kraju (Agadjanian i wsp. 2003).

Dystrykt Caauaco obejmuje nizinne tereny nadmorskie, nalezgce do strefy klimatu
tropikalnego. Dobowe temperatury powietrza sprzyjajgce rozwojowi Plasmodium,
brak dziatan zapewniajgcych kontrole nad wektorem podczas wojny i w latach
powojennych oraz trudno dostepna opieka medyczna sprawiajg, iz malaria jest
jednym z najwazniejszych probleméw zdrowia publiznego w Angoli. Obemie jest
ona gtdwng przyzyna zachorowalnosci i umieralnosci wtym kraju. W latach 1999-
2002 obserwowano tam 1,5 miliona zachorowan na zimnice roznie. Uwaza sie, iz

okofo 50% wszystkich przypadkow chorobowych leczonych ambulatoryjnie w Angoli
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zwigzana jest z inwazjami Plasmodium, podczas gdy ciezkie postaci malarii
odpowiedzialne sg za 25% zgondw szpitalnych w tym kraju (Cuamba i wsp. 2006).
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Rycina 6. Centrum Medyczne im. Sw. tukasza i jego usytuowanie w Angoli (mapa:
CIA Factbook 2008, fot. Archiwum A. t. Wroczynskich).

Centrum Medyczne im. Sw. tukasza w Kifangondo powstalo w trakcie wojny
domowej, jako odpowiedZz placdwki misjonarzy Zgromadzenia Stowa Bozego na
ogromne potrzeby spoteczenstwa angolanskiego. Osrodek ten otwarty zostat w 1996
roku przez o. Andrzeja Fecko SVD, za$ merytoryzny nadzér nad Centrum pemi dr
n. med. Wacltaw L. Nahorski, kierownik Kliniki Chordb Tropikalnych i Pasozytnizych
MIMMIT AMG. Od 12 lat Centrum to rozwija dziatalno$¢ medyczno-badawczg i
Swiadczy ustugi w zakresie poradnictwa ambulatoryjnego oraz szpitalnictwa
zamknietego. Osrodek w Kifangondo oferuje diagnostyke medyczng oraz lezenie
dla ok. 700 000 mieszkanadw dystryktu Cacuac.

Pacjenci konsultowani sg w poradniach Centrum dla dorostych i dziedi,
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obstugujgcych okoto 100-120 osdb dziennie, natomiast chorzy wymagajacy leczenia
szpitalnego przyjmowani sq do Oddziatu. Obecnie dyrektorem tego o$rodka jest o.
Andrzej Fedko SVD, natomiast dr n. med. Waclaw L. Nahorski koordynuje
dziafalno$¢ badawczg oraz medyzng. W Centrum zatrudniona jest na state s. Marta
Sojka SSpS, nadzorujgca angolski personel medyzny (ponad 30 osdb, w tym
pielegniarki, diagnostycy radiologiczni, personel laboratoryjny i pracownicy apteki
szpitalnej) oraz lekarz z Polski kierujgcy Oddziatem Szpitalnym (m. in. lek. T.
Kryger, lek. A. Wojtacha, lek. A. Kuna). Centrum dysponuje nowoczesng aparaturg
RTG, przenosnym ultrasonografem oraz laboratorium umozliwiajgcym wykonywanie
badan mikroskopowych, podstawowych badan biochemiznycdch, hematologicznych, a
takze immunoserologiznych i hormonalnych metodq ELISA. Malaria oraz zakazenie
wirusem HIV/AIDS nalezg do najczestszych probleméw zdrowotnych pacjentdw
Centrum. Wiekszos¢ pacjentdw Oddziatu Szpitalnego stanowig dziecido lat5.

W roku 2004 podpisano porozumienie o wspotpracy naukowo-badawczej pomiedzy
Akademig Medyczng w Gdansku a Uniwerstytetem im. Agostinho Neto w Luandzie
(Angola), uwzgledniajgcee dziatalnos¢ Miedzywydziatowego Instytutu Medycyny
Morskieji Tropikalnej w obrebie Centrum Medycznego im. Sw. tukasza.
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Rycina 7. Oddziat Szpitalny Centrum Medycznego im. Sw. tukasza w Kifangondo
(fot. Archiwum Kliniki Chordb Tropikalnych i Pasozytniczych MIMMIT
AMG)
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Na terenie Centrum prowadzono wspdlne badania z zakresu genetycznie
uwarunkowanej opornosci P. falciparum na chlorochine, pyrimetamine i
sulfadoksyne oraz roli cytokin w patogenezie malarii (Kryger i wsp. 2004,
Wroczynska i wsp. 2005, Nahorski i wsp. w opracowaniu).

Od 5 lat w obrebie Centrum realizowane sg projekty rozwojowe bedace
czescig programu polskiej pomocy zagraniznej udzielanej za posrednictwem
Ministerstwa Spraw Zagranicznych RP, dotyczace poprawy jakosci diagnostyki i
terapii pacjentdw angolskich z zakazeniem HIV, malarig oraz gruzlicg. Projekty te
wdrazane sq w ramach wspdipracy z Centrum Animacji Misyjnej Ksiezy Werbistow, a
ich koordynatorem jest dr n. med. Waclaw L. Nahorski. W ciggu ostatnich lat, co
roku w tych pracach brali udziat lekarze z Kliniki Chordb Tropikalnych i
Pasozytnizych MIMMIT AMG oraz lekarze specjaliéci innych jednostek (m. in.

okulistyka, kardiologia) i personel laboratoryjny.
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3 Cel

Celem niniejszych badan byla oena znaczenia klinicznego wybranych cytokin pro- i
przeciwzapalnych oraz przeciwciat przeciwko biatkom szoku termicznego w zimnicy,
a w szezegolnosci analiza istnienia ich zwigzku z ciezkoscig stanu kliniznego
chorych oraz relacji wzgledem zaburzen narzadowych i metaboliznych w tej
chorobie.

Do eclow szczegbtowych zaliczaty sie:

1. Pordwnanie surowiczych stezen TNF, IFNy, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13 oraz IL-
18, a takze przeciwciat przeciwko Hsp60 oraz Hsp70 pomiedzy chorymi na

malarie, a osobami zdrowymi.

2. Pomdwnanie stezen powyzszych zasteczek w surowicach chorych z fagodnym

i ciezkim przebiegiem inwazji Plasmodium spp.

3. Analiza istnienia zaleznosci pomiedzy badanymi parametrami, a etiologig
zimnicy oraz wiekiem chorych i ich wczesSniejszg ekspozycjg na zarazenie

zarodzcem.

4. Ocena dynamiki zmian stezen powyzszych czasteczek w surowicy pacjentow
z ostrymi objawami malarii oraz po zakonzeniu leczenia przeciwzimniczego,

w okresie rekonwalescendji.

5. Analiza przydatnosci wybranych parametrdw w ocenie ciezkosci przebiegu

klinicznego zimnicy.

Wszystkie wyzej wymienione cele badan realizowano w odniesieniu zardwno do
populacji chorych w wieku rozwojowym pochodzacych z rejonu endemicznego
wystepowania malarii, jak i pacjentdw dorostych z importowang (przywlezong)

do Polski inwazja Plasmodium spp..
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4 Materiat i metody

4.1 Grupy osob wiaczone do analizy oraz badania kliniczne i

laboratoryjne wykonywane u pacjentow

4.1.1 Dorosli z zimnica przywleczona do Polski oraz grupa
kontrolna

4.1.1.1 Dorosli z zimnica przywleczong do Polski

Badaniom poddano 91 dorostych pacjentdow z przywleczong zimnig
hospitalizowanych w Klinice Choréb Tropikalnych i Pasozytnizych Katedry Medycyny
Tropikalnej i Parazytologii Miedzywydziatowego Instytutu Medycyny Morskiej i
Tropikalnej w Gdyni Akademii Medyznej w Gdansku (kierownik: dr n. med. Wactaw
Leszek Nahorski) w latach 1995-2006. Ponadto do badan wigzono 6 chorych z
malarig hospitalizowanych w Klinice Chordb Odzwierzecych i Tropikalnych Instytutu
Choréb Zakaznych i Pasozytniczych Akademii Medycznej w Warszawie w latach
2005-2007 (kierownik: prof. dr hab. Piotr Zaborowski).

Rozpoznanie malarii u 96 0sdb opierato sie na stwierdzeniu obecnosci form
rozwojowych jednego lub wiecej gatunkdw z rodzaju Plasmodium w mik roskopowym
badaniu grubej kropli bgdZ cienkiego rozmazu krwi obwodowej, barwionych metodg
Giemsy, natomiast u jednej osoby wykazano we krwi swoiste kwasy nukleinowe
zarodzadw malarii metodg PCR, przy ujemnym wyniku badania mikroskopowego
K rwi.

Z badanej grupy wykluzono pacjentdw z rozpoznang aktywna inwazjq
pasozytnicza o innej etiologii (trzy osoby, w tym dwie z trichurioza i jedna z
amebozg). Ostatecznie, do analizy wtaczono 94 chorych, w tym 16 kobiet i 78
mezazyzn, w wieku od 18 do 70 lat (Srednio 39,7 lat). Szczegétowe dane
epidemiologiczno-kliniczne chorych przedstawia Tabela 10 (str. 70).

Badania przeprowadzono po uzyskaniu zgody Komisji Etycznej AMG (nr
NKEBN/46/2005). Przed pobraniem materiatu (krwi) pacjenci zostali poinformowani
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0 celach i sposobie prowadzenia nieniejszej pracy oraz wyrazili pisemng zgode.

4.1.1.2 Dorosli pacjenci z Polski po przebytej zimnicy

Kolejng grupe wigzong do badan stanowito 44 spos$rdd powyzszych pacjentow, w
tym 7 kobiet i 37 mezxzyzn, w wieku od 22 do 70 lat ($rednio 38,2 lat), u ktdrych
powtdrzono oznaczenia wybranych parametrow podczas hospitalizacji kontrolnej w
okresie od 4 do 8 tygodni (Srednio 6,5 tyg.) po przebytej malarii, po wykluczeniu

nawrotu zimnicy oraz innych jawnych kliniznie infekcji lub inwazji pasozytniczych.

4.1.1.3 Grupa kontrolna - dorosli z Polski

Grupa kontrolna, odpowiadajga grupie chorych pod wzgledem pici i wieku,
skiadafa sie z 47 zdrowych dorostych Polakéw, wtym 7 kobiet oraz 40 mezzyzn w
wieku od 25 do 69 lat (Srednio 35,4 lat), z wywiadem wykluczajgcym wczesniejszy

pobyt w rejonach tropikalnych.

4.1.2 Badanie kliniczne oraz badania dodatkowe u dorostych z

zimnica przywleczona do Polski

U pacientdw z zimnicg przywleczong do Polski opracowano dane na podstawie
analizy dokumentacji medycznej, dotyczace wynikdw badania podmiotowego i
przedmiotowego. Badania te przeprowadzone zostaty przeze mnie osobiscie lub
wykonywat je inny lekarz prowadzacy w pierwszym dniu hospitalizacji, przed
wlgczeniem leczenia przeciwpasozytnizego, za pomoa standaryzowanego
kwestionariusza, uzywanego w Klinice Chordb Tropikalnych i Pasozytniczych. Dane z
lat 1995-2004 zebrano retrospektywnie, natomiast informacje pochodzace z okresu
od wrzesnia 2004 roku - prospektywnie. Grupy pacjentdw z obu okresdw nie rdznity
sie istotnie pod wzgledem analizowanych parmmetrdw. Informacje o pacjentach
hospitalizowanych w Klinice Chordéb Odzwierzecych i Tropikalnych AMW pozyskano z
dokumentacji medycznej dzieki uprzejmosci dr n. med. Hanny Zarnowskiej-Prymek.

Z peiego badania kliniznego do analizy wigczono wybrane informacje
dotyczace aspektéw epidemiologicznych i etiologicznych zimnicy u poszzegdinych
pacjentdw oraz szereg danych zwigzanych z charakterem zaburzen narzgdowych i
metabolicznych w przebiegu tej choroby. Szczegdélowy wywiad obejmowat
informacje o pobytach chorego w rejonach wystepowania zimnicy w okresie

poprzedzajgcym zachorowanie. Zebrano réwniez dane dotyzgce dtugosci pobytu na
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terenach zagrozonych malaria oraz ewentualnych wczesniejszych inwazjach
Plasmodium spp. u tych chorych. Ustalono «zas, jaki mingt w kazdym przypadku od
pojawienia sie pierwszych objawdw schorzenia do momentu ustalenia diagnozy.

Badanie przedmiotowe obejmowato m. in.: ocene stanu ogdlnego pacjenta, pomiar
cisnienia krwi, czestosci akcji serca, temperatury ciafa oraz ocene ewentualnych
zaburzen $wiadomosci i innych odchylen w zakresie os$rodkowego ukladu
nerwowego. Odnotowano odchylenia carakterystyzne dla ciezkiego przebiegu
zimnicy, do ktdrych zaliczono: zo#taczke, objawy wstrzasu, zaburzenia diurezy pod
postacig oligurii badZz anurii oraz obecnos$¢ jawnych krwawien z dzigset, nosa lub
przewodu pokamowego. Malarie mézgowg rozpoznawano za pomoga skali $pigczki

Glasgow (GCS - z j.ang. Glasgow Coma Scale) (Tabela 4, str. 52).

Tabela 4. Skala $pigczki Glasgow (GCS)
Czynniki oceniane Kryteria punktacji

Otwieranie oczu 4 punkty - spontaniczne
3 punkty - na polecenie
2 punkty - na bodzce bélowe

1 punkt - pacjent nie otwiera oczu

Kontakt ssowny 5 punktow - odpowiedz logiczna, pacjent zorientowany co do miejsca,
czasu i wlasnej osoby
4 punkty - odpowiedz splgtana, pacjent zdezorientowany
3 punkty - odpowiedz nieadekwatna, nie na temat lub krzyk
2 punkty - niezrozumiate dzwieki, pojekiwanie
1 punkt - brak reakcji na kontakt stowny

Reakcja ruchowa 6 punktéw - spetnianie ruchowych polecen stownych, migowych
5 punktow - ruchy celowe, pacjent lokalizuje bodziec bolowy
4 punkty - reakcja obronna na bdl, wycofanie, préba usuniecia bodzca
bélowego
3 punkty - patologiczna reakcja zgieciowa, odkorowanie (przywiedzenie
ramion, zgiecie wstawach fokciowych i reki, przeprost w stawach
konczyn dolnych)
2 punkty - patologiczna reakcja wyprostna, odmdzdzenie
(przywiedzenie i obrét mmion do wewnatrz, wyprost w stawach
tokciowych, nawrécenie przedramion i zgiecie stawow reki, przeprost w
stawach konczyn dolnych, odwrécenie stopy)

1 punkt - brak reakcji
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Analizie poddano rdwniez wyniki badan laboratoryjnych, uzyskanych podzas
rutynowych oznaczen hematologiznych i biochemicznych  wykonywanych
niezwtocznie po hospitalizacji chorych z zimnig w laboratorium szpitalnym. W
szczegblnosd oceniano parametry morfologii krwi (stezenie hemoglobiny we krwi,
warto$¢ hematokrytu, lizbe ptytek krwi w mm?3) oraz ukfadu krzepniecia (czas
protrombinowy, miedzynarodowy wspdtczynnik znomalizowany zasu
protrombinowego, <as kaolinowo-kefalinowy, stezenie fibrynogenu w osoczu). W
wybranych przypadkach wykorzystano rowniez wyniki badan ukifadu fibrynolizy
(stezenie produktow degradacji fibryny i fibrynogenu oraz d-dimeréw w osoczu).
Zaburzenia krzepniecia stratyfikowano za pomoa kryteribw diagnostyaznych
jawnego zespotu wykrzepiania wewngtrznaczyniowego (DIC - z j. ang. disseminated
intrmvascular coagulation) opreacowanych w roku 2001 przez International Society on
Thrombosis and Haemostasis (Tabela 5, str. 53). Spos$rdéd wykonywanych u chorych
badan biochemiznych analizowano stezenie glukozy, kreatyniny i bilirubiny w
surowicy oraz parmametry gazometrii krwi tetnizej., U &esSci chorych
przeprowadzono badania obrazujgce (m. in. badanie radiologizne klatki piersiowej),

ktérych wynik odnotowywano celem analizy.

Tabela 5. Kryteria laboratoryjne rozpoznawania DIC wedtug ISTH (Fletcher i wsp.2001)

Oceniane wyniki Liczba ptytek krwi w1 pl krwi
badan Stezenie D-dimerdw i/lub produktéw degradacji fibrynogenu (FDP,
laboratoryjnych Z j.ang. - Fibrinogen Degradation Products)

Stezenie fibrynogenu w osoczu
Czas protrombinowy (PT, z j. ang. - Prothrombin time)

Punktacja Liczba ptytek krwi w1 pl krwi: >100 =0 punktéw, <100 =1
punkt, <50 = 2 punkty
Stezenie D-dimerdw i/lub FDP: w normie = 0 punktdw, nieznaczny
wzrost =2 punkty, silny wzrost = 3 punkty
Przedtuzenie PT: do 3 sekund =0 punktéw, > 3 i <6 sekund =1
punkt, > 6 sekund = 2 punkty
Stezenie fibrynogenu: >1 g/l =0 punktéow, < 1 =1 punkt

Kryteria rozpoznania Suma punktowco najmniej5 uprawnia do rozpoznania jawnego

DIC zespotu wykrzepiania wewnatrznaczyniowego (DIC)

U wszystkich pacjentdw przeprowadzono badania mikroskopowe cienkiego rozmazu i

grubej kropli krwi obwodowej, z okresSleniem gatunku zarodza oraz oceng
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parazytemii, wyrazonej jako odsetek zarazonych erytrocytdw w co najmniej 500
krwinkach czerwonych. Do analizy uzyto wartosci parazytemii stwierdzone przed
rozpozeciem terapii przeciwzimniczej w Klinice Chordb Tropikalnych i
Pasozytnizych. Ponadto w wybranych przypadkach wykorzystano réwniez wyniki
badan metodami molekularnymi (PCR), ktdre umozliwity postawienie rozpoznania
zimnicy badz identyfikacie gatunkéw Plasmodium w zarazeniach mieszanych. U
chorych wykonano takze pomiar poziomu swoistych przeciwciat przeciwzimniczych
przy uzyciu techniki immunofluoreseencji posredniej (Myjak i wsp. 1993).

Zebrano informacje o zastosowanym leczeniu oraz przebiegu choroby w
trak cie hospitalizacji az do wypisu lub zgonu.

Wszystkie te informacie odnotowano w fomularzach bazy danych
skonstruowanej na potrzeby niniejszej mzprawy przy uzyciu programu Open Office
(wersja 2.0.1). W oparciu o powyzsze dane wyrdzniono dwie grupy chorych ze
wzgledu na tagodng lub ciezkg (powiktang) postaé¢ malarii wedtug najnowszych
kryteriow laboratoryjnych i kliniznych Swiatowej Organizacji Zdrowia z 2000 roku
(Trampuz i wsp. 2001). Szzegdtowa charakterystyke epidemiologiczno-kliniczng

pacjentdow z przywleczong zimnicg przedstawia Tabela 10 (str. 70).

4.1.3 Dzieci angolskie z zimnicq oraz grupa kontrolna
4.1.3.1 Dzieci angolskie z zimnica

Badania objely dzied z zimnicg rozpoznang w Centrum Medyznym im. Sw. tukasza
w Kifangondo w Angoli (kierownik: o. Andrzej Fedko SVD) w miesigcach od listopada
do grudnia roku 2005 oraz od czerwca 2006 do grudnia 2006. Okres, w ktdrym
prowadzono rekrutacje pacjentdw do badania stanowi koniec pory suchej i pozatek
pory deszczowej w tym rejonie kraju. Do analizy wtgczono 59 pacjentdow, w tym 28
chlopcdw i 31 dziewczat, w wieku od 5 miesiecy do 16 lat (Srednio 46 miesiecy),
diagnozowanych w Poradni Pediatrycznej Centrum (Tabela 12, str. 74). Dzieci z
rozpoznang ambulatoryjnie zimni@ o dezkim przebiegu hospitalizowane byty
niezwtocznie w Oddziale Szpitalnym osrodka (Rycina 8, str. 55). Badaniami objeto
wytgcznie chorych w wieku rozwojowym, ze wzgledu na to, ze ciezkie postaci
zimnicy u dorostych zamieszkatych w prowincji Cacuaco spotykane byty jedynie
sporadycznie.

Rozpoznanie malarii u badanych dzieci opierato sie na stwierdzeniu obemosci
form rzwojowych jednego albo wiecej gatunkéw z rodzaju Plasmodium w

mik roskopowym badaniu grubej kropli badz cienkiego rmzmazu krwi obwodowej
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barwionych metodg Giemsy.

Rycina 8. Pacjenci z malarig hospitalizowani w Oddziale Szpitalnym Centrum
Medycznego im. Sw. tukasza, w trakcie leczenia (fot. Archiwum Kiiniki
Chordéb Tropikalnych i Pasozytniczych)

Badania przeprowadzono po uzyskaniu zgody Dyrekcji Centrum Medycznego
im. Sw. tukasza. Przed pobraniem materiatu (krwi) pacjenci zostali poinformowani o

celach isposobie prowadzenia nieniejszej pracy oraz wyrazili pisemna zgode.

4.1.3.2 Dzieci angolskie po przebytej zimnicy

Badania powtdrzono u 20 sposrdd powyzszych osdb, w tym 12 dziewczat i 8
chtopadw, w wieku od 5 miesiecy do 16 lat (Srednio 56,9 miesiecy). Materiat do
oznaczen kontrolnych pobrano podczas ambulatoryjnej konsultacji po przebytej
malarii, w okresie od jednego do dwdch tygodni (Srednio 1,4 tygodnia) po przebytej
zimnicy. Taki odstep @asowy zostat wyznaczony na podstawie doswiadczen
wyniesionych z prac prowadzonych uprzednio w Osrodku w Kifangondo (Kryger i
wsp. 2004). Zaobserwowano wowczas, iz okres do dwdch tygodni charakteryzuje sie
optymalnym odsetkiem pacjentdw zgtaszajgcych sie celem wykonania badan
kontrolnych, a prdby jego wydiuzenia powoduja znaazny spadek zgfaszalnosci
chorych.
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4.1.3.3 Grupa kontrolna - dzieci angolskie

Grupe kontrolng, odpowiadajac grupie chorych pod wzgledem pici i wieku,
stanowito 40 dzieci, wtym 19 dziewczat i 21 chlopadw, w wieku od 5 miesiecy do 9
lat (Srednio 52,2 miesigee), zgfaszajgcych sie na badania przesiewowe
przeprowadzane w Centrum Medycznym im. Sw. tukasza, z zimnicg wykluczona na
podstawie mikroskopowej oceny grubej kropli krwi obwodowej barwionej metodg

Giemsy.

4.1.4 Badanie kliniczne oraz badania dodatkowe u dzieci angolskich

z zimnica

U wigczonych do analizy dzied z rozpoznang malaria zebrano dane z badania
podmiotowego i przedmiotowego, ktdre przeprowadzone zostaty przeze mnie
osobisde podcas konsultacji w Poradni Pediatrycznej badz w pierwszym dniu
hospitalizacji w Centrum wedtug standaryzowanego kwestionariusza opracmwanego
na potrzeby niniejszej pracy. Wywiad zbierany byt od pacjentdw lub ich opiekunéw
w jezyku portugalskim, u czesci osdb dzieki uprzejmosci osoby ttumaczacej,
wieloletniego mieszkana Angoli, 0. Edwarda Sito SVD. Dzieci z objawami zimnicy o
ciezkim przebiegu niezwtocznie kierowane byty do Oddziatu Szpitalnego (ordynator:
lek. Anna Wojtacha, a nastepnie lek. Anna Kuna). W niektdrych przypadkacdh,
wymagajacych szczegdlnie pilnej interwencji, odbywato sie to z pominieciem
konsultacji w Poradni. Pozostate dzieci otrzymywaty zaleeenia odnosnie leczenia oraz
wyznaczano termin konsultacji kontrolnej.

Wywiad epidemiologizny obejmowat informacje o wczesniejszych epizodach
zimnicy oraz okresie, jaki uptyngt od pojawienia sie pierwszych objawdw choroby do
momentu zgloszenia sie do Centrum Medyznego im. Sw. tukasza i ustalenia
rozpoznania. Badanie podmiotowe i przedmiotowe obejmowato m. in. ocene stanu
0gdlnego pacjenta, pomiar zestosci akcji sera oraz temperatury ciata, badanie
stanu $wiadomosci pacjentdéw oraz ocene odchylern w badaniu o$rodkowego ukladu
nerwowego (objawy oponowe, drgawki obserwowane podczas pobytu w Centrum lub
zglaszane w wywiadzie), oene obemosci objawdw niedokrwistosci, jawnych
krwawien, zéttacki i zaburzen dotyzacych ukfadu oddechowego (dusznosé,
patologizne objawy ostuchowe). Malarie mézgowg, w zaleznosci od stopnia rozwoju
dziedka, rozpoznawano za pomoc skali $pigzki Glasgow lub Blantyre (BCS - z j.

ang. Blantyre Coma Scale) (Tabela 6, str. 57).
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Tabela 6. Skala $pigczki Blantyre (BCS)

Czynniki oceniane Kryteria punktacji

Reakcja ruchowa 2 punkty — pacjent lokalizuje bodzce bolowe, tj. tepy ucisk na okolice
mostka lub tuk brwiowy
1 punkt - reakcja obronna na bdl, pacjent wycofuje koriczyne w reakcji
na ucisk okolicy paznokci

0 punktow - brak reakcji lub reakcja nieadekwatna

Kontakt stowny 2 punkty — ptacz w odpowiedzi na bodzce bdlowe Ilub reakcja stowna u
starszego dziecka
1 punkt - pojekiwanie lub nietypowy pfacz

0 punktdw - brak reakcji gtosowej na bodzce bolowe

Otwieranie oczu 1 punkt - pacjent otwiera oczy, wodzi wzrokiem np. za twarzg matki
lub ojca
2 punkty - brak reakcji

Badania laboratoryjne wykonywano przy uzyciu przenosnego analizatora
Reflotron Plus, bedgqcego w posiadaniu Centrum. Analizator ten wykorzystuje do
oznaczen metode fotometrii odbiciowej. Analizowano nastepujgce wyniki badan
hematologiznych oraz biochemicznych: poziom hemoglobiny we krwi, stezenie
glukozy, kreatyniny, biliubiny w surowicy oraz w wybranych przypadkach poziom
kwasu mlekowego w surowicy. Podobnie jak u pacjentdw z przywleczong malarig, u
dzieci angolskich okreslono gatunek zarmdza malarii oraz dokonano oceny
parazytemii. Zebrano takze informacje o zastosowanym leczeniu oraz przebiegu
choroby w trakcie hospitalizacji az do wypisu. Nie stwierdzono zgonéw w tej grupie
chorych.

Wszystkie te informacje odnotowano w formmularzach bazy danych,
skonstruowanej na potrzeby niniejszej rozprawy przy uzyciu programu Open Office
(wersja 2.0.1). Na podstawie powyzszych danych wyrdzniono dwie grupy chorych: z
tagodng Ilub ciezkg (powikfang) postacia malari wediug kryteriéw Swiatowej
Omganizacji Zdrowia z 2000 roku (Tabela 12, str.74).
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4.2 Kwalifikacja chorych do poszczegoélnych stopni ciezkosci

przebiegu zimnicy

Jak wspomniano juz wczesniej, na podstawie intensywnosci inwazji, obecnosci oraz
charakteru zaburzen narzadowych i metaboliznych, kazdego z pacientow
kwalifikowano do grupy chorych o fagodnym lub ciezkim przebiegu zimnicy. Ocene
stopnia  ciezko$ci przebiegu malari przeprowadzono wediug kryteridw
laboratoryjnych i klinicznych Swiatowej Organizacji Zdrowia z roku 2000 (WHO
2000).

Ciezkg malarie rozpoznawano w przypadku wystepowania jednego lub wiecej
Z objawow lub zespotdow objawow zdefiniowanych powyzszych kryteriach (Tabela 7,
str. 59), przy jednozesnym stwierdzeniu obecnosci bezptciowych form rozwojowych
Plasmodium spp. w badaniu mikroskopowym krwi obwodowej, badz wykazaniu
sekwencji jego kwasow nukleinowych we krwi chorego metodg PCR (WHO 2000).
Przy ocenie stopnia niedokrwistosci, wartosci ciSnienia tetnizego krwi oraz
wydolnosci nerek stosowano kryteria dotyczgce odpowiednio dorostych badz dzieci,
w zaleznosci od wieku pacjenta. Kwasice metaboliczng u pacjentéw Kliniki Chordb
Tropikalnych rozpoznawano na podstawie wyniku badania pH krwi tetniczej oraz
stezenia HCO; w surowicy, natomiast w Angoli w tym celu postugiwano sie wynikiem
badania stezenia kwasu mlekowego w krwi wosnizkowej, co wynikalo z
dostepnosci metod laboratoryjnych w Centrum Medycznym im. Sw. Z tego samego
powodu zaburzenia krzepniecia u dzieci angolanskich oceniano wytgaznie na
podstawie badania fizykalnego pacjentow. Celem stratyfikacji parazytemii
zastosowano kryteria odpowiednie dla osob nieodpomych u pacjentdw zimnicg z
przywleczong do Polski (WHO 2000) oraz kryteria przyjete lokalnie dla dzieci u
chorych z Angoli, zgodnie z zaleceniami WHO odnos$nie definicji hiperparazytemii w

rejonach wysokiej i stabilnej transmisji malarii (Ministério da Sdude 2005).
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Tabela 7.
Objawy lub zespoty

Malaria mézgowa

Gteboka

niedokrwi stosé

Uszkodzenie watroby

Ostra niewydolnos¢
nerek

Obrzek ptuc lub ostra

niewydolnos¢

oddechowa

Hipoglikemia

Wstrzas

Krwawienie lub DIC
Drgawki
Hemoglobinuria

Inne zaburzenia

Swiadomo sci

Skrajne ostabienie

Hiperparazytemia

Hipertermia

Kwasica

Kryteria laboratoryjne i kliniczne zimnicy o ciezkim przebiegu (WHO 2000)

Definicja

Spiaczka, ktérej nie mozna wytlumaczy¢ inna, niz zimnica przyczyna, w
przypadku wystgpienia uogolnionych drgawek utrzymujaca sie co najmniej 30
minut po ustgpieniu napadu.

Warunki rozpoznania $pigczki: < 9 punktéow w skali GCS u dorostych (u
dzieci < 3 punkty w skali BCS)

Hematokryt < 20 % lub stezenie hemoglobiny we krwi < 7 g/dl przy
parazytemii >10 000/ul u dorostych (u dzieci - hematokryt < 15 % lub
stezenie hemoglobiny we krwi <5 g/dl)

Stezenie bilirubiny w surowicy > 3.0 mg/dl

Oliguria < 400 ml/24 godziny u dorostych (u dzieci < 12 ml/kg masy ciata/24
godziny) bez poprawy po nawodnieniu lub poziom kreatyniny w surowicy

> 3 mg/dl

Obrzek ptuc potwierdzony badaniem radiologicznym lub ARDS"

Stezenie glukozy w surowicy < 40 mg/dl

Skurczowe cisnienie tetnicze krwi < 80 mmHg u oséb powyzej 5 roku zycia
( < 50 mmHg u dzieci w wieku do 5 lat) z objawami wstrzasu

Krwawienie z dzigset, nosa, ukfadu pokarmowego i/lub DIC potwierdzony
laboratoryjnymi badaniami uktadu krzepniecia

Wiecej niz dwa uogodlnione napady drgawkowe w ciggu 24 godzin

Makroskopowa hemoglobinuria, ktérej nie mozna wyjasni¢ dziataniem lekdéw
ani niedoborem dehydrogenazy glukozo-6-fosoforanowej

Zaburzenia $wiadomosci niespetniajgce kryteridw $pigczki

Niezdolno$¢ do pozycji siedzacej lub niezdolno$¢ do przyjmowania pokarmoéw
u dzieci, ktére nie wykazujg umiejetnosci siedzenia z racji wieku
Parazytemia > 5 % lub obecno$c¢ schizontéw P. falciparum we krwi
obwodowej u nieodpornych osob dorostych z przywleczong zimnicg ( > 2%

u dzieci angolskich ™)

Gteboka temperatura ciata powyzej 40 °C

pH krwi tetniczej < 7.25 lub stezenie HCO; w surowicy < 15 mmol/l lub
poziom kwasu mlekowego w surowicy > 5 mmol/I

"ARDS - zesp6t ostrej niewydolnoséci oddechowej dorostych, z j. ang. Acute Respiratory Distress Syndrome

" wartoé¢ 2 % obrano wedtug zalecen WHO na podstawie lokalnych standardéw diagnostyki zimnicy

(Ministério da Saude 2005)
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4.3 Materiaty

4.3.1 Surowice pacjentow z Polski

Od pacientow z przywlezong zimni oraz dorostych nalezgcych do grup
kontrolnych, po uzyskaniu zgody od zakwalifikowanych do badan oséb, pobierano po
5 ml krwi zylnej do sterylnej probdwki na skrzep. Krew od chorych pobierano jak
najszybciej po ustaleniu rozpoznania (do kilku godzin), natomiast materiat od oséb
zdrowych oraz pacjentdw po przebytej malarii pobiermano w godzinach porannych.
Pobrang krew nastepnie odwirowywano przez 10 minut przy 4000 g. Uzyskang w
ten sposdb surowice natychmiast porcjowano po 140 pl do 1,5 ml probdwek

Eppendorfa i przechowywano w temperaturze -70°C do czasu wykonania oznaczen.

4.3.2 Surowice pacjentow z Angoli

Od zakwalifikowanych do badan pacjentow angolskich oraz oséb wchodzgacych w
sktlad grup kontrolnych, po wuzyskaniu zgody rodzicdw Ilub opiekunow
zakwalifikowanych do badan dzieci, pobierano po 5 ml krwi zylnej do sterylnej
probéwki na skrzep.

Krew od corych pobierano niezwiocznie po ustaleniu rozpoznania, przed
wtgczeniem leczenia przeciwzimniczego, natomiast materiat od oséb zdrowych oraz
pacientdw po przebytej malarii pobierano w godzinach porannych. Nastepnie
odwirowywano krew przez 10 minut przy 4000 g. Uzyskang w ten sposdb surowice
natychmiast porcjowano po 140 pl do 1,5 ml probéwek Eppendorfa. Ze uwagi na
mozliwoéci laboratorium Centrum Medyznego im. Sw. tukasza, materiat

przechowywano w temperaturze -20°C do czasu wykonania oznaczen.

4.3.3 Odczynniki i materiaty zuzywalne

1. Zestaw do oznaczzania TNF metodq immunoenzymatyczng (Human TNF alpha
Colorimetric ELISA Kit, Endogen, USA)

2. Zestaw do oznaczania IFNy metoda immunoenzymatyczng (Human IFN gamma
Colorimetric ELISA Kit, Endogen, USA)

3. Zestaw do oznaczania IL-6 metodq immunoenzymatyzna (Human IL-6
Colorimetric ELISA Kit, Endogen, USA)

4, Zestaw do oznaczania IL-10 metodq immunoenzymatyzng (Human IL-10
Colorimetric ELISA Kit, Endogen, USA)
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Zestaw do oznaania IL-12 metoda immunoenzymatyczng (Human IL-12 total
Colorimetric ELISA Kit, Endogen, USA)

Zestaw do oznacania IL-13 metoda immunoenzymatyczng (Human IL-13
Colorimetric ELISA Kit, Endogen, USA)

Zestaw do oznaczania IL-18 metoda immunoenzymatyczng (Human IL-18
ELISA, BenderMedSystems, Austria)

Zestaw do oznaczania przeciwciat przeciwko HSP60 metoda
immunoenzymatyczng (Hsp60 Anti-Human IgG/A/M ELISA Kit, Stressgen, USA)
Zestaw do oznaczania przeciwciat przeciwko HSP70 metoda
immunoenzymatyczng (Hsp70 Anti-Human IgG/A/M ELISA Kit, Stressgen, USA)

10. Zestawy do jatowego pobierania krwi na skrzep (Medlab Products, Polska)
11. Probédwki typu Eppendorf (Medlab Products, Polska)
12. Ptytki 96-dotkowe plaskodenne (Medlab Products, Polska)

4.3.4 Aparatura

N

Ao W

Czytnik ptytek Expert (ASYSHitech, Austria), uzywany w MIMMIT w Gdyni
Czytnik ptytek Expert Plus (ASYSHitech, Austria), uzywany w Centrum
Medyaznym im. Sw. tukasza w Angoli

Wirdwka S-8 (Boedkel+Co, Republika Federalna Niemiec)

Mikrowirdwka Vortex mixer V1 plus (Boedckel+Co, Republika Federalna Niemiec)
Automatyzna ptuczka mikroptytek Atlantis (ASYSHitech, Austria)

Analizator Reflotron Plus (Roche Diagnostics, Szwajcaria), uzywany w Centrum
Medyznym im. Sw. tukasza w Angoli

4.3.5 Programy komputerowe

u b W N

Mikrowin 2000 S.C., 2000 (Mikrotek Laborsysteme, Republika Federalna
Niemiec)

Open Office wersja 2.0.1, 2005 (Sun Microsystems Inc., USA)

Statistica, wersja 8.0, 2007 (StatSoft, USA)

Microsoft Excel, wersja 12.0, 2008 (Microsoft Corporation, USA)

Analyse-it for Microsoft Excel, wersja 2.11, 2008 (Analyse-it Software Ltd.,
Wielka Brytania)
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4.4 Oznaczanie stezen cytokin oraz przeciwciat przeciwko

biatkom szoku termicznego w surowicy krwi

Stezenia badanych cytokin oraz przeciwciat przeciwko biatkom szoku temmicznego
oznazano w surowicy krwi chorych i o0s6b z grupy kontrolnej metodag
immunoenzymatyazng (ELISA - z j. ang. enzyme linked immunosorbent assay).
Celem pomiaru stezen cytokin wykorzystano dostepne komercyjnie zestawy firm
Endogen (obemie Pierce Biotechnology) oraz BenderMedSystems. Poziom
przeciwciafa przeciwko biatkom szoku termiznego oznaczano za pomocg testow
produkowanych przez Stressgen (obecnie Assay design). Uzyte zestawy do badan
immunoenzymatycaznych pozwalaty na wykrycie ludzkich cytokin (TNF, IFNy, IL-6,
IL-10, IL-12, IL-13, IL-18) oraz przeciwciat w klasach IgA, IgM i IgG, skierowanych
przeciwko rekombinowanym biatkom ludzkim, odpowiednio z rodziny Hsp60 lub
Hsp70. Ze wzgledu na pozytywne wcze$niejsze doswiadczenia oraz wygodng
metodyke wykonywania testdw, do oznaczania wiekszosci cytokin (TNF, IFNy, IL-6,
IL-10, IL-12, IL-13) wybrano zestawy produkowane przez Endogen, z wyjqtkiem
zestawu do oznaxzania IL-18, ktdry w okresie przeprowadzania badan nie wchodzit
w skiad oferty tego wytwdrcy. Stezenia IL-18 oznazano przy pomocy zestawu
wytwarzanego przez BenderMedSystems.

U chorych z przywleczong zimnic, pacjentdw dorostych po przebytej malarii
oraz oséb z grupy kontrolnej w Polse przeprowadzano oznaczenia stezen TNF,
IFNy, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, IL-18 oraz przeciwciat przeciwko Hsp60 i Hsp70.
Oznaczenia TNF, IFNy, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, IL-18 oraz przeciwciat przeciwko
Hsp60 w materiale pobranym w Centrum Medyaznym im. Sw. tukasza w Kifangondo
przeprowadzono w Laboratorium tego os$rodka (kierownik: s. Marta Sojka SsPS). U
dzieci wigzonych tamze do badan oznazono te same parametry w surowicy krwi,
Cco u pacjentow z Polski, z wyjatkiem przeciwciat przeciwko Hsp70, ze wzgledu na
brak mozliwosci przewiezienia do Angoli stezonego standardu, wymagajcego
temperatury -20°C podczas transportu.

Wszystkie oznaczenia wykonano wedtug instrukcji do poszczegdinych
zestawdw. Instrukcje oraz szzegdfowa dokumentacja udostepnione sg w serwisach

internetowych producentdw (Tabela 8, str. 63).
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Tabela 8. Instrukcje wykonywanie testow ELISA dostepne w inte mecie

Nazwa testu Producent Adres internetowy instrukcji

Human TNF alpha Colorimetric ELISA Kit Endogen http://www.piercenet.com/files/1337gj4.pdf

Human IFN gamma Colorimetric ELISA . .
Endogen http://www.piercenet.com/files/1278sd6.pdf

Kit
Human IL-6 Colorimetric ELISA Kit Endogen http://www.piercenet.com/files/1350gj4.pdf
Human IL-10 Colorimetric ELISA Kit Endogen http://www.piercenet.com/files/1353sd6.pdf

Human IL-12 total Colorimetric ELISA
Kit

Endogen http://www.piercenet.com/files/1357sd6.pdf

Human IL-13 Colorimetric ELISA Kit Endogen http://www.piercenet.com/files/1380sd6.pdf

BenderMed http://www.bendermedsystems.com/bm_produ
Systems cts/MAN/267-2CE.pdf

Human IL-18 ELISA

http://www.assaydesigns.com/objects/catalog/

Hsp60 Anti-Human IgG/A/M ELISA Kit Stressgen
product/extras/EKS-650M.pdf

http://www.assaydesigns.com/objects/catalog/

Hsp70 Anti-Human IgG/A/M ELISA Kit Stressgen
product/extras/EKS-750M.pdf

4.4.1 Oznaczanie stezen TNF, IFNy, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, IL-18

w surowicy krwi

Testy przeprowadzano na ptytkach 96-dotkowych, optaszczonych monoklonalnymi
przeciwciatfami skierowanymi przeciwko danej substancji (TNF, IFNy, IL-6, IL-10, IL-
12, IL-13 lub IL-18). Na ptytke nanoszono w zalecanych ilo$ciach dostarczone przez
producenta standardy (wzorce), kontrole oraz surowice badane wraz z odpowiednim
buforem do rozcienczen, zgodnie z instrukcjami do poszzegdlnych zestawow. Do
wszystkich dotkdw pilytki dodawano po 100 pl odczynnika zawierajgcego
przeciwciata detekcyjne sprzezone z biotyng. Po inkubacji ptytki przez dwie godziny
pod szzelnym przykryciem w temperaturze pokojowej (20-25°C) przemywano
wszystkie dotki trzy razy buforem do ptukania w celu usuniecia nadmiaru przeciwciat

detekcyjnych. Ptukanie ptytki wykonywano przy pomocy automatycznej ptuczki.
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Rycina 9. Oznaczenia IL-10 w surowicach osdéb witaczonych do badan - odczyt
absorbancji préb przedstawiony za pomoca programu Mikrowin 2000
S.C

W kolejnym etapie badania do wszystkich dotkkéw dodawano streptawidyne
sprzezong z peroksydaza chrzanowg (HRP - z j. ang. horseradish peroxydase). Po
drugiej, potgodzinnej inkubacji i trzech cyklach przemywania ptytki, do dotkow
naktadano substrat dla peroksydazy chrzanowej (TMB - tetrametylobenzydyna).
Nastepnie ptytke inkubowano bez dostepu $wiatla i po wskazanym przez producenta
czasie, wynoszacym 30 minut, zatzymywano reakcje za pomoc odczynnika
blokujgcego zawierajgeego 0,16 M kwas siarkowy. Absorbancje barwnego produktu
reakcji enzymatycznej mierzono w Polsce przy pomocy czytnika ptytek Expert,
natomiast w Angoli - Expert Plus, przy diugosci fali 450nm (Rycina 9, str. 64). Dane
przetworzono za pomocy programu Mikrowin 2000 S.C., przy uzyciu ktdrego, na
podstawie krzywych wzorcowych uzyskano stezenia badanych substancji w
probkach eksperymentalnych. Stezenia poszczegdlnych parametrow okreslano w
dwdch prdbach i wyrazano jako wartos¢ Srednig. Wartosci stezen badanych cytokin
w surowicy podano w pg/ml. Charakterystyka poszczegdlnych testdw zebrana
zostata w Tabeli Tabela 9 (str. 65).
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4.4.2 Oznaczanie stezen przeciwciat przeciwko biatkom szoku

termicznego w surowicy krwi

Wybrane do oznaxzenia stezen przeciwciat przeciwko Hsp60 lub Hsp70 surowice
rozcienzono w dostarczonym przez producenta buforze w stosunku 1:1000 (v/v)
przed wykonaniem oznacen. Testy przeprowadzano na ptytkach 96-dotkowych,
opfaszczonych rekombinowanym ludzkim biatkiem szoku termicznego, odpowiednio:
Hsp60 lub Hsp70.

Tabela 9. Charakterystyka testow ELISA podana przez producenta

Zakres krzywej

Nazwa testu Producent Czulosc
wzorcowej
Human TNF alpha Colorimetric ELISA Kit Endogen < 2 pg/ml 15.6-1,000 pg/ml
Human IFN gamma Colorimetric ELISA Kit Endogen < 2 pg/ml 25.6-1,000 pg/ml
Human IL-6 Colorimetric ELISA Kit Endogen <1 pg/ml 10.2 - 400 pg/ml
Human IL-10 Colorimetric ELISA Kit Endogen < 3 pg/ml 154 - 600 pg/ml

Human IL-12 total Colorimetric ELISA Kit Endogen <5 pg/ml 256 -1,000 pg/ml

Human IL-13 Colorimetric ELISA Kit Endogen <7 pg/ml 256 -1,000 pg/ml
BenderMed

Human IL-18 ELISA 9.2 pg/ml 78.1 - 5000 pg/ml
Systems

Hsp60 Anti-Human IgG/A /M ELISA Kit Stressgen 2 .88 ng/ml 781 - 250 ng/ml

Hsp70 Anti-Human IgG/A /M ELISA Kit Stressgen 6.79 ng/ml 31.25-1000 ng/ml

Na ptytke nanoszono w zalecanych ilosciach dostarczone przez producenta
standardy, oraz rozcienczone surowice badane, zgodnie z instrukcjami do
poszazegdlnych zestawdw. Nastepnie inkubowano ptytke przez dwie godziny pod
szczelnym przykryciem, na wytrzasaree w temperaturze pokojowej (20-25°C), po
czym przemywano wszystkie dotki 4 razy buforem do piukania. Ptukanie ptytki
wykonywano przy pomocy automatycznej ptuczki Atlantis. W kolejnym etapie

badania do dotkkéw dodawano poliklonalne przeciwciala przeciwko ludzkim
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immunoglobulinom IgA, IgG oraz IgM sprzezone z peroksydazg chrzanowa. Po
drugiej, godzinnej inkubacji na wytrzasarce, a takze 4 cyklach przemywania ptytki,
do wszystkich dotkéw nakfadano substrat dla peroksydazy chrzanowej (TMB -
tetmametylobenzydyna) i ponownie inkubowano ptytke na wytrzasarce. Po
wskazanym przez producenta czasie wynoszacym 15 minut zatrzymywano reakcie.
Absorbancje barwnego produktu reakcji enzymatyznej mierzono u pacintéw z
przywlezong do Polski zimnicg przy pomocy czytnika pilytek Expert, natomiast w
Angoli - Expert Plus, przy dtugosci fali 450 nm. Dane opramwano za pomoaG
progamu Mikrowin 2000 S.C., przy uzyciu ktdrego, na podstawie krzywych
wzorcowych uzyskano stezenia badanych substanciji w prébkach
eksperymentalnych. Stezenia poszzegdlnych parmmetrdw okresSlano w dwdch
probach i wyrazano jako wartos¢ srednig. Wartosci stezen badanych przeciwciat
przeciwko biatkom szoku temrmicznego w surowicy podano w ng/ml. Charakterystyke

poszczegdlnych testdw przedstawia Tabela 9 (str. 65).

4.5 Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej, w ktérej dla poszczegdinych
zmiennych ciggtych w badanych grupach oblizono $rednig arytmetyazng oraz
szereg miar skupienia i rozproszenia. Ze wzgledu na niewielkg lizebnosc¢ grup, jako
miare rozproszenia wybrano biad standardowy Sredniej (SEM - z j. ang. Standard
Error of the Mean) (Watata 2002). Pozostate parametry przedstawiono w Aneksie do
niniejszej pracy (str. 170).

Dokonano analizy rozkladéw badanych zmiennych za pomoca oceny
histogmmdéw oraz testu Shapiro-Wilka. W przypadku cech o rozkladzie
odbiegajgcym od nomalnego dalsze oblizenia przeprowadzono za pomoc testow
nieparametrycznych (dotyczyto to m. in. surowiczych stezen wszystkich
oznaczanych cytokin oraz przeciwciat przeciwko biatkom szoku temmicznego u
chorych oraz w grupach kontrolnych). W ocenie rdznic miedzy dwiema zmiennymi
niepowigzanymi zastosowano test t-Studenta dla cech o rozkladzie nomalnym, w
pozostatych przypadkach postuzono sie testem Manna-Whitneya. W analizie rdznic
miedzy wiekszg iloscig grup wykorzystano test Kruskala-Wallisa. Do oceny danych
zaleznych zastosowano test Wilcoxona. Zaleznosci miedzy dwiema cedchami
mierzalnymi analizowano przy uzyciu wspdiczynnika korelacji Speammana. Za
poziom istotnosci statystyaznej przyjeto wartos¢ p<0,05 (Krzych 2007).

W celu okreslenia przydatnosci diagnostyaznej surowiczych stezerh wybranych

cytokin wykreslono dla nich krzywe ROC, z j. ang. - Receiver Operating
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Characteristic (Watafa 2002). Mozliwo$¢ zastosowania badanych zmiennych do
réznicowania przypadkéw tagodnej i ciezkiej malarii oceniono interpretujac
otrzymane krzywe, opisujgce zaleznos$¢ pomiedzy odsetkami wynikow prawdziwie i
fatszywie dodatnich. Dla kazdego z analizowanych w ten sposéb parametrow
wyznaczono punkt krytyczny, pozwalajgcy na identyfikacje pacjentdéw z ciezkim
przebiegiem inwazji z optymalng «ulfoscig i swoistoscig. Wykorzystujc fakt, iz
obszar pod krzywa ROC odpowiada zdolnosci rozdzielzej danej zmiennej,
porownano pola powierzchni pod tymi krzywymi w odniesieniu do stezen cytokin w
surowicy oraz innych wskaznikéw laboratoryjnych (Kocdhanska-Dziurowicz i wsp.
1999).

Analize statystyczng przeprowadzono przy uzydu programoéw Statistica
(wersja 8.0, StatSoft Inc., 2007, USA) oraz Analyse-it for Microsoft Excel (wersja
2.11, Analyse-it Software Ltd., 2008, Wielka Brytania) pod kierunkiem dr n. med.
Tomasza Bandurskiego, Kierownika Zaktadu Informatyki Radiologicznej i Statystyki
AMG.
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5 Wyniki

5.1 Charakterystyka pacjentow

5.1.1 Dorosli zzimnicg przywleczong do Polski

Do badan zakwalifikowano 94 pacjentow z malarig w wieku powyzej 18 lat, w tym
16 kobiet i 78 mezzyzn. Srednia wieku wszystkich chorych wynosita 39,7 lat.

Azja Pd-Wsch.
2%

Ameryka Pd.
2%

Oceania
2%

Rycina 10. Tereny endemicznego wystepowania zimnicy na Swiecie (Zrédto: WHO,
2008) oraz odsetek pacientéw, u ktérych doszto do zarazenia

Plas modium spp. w danym regjonie

W badanej grupie dominowaty zarazenia P. falciparum, ktore wykryto u 67%
pacjentow. U 22% osbb stwierdzono inwazje P. vivax, natomiast u 9% rozpoznano

zarazenia mieszane. Ws$rdd tych ostatnich odnotowano dwa przypadki malarii o
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etiologii P. falciparum i P. malariae, nie obserwowano natomiast w badanej grupie
inwazji wytgqcznie P. malariae. Inwazje P. ovale stwierdzono u dwoch osdb.

U wiekszo$d pacjentdw zimnice rozpoznano po powrocie z krajdw Afryki
Subsaharyjskiej (90% chorych), natomiast u 4% chorych do inwazji doszio podczas
pobytu w Indiach. Pozostate, nielizne zachorowania dotyczyty pacientdw, ktdrzy w
wywiadzie zgtosili podréze do innych rejondw, w tym Ameryki Potudniowej, Azji
Potudniowo-W schodniej oraz wysp Oceanii (Rycina 10, str. 68).

Rozpoznanie malarii ustalono u chorych $rednio po 5,8 dniach od zaobserwowania
przez nich pierwszych objawdw choroby, przy zym najkrotszy odnotowany okres w
badanej grupie wynosit kilka godzin, najdiuzszy zas — 3 tygodnie.

U 57 osdéb zimnia zostafa rozpoznana po raz pierwszy w zyciu, pozostali chorzy
zgtaszali w wywiadzie od jednego do kilkunastu przebytych epizodéw malarii, z
ktorych jednak wiekszo$¢ nie =zostala potwierdzona wynikami badan
mik roskopowych lub inng dokumentacjg medyazng.

U 31 osdb stwierdzono parazytemie nizszg od 0,01%. U pozostatych chorych
wynosifa ona $rednio 2,7% (od 0,01% do 24%). U jednego chorego nie stwierdzono
form rmzwojowych Plasmodium w badaniu mikroskopowym krwi, natomiast
rozpoznanie zimnicy o etiologii P. falciparum ustalono na podstawie wyniku badania
krwi metodg PCR. Zestawienie stopnia parazytemii u pacjientdw z przywleczong

zimnic przedstawia (Rycina 11, str. 69).

40%

30%

20%

Przypadki

10%

0%
> 5% 4,99-1% 0,99-0,1% 0,099%- < 0,01% nie wykryto
0,01% (PCR +)

Rycina 11. Parazytemia u dorostych pacjentéw z zimnicg przywleczong do Polski.
U 88 chorych wykonano badania semlogizne przy uzyciu odczynu

imm unofluorescencji posredniej (Myjak i wsp. 1993). U 13 sposréd powyzszych

pacjentdw uzyskano wynik ujemny, u 8 - niskododatni w mianie 1:20 lub 1:40. U
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24 chorych stwierdzono obemos$¢ tych przeciwciat wmianie 1:80-1:320,au 43 - w

wysokim mianie 1:640 lub wigcej.

Na podstawie kryteriow WHO z roku 2000 chorych podzielono na grupy o

tagodnym i ciezkim przebiegu zimnicy. Podsumowanie parametrow kliniznych

i laboratoryjnych chorych obu grup przedstawia Tabela 10 (str. 70).

Tabela 10.Charakterystyka epidemiologiczno-kliniczna badanej grupy - dorosli z przywleczong do

Polski zimnicq

Liczba pacjentéow

Wiek (lata)

Piec (kobiety/mezczyzni)

Okres pobytu w tropiku (tygodnie)
Czas trwania objawow (dni)
Temperatura ciata (°C)

Zgony

Intensywna terapia w KMHiRM
Badania laboratoryjne

Parazytemia (%)

Hemoglobina (g/dl)

Hematokryt (%)

Phytki krwi (10°/1)

Stezenie kreatyniny w surowicy (mg/dl)
Stezenie bilirubiny w surowicy (mg/dl)

Stezenie glukozy w surowicy (mg/dl)

Przebieg zimnicy

Ciezki tagodny
24 70
381 2,0 402 £16
4 /20 12 /58
205 £8,1 154 £6,2
49 +£08 61 +2,0
38,7 £0,3 390 £0,5
2 0
4 0
Norma
0 577 £12 052 £0,2
12-17 131 +£0,3 135 £0,3
35-52 375 £0,9 393 1,0
140-400 81,5 £18,7 1154 + 84
0,7-14 1,704 11+0,1
<11 3005 12401
70-110 1129 £16 6 988 £2,5

Wyniki przedstawiajg $rednig arytmetyczng oraz btad standardowy sredniej (£ SEM); zaznaczono znamienne

statystycznie réznice pomiedzy grupami (p<0,05)
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Do grupy chorych o fagodnym przebiegu zimnicy zaliczono 70 os6b, w tym
40 pacjentdw z rozpoznang inwazjg P. falciparum, 20 P. vivax, dwéch - P. ovale
oraz 8 pacjentdw z malarig o etiologii mieszanej. U oséb z tej grupy malaria
przebiegafa typowo: z ostabieniem, gorgczka, bolami glowy i miesniowo-stawowymi
oraz splenomegalig jako wiodgcymi objawami patologicznymi.

Chorzy z tej grupy leczeni byli dozylnymi lub doustnymi preparatami chininy

w pofaczeniu z doksycykling lub preparatami artemizyny. W przypadku zarazen P.
vivax lub P. ovale zastosowano takze prymachine celem eradykacji fomm
tkankowych pasozyta odpowiedzialnych za nawroty zimnicy (hipnozoitow
watrobowych). Wszystkie powyzsze przypadki =zakonczyly sie catkowitym
wyzdrowieniem pacjentdow.
Do grupy chorych z ciezkg zimnicg zakwalifikowano 24 osoby. U 22 spos$rdd tych
pacjentdw rozpoznano inwazje wytacznie P. falciparum, natomiast u jednej osoby
stwierdzono zimnice o etiologii mieszanej P. falciparum i P. malariae. Ponadto u
jednego z pacjentow rozpoznano w badaniu mikroskopowym inwazje P. vivax.

Do najczesciej obserwowanych postaci zimnicy o ciezkim przebiegu nalezaty
zaburzenia ze strony osSrodkowego ukladu nerwowego pod postacia malarii
mozgowej lub zaburzen Swiadomosci bez Spigczki, ktdre stwierdzono fgznie u 15
0sOb w tej grupie chorych. Podobnie zesto rozpoznawano gtebokie odchylenia w
ukfadzie krzepniecia. U 14 oséb postawiono rozpoznanie zespotu wykrzepiania
wewngtrznaczyniowego na podstawie badan laboratoryjnych, jednak jawne
krwawienia wystgpity tylko u jednego pacjenta. U 9 chorych parazytemia
przekrazafa 5%, przy czym u jednego sposrdod nich, w badaniu mikroskopowym
krwi obwodowej stwierdzono schizonty P. falciparum. Wszystkie wykfadniki ciezkiej i
powiklanej malarii wraz z czesto$cig ich wystepowania w badanej grupie
przedstawia Tabela 11 (str. 72). Nie stwierdzono zadnego przypadku hipoglikemii i
gtebokiej niedokrwistosci, ktdry spemiatby kryteria WHO (WHO 2000).

Chorzy z tej grupy leczeni byli dozylnymi preparatami chininy w potgczeniu z

doksycykling, ponadto u jednej osoby wigczono do leczenia meflochine.
W kazdym przypadku stosowano takze odpowiednig terapie wspomagajgqc oraz
lezenie objawowe. U 4 0s6b konieznoscig bylo leczenie w warunkacdh intensywnej
terapii w Klinice Medycyny Hiperbaryznej i Ratownictwa Morskiego (kierownik: dr
n. med. Zdzistaw Sicko)

U badanej grupie wystgpity dwa zgony: w przebiegu malarii mézgowej oraz z
powodu niewydolnosci wielonarzadowej. Oba zgony dotyczyty pacjentdow z zimnicg o
etiologii P. falciparum.
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Tabela 11 .Wyktadniki zimnicy o ciezkim przebiegu w grupie dorostych z
przywleczong do Polski zimnicg

Liczba przypadkow *
Wy ktadniki zZimnicy o ciezkim przebiegu

n=24
Zimnica mézgowa (GCS < 9) 3
Zaburzenia $ wiadomosci bez $ piaczki 12
Niewydolno$¢ nerek 4
Hiperbilirubinemia 7
Krwawienie lub DIC (ISTH DIC >4) 14
Wstrzas 3
Obrzek ptuc lub ARDS 3
Kwasica 1
Skrajne osfabienie 1
Hipertermia 1
Hiperterparazytemia 9

* u 18 chorych stwierdzono dwa lub wiecej z wymienionych zaburzen

5.1.2 Dzieci angolskie z zimnicg

Do badan zakwalifikowano 59 pacjentdw z malarig w wieku 5 miesiecy do 16 lat, w
tym 31 dziewczynek i 28 chlopddw. Srednia wieku chorych wynosifa 46 miesiecy.
Wszyscy pacjenci angolscy wigczeni do badan pochodzili z prowincji Caauaco, z
terendow wiejskich potozonych w promieniu ok. 30 km od Centrum Medycznego im.
Sw. tukasza w Kifangondo.

U wszystkich chorych rmozpoznano inwazje P. faldparum. Nie stwierdzono
zarazen innymi gatunkami zarodzadw, ani zimnicy o etiologii mieszanej u zadnego z
badanych dzieci.

Wediug danych podanych przez opiekundw, rozpoznanie malarii ustalono u
dzieci srednio po 5,1 dniach od zaobserwowania przez nich pierwszych objawow
choroby, przy czym najkmdtszy odnotowany okres w badanej grupie wynosit kilka
godzin, najdtuzszy zas$ - 4 tygodnie.

Od 49 o0s6b uzyskano dane, @ do wczesSniejszych zachorowan na malarie u
badanych dzieci. Zgodnie z informacjami podanymi podczas badania podmiotowego,
u 18 osdb zimnia zostala rozpoznana po raz pierwszy w zyciu. W pozostatych
przypadkach (n=31) zgtaszano w wywiadzie od jednego do kilkunastu przebytych
przez dzieci objawowych epizodéw malarii. Opiekunowie 10 chorych nie umieli poda¢

danych wpowyzszym zakresie.
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Rycina 12. Parazytemia w badanej grupie dzieci angols kich z zimnicg

U trzech oséb stwierdzono parazytemie nizsza od 0,01%. U pozostatych
chorych wynosifa ona $rednio 0,85%.

Na podstawie kryteriow WHO z roku 2000, dzieci podzielono na grupy o tagodnym i
ciezkim przebiegu zimnicy. Podsumowanie parametrow klinicznych i laboratoryjnych
chorych obu grup przedstawia Tabela 12 (str. 74).

Do grupy chorych o fagodnym przebiegu zimnicy zalizono 44 osoby.
Wiodgce objawy patologizne obserwowane przez opiekundw u dzieci z tejgrupy to:
osfabienie, gorgzka, brak apetytu oraz biegunka.

Chorzy z inwazjg przebiegajga fagodnie otrzymywali zalecenie ambulatoryjnego
leczenia preparatami chlorochiny lub doustnymi preparmatami chininy, a od grudnia
roku 2005, zgodnie z opublikowanymi wéwczas wytycznymi Ministerstwa Zdrowia
Angoli - preparatami lumefantryny w polaczeniu z artemeterem (Ministério da
Saude, 2005).

Do grupy dhorych z ciezkg zimnicg zakwalifikowano 15 dzieci angolskich. Do
najczesciej obserwowanych postaci zimnicy o ciezkim przebiegu u tych oséb
nalezaty zaburzenia ze strony o$rodkowego ukfadu nerwowego pod postadg malarii
mozgowej lub zaburzen $wiadomosci bez $pigczki, ktdore stwierdzono tgznie u 6
chorych. U jednego z pacjentdw obserwowano z kolei powtarzajgce sie napady
drgawkowe.

U 5 dzieci rozpoznano gleboka niedokrwistoé¢. Srednie stezenie hemoglobiny we
krwi tych pacjentdw wynosilo 4,8 mg/dl. Ponadto u 4 pacjentdw rozpoznano
hipoglikemie, a u 6 chorych parazytemia przekraczata dwa procent. Nie stwierdzono
zadnego przypadku ostrej niewydolnos$ci nerek, ani jawnych kliniznie zaburzen

krzepniecia krwi w badanej grupie.
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Tabela 12. Charakterystyka epidemiologiczno-kliniczna badanej grupy dzieci angolskich z zZimnicg

Przebieg zimnicy

Ciezki tagodny
Liczba pacjentow 15 44
Wiek (miesigce) 419 £9,1 476 £8 3
Ptec (kobiety/mezczyzni) 8/7 23 /21
Czas trwania objawow (dni) 41 £0,8 531,22
Temperatura ciata (°C) 38,5 £0,9 376 £t04
Zgony O** 0
Badania laboratoryjne Norma
Parazytemia 298 £1,05 0,1 +£0,03
Hemoglobina (g/dl) 10,5 - 14 80 +08 105 £0,2
Stezenie kreatyniny w surowicy (mg/dl) * <1,1 052 £0,01 051 +0,01
Stezenie bilirubiny w surowicy (mg/dl) * <10 19+04 10+01
Stezenie glukozy w surowicy (mg/dl) 70-105 706 £85 93,7 £5,5
Stezenie kwasu mlekowego we krwi 35 +0,7 34404

witosniczkowej (mmol/l)

Wyniki przedstawiajq $rednig arytmetyczng oraz btad standardowy $redniej £ SEM; zaznaczono znamienne
statystycznie rdznice pomiedzy grupami (p<0,05)

* normy podano zgodnie z instrukcjg producenta analizatora Reflotron Plus

** jeden z pacjentéw zostat wypisany na zadanie opiekundow przed ukonczeniem diagnostyki i terapii w
Oddziale Szpitalnym Centrum Zdrowia im. Sw. tukasza, jego losy pozostaja nieznane

Wszystkie wyktadniki ciezkiej i powiktanej malarii wraz z czestoScig ich
wystepowania w badanej grupie przedstawia Tabela 13 (str. 75).

Chorzy z ciezkim przebiegiem zimnicy leczeni byli dozylnymi, a nastepnie doustnymi
prepar@tami chininy. W kazdym przypadku stosowano takze odpowiednig terapie
wspomagaja@ oraz leczenie objawowe.

W badanej grupie nie odnotowano zgondéw, natomiast jedno z dzieci nie ukofAazylo
diagnostyki i terapii w Oddziale Szpitalnym Centrum Zdrowia im. Sw. tukasza z
powodu decyzji rodzicdw o przeniesieniu dziecka do szpitala w Luandzie, stolicy
kraju. Z tego powodu nie udato sie uzyska¢ danych, c do przezycia lub

wyzdrowienia tego pacjenta.
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Tabela 13 .Wyktadniki zimnicy o ciezkim przebiegu w grupie dzieci angolskich z

zimnicg wedtug kryteriow WHO z roku 2000

Wy ktadniki zimnicy o ciezkim przebiegu

Zimnica mézgowa (BCS <3)
Zaburzenia $ wiadomosci bez $ pigczki
Gteboka niedokrwistos¢
Hipoglikemia

Hiperbilirubinemia

Ostra niewydolno$¢ oddec howa
Kwasica

D rgawki

Hipererparazytemia

Liczba przypadkdow *
n=15
1

5

* u 6 chorych stwierdzono dwa lub wiecej z wymienionych zaburzen
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5.2 Stezenia cytokin w surowicy dorostych z zimnica

przywleczona do Polski

5.2.1 Stezenia cytokin w surowicy dorostych z zimnica

przywleczong do Polski o tagodnym i ciezkim przebiegu oraz w
grupie kontrolnej

Czynnik martwicy nhowotworow

Stezenie TNF w surowicy krwi pacjentdw z ciezkg zimnic wynosito srednio 56,41
pg/ml, natomiast w surowicy chorych z tagodnym przebiegiem inwazji - 52,26
pg/ml (Rycina 13, str. 76). Obie te wartosci byty znamiennie statystyznie wyzsze
niz Srednie stezenie TNF w surowicy osob z grupy kontrolnej, w ktdrej wynosito ono
14,41 pg/ml (p<0,00001).

Nie stwierdzono istotnych statystyznie réznic w poziomach stezen TNF w surowicy
pacjentdw z malarig o ciezkim itagodnym przebiegu.
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Ciezka malaria tagodna malaria Grupa kontrolna

Rycina 13. Stezenie TNF w surowicy kmwi dorostych z dezkim | tagodnym
przebiegiem malarii oraz osdb z grupy kontrolnej. Dane wyrazajg srednig

arytmetyczng oraz btad standardowy S$redniej (SEM). Zaznaczono
strzatkami roznice znamienne s tatystycznie
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Interferony

Stezenie IFNy w surowicy krwi chorych z ciezkg zimnic wynosito $rednio 53,24
pg/ml, natomiast w surowicy chorych z tagodnym przebiegiem inwazji - 169,95
pg/ml. Obie te wartosci byly istotnie statystyznie wyzsze niz Srednie stezenie IFNy
W surowicy oséb z grupy kontrolnej, w ktdrej wynosito ono 10,71 pg/ml
(odpowiednio p<0,0001, p<0,001).

Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w poziomach stezen IFNy w surowicy
pacjentdw z malarig o ciezkim i fagodnym przebiegu, pomimo iz u chorych z fagodng
inwazjg $redni surowiczy poziom tej cytokiny byt ponad trzykrotnie wyzszy niz
warto$¢ uzyskana u osob z zimnica ciezko przebiegajaa (Rycina 14, str. 77).
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Ciezka malaria tagodna malaria Grupa kontrolna

Rycina 14. Stezenie IFNy w surowicy krwi dorostych z ciezkim i tagodnym
przebiegiem malarii oraz osob z grupy kontrolnej.

Dane wyrazajg srednig arytmetyczng oraz btad standardowy S$rednief
(SEM). Zaznaczono s trzatkami réznice znamienne statystycznie
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Interleukina 6

Stezenie IL-6 w surowicy krwi pacjentow z ciezkg zimnic wynosito $rednio
92,17 pg/ml, natomiast w surowicy chorych z fagodnym przebiegiem inwazji -
37,39 pg/ml (Rycina 15, str. 78). Obie te wartosci byly znamiennie statystycznie
wyzsze niz $rednie stezenie IL-6 w surowicy osob z grupy kontrolnej, w ktorej
wynosito ono 2,14 pg/ml (p<0,00001).
Ponadto s$rednie stezenie IL-6 bylo znamiennie statystycznie wyzsze w surowicy

pacjentow z ciezkg zimnia niz w grupie pacjentdéw z tagodna malarig (p<0,01 w
tesScie Manna Whitneya).
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Ciezka malaria tagodna malaria Grupa kontrolna

Rycina 15. Stezenie IL-6 w surowicy krwi dorostych z ciezkim i tagodnym
przebiegiem malarii oraz 0sob z grupy kontrolnej. Dane wyrazajg $rednig
arytmetyczng oraz  btad standardowy Srednief (SEM). Zaznaczono
strzatkami réznice znamienne s tatystycznie

* réznica istotna statystycznie w tescie Manna Whitneya
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Interleukina 10

Stezenie IL-10 w surowicy krwi chorych z ciezkg zimnicg wynosito $rednio 546,84
pg/ml, natomiast w surowicy chorych z lagodnym przebiegiem inwazji - 201,75
pg/ml (Rycina 16, str. 79). Obie te wartosci byty znamiennie statystyznie wyzsze
niz $rednie stezenie IL-10 w surowicy osdb z grupy kontrolnej, wynoszace 12,77
pg/ml (p<0,00001).

Ponadto $rednie stezenie IL-10 w surowicy pacjentdw z ciezkg zimnicg byto istotnie
wyzsze w grupie pacjentdw z tagodng malarig (p<0,05).
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Ciezka malaria tagodna malaria Grupa kontrolna

Rycina 16. Stezenie IL-10 w surowicy krwi dorostych z ciezkim i tagodnym
przebiegiem malarii oraz oséb z grupy kontrolnej. Dane wyrazajg srednig

arytmetyczng oraz btad standardowy S$redniej (SEM). Zaznaczono
strzatkami réznice znamienne s tatystycznie

Interleukina 12

Srednie stezenie IL-12 w surowicy pacientdéw z fagodnym przebiegiem malarii
wynosito 313,83 pg/ml i byto znamiennie statystycznie wyzsze niz Srednie stezenie
IL-12 w surowicy 0sob z grupy kontrolnej (72,92 pg/ml, p<0,00001) oraz chorych z
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ciezkim przebiegiem inwazji (115,21, p<0,05)

Nie stwierdzono istotnych statystyznie rdznic w poziomach stezen tej interleukiny w
surowicy pacjentdw z malarig o ciezkim przebiegu i 0oséb z grupy kontrolnej (Rycina
17, str. 80).
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Ciezka malaria tagodna malaria Grupa kontrolna
Rycina 17. Stezenie IL-12 w surowicy krwi dorastych z ciezkim i tagodnym
przebiegiem malarii oraz osdb z grupy kontrolnej. Dane wyrazajg srednig
arytmetyczng oraz btad standardowy S$redniej (SEM). Zaznaczono

strzatkami réznice znamienne s tatystycznie

Interleukina 13

Stezenie IL-13 w surowicy krwi chorych z ciezkg zimni wynositlo $rednio 9,88
pg/ml, natomiast u chorych z fagodnym przebiegiem inwazji - 16,33 pg/ml. Nie
stwierdzono istotnych statystycznie rdznic w poziomach stezen tej interleukiny w
surowicy krwi chorych o obu stopniach ciezkosci przebiegu zimnicy, a grupg
kontrolng, wktdrej srednie stezenie IL-13 wynosifo 6,55 pg/ml (Rycina 18, str. 81).
Nie zaobserwowano réwniez istotnych statystycznie réznic w surowiczych poziomach

stezen tej interleukiny u pacjentdw z malarig o ciezkim i fagodnym przebiegu.
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Rycina 18. Stezenie IL-13 w surowicy krwi dorostych z ciezkim | tagodnym
przebiegiem malarii oraz 0sob z grupy kontrolnej. Dane wyrazajg $rednig

arytmetycznq oraz btad standardowy Sredniej (SEM)

Interleukina 18

Stezenie IL-18 w surowicy krwi chorych z ciezkg zimnicg wynosito $rednio 1493,03
pg/ml, natomiast w surowicy chorych z fagodnym przebiegiem inwazji - 602,85
pg/ml (Rycina 19, str. 82). Obie te wartosci byty istotnie statystyaznie wyzsze niz
Srednie stezenie IL-18 w surowicy 0s6b z grupy kontrolnej, u ktdrych wynosito ono
80,51 pg/ml (p<0,00001).

Ponadto $rednie, surowicze stezenie IL-18 bylo znamiennie statystycznie wyzsze u

pacjentow z ciezkg zimnic niz w grupie pacjentow z fagodna malarig (p<0,01).
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Rycina 19. Stezenie IL-18 w surowicy krwi dorostych z ciezkim | tagodnym
przebiegiem malarii oraz osdb z grupy kontrolnej. Dane wyrazajg Srednig
arytmetycznq oraz btad standardowy Sredniej (SEM). Zaznaczono

strzatkami roznice znamienne s tatystycznie

5.2.2 Zaleznosci pomiedzy stezeniem cytokin w surowicy dorostych
z zimnica przywleczona do Polski, a etiologia malarii oraz

parazytemia

Nie stwierdzono znamiennych statystycznie rdéznic w Srednich poziomach stezen
TNF, IFNy, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13 oraz IL-18 w surowicy u pacjentéw
podzielonych na grupy wedtug etiologii malarii, tj. pomiedzy chorymi zar@zonymi P.
falciparum, P.vivax oraz osobami z inwazjg mieszang (wiecej niz jednym gatunkiem
zarodzca malarii).

Wykazano natomiast istotng statystycznie korelacje pomiedzy parazytemia, a
surowiczym stezeniem IFNy (p<0,05, R=0,28), IL-6 (p<0,001, R=0,45), IL-10
(p<0,01, R=0,34) oraz IL-18 (p<0,01, R=0,34) u chorych zarazonych Plasmodium
spp.



WY NIKI 83

5.2.3 Zaleznosci pomiedzy stezeniem cytokin w surowicy dorostych
z zimnicq przywleczong do Polski, a wczesniejsza ekspozycja

na inwazje Plasmodium spp. i wiekiem chorych

U dorostych z pierwszg w zyciu inwazjg Plasmodium spp., Srednie stezenie TNF,
IFNy oraz IL-13 bylo znamiennie statystycznie wyzsze niz w grupie chorych, ktorzy
podawali w wywiadzie uprzednio przebyte epizody malarii (p<0,05). Nie stwierdzono
podobnych zaleznosci w odniesieniu do pozostatych badanych cytokin (Tabela 14,
str. 83).

Tabela 14. Stezenia badanych cytokin u dorostych z przywleczong z zimnicg w
zaleznosci od uprzednio przebytych epizodow malarii.

Chorzy z pierwsza w zyciu zimnica ~ Chorzy z przebytym epizodem lub
Cytokina epizodami zimnicy w wywiadzie
n=56 n=38
TNF (pg/ml) * 59,93 + 8,36 43,14 £1143
IFNY (pg/mly** 220,75 £ 61,08 1598 +3,70
IL-6 (pg/ml) 59,31 + 19,34 39,16 + 25,67
IL-10 (pg/ml) 361,23 £67,74 179,90 +37 64
IL-12 (pg/ml) 29553 +27,38 213,18 +88,18
IL-13 (pg/ml)* 18,79 £+ 7 A1 8,36 1,68
IL-18 (pg/ml) 831,14 + 12688 828,57 + 15827

Wyniki przedstawiajg s$rednig arytmetyczna oraz btad standardowy S$redniej £ SEM; zaznaczono
znamienne statystycznie réznice pomiedzy grupami (*p<0,05; **p<0,001)

Nie obserwowano natomiast istotnych korelacji pomiedzy wiekiem chorych z

przywlezong zimnic, a surowiczym stezeniem badanych czaste zek.

5.2.4 Stezenia cytokin w surowicy dorostych z zimnica
przywleczong do Polski przed leczeniem oraz po przebytej

chorobie

U 44 pacjentdw, ktorzy zgtosili sie celem wykonania badan kontrolnych po przebytej

zimnicy oznaczono stezenia tych sposrdd badanycdh cytokin, ktdrych poziom istotnie
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réznit sie u chorych z malarig przed leczeniem w pordwnaniu do grupy kontrolnej
(n=47) zlozonej z oséb zdrowych. Dotyczylo to nastepujgcych cytokin: TNF, IFNy,
IL-6, IL-10, IL-12,IL-18.

Czynnik martwicy nowotworéw

Srednie stezenie TNF w surowicy krwi pacjentdéw hospitalizowanych po przebytej
malarii wynosito 28,89 pg/ml (Rycina 20, str. 84). Ulegio ono istothemu obnizeniu w
porownaniu do S$redniego stezenia TNF w surowicy tych samych oséb przed
leczeniem, u ktdrych wynosito ono 54,09 pg/ml (p<0,01). Nadal jednak pozostawato
znamiennie statystyaznie wyzsze niz Srednie stezenie TNF w surowicy 0séb z grupy
kontrolnej wynoszace 14,41 pg/ml (p<0,0001).
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Rycina 20. Stezenie TNF w surowicy krwi dorastych z malarig i po przebytej malarii

oraz 0séb z grupy kontrolnej. Dane wyrazaja $rednig arytmetyczng oraz
btad standardowy Srednie (SEM). Zaznaczono strzatkami réznice
znamienne s tatystycznie

Interferony



WY NIKI 85

Srednie stezenie IFNy w surowicy krwi pacjentow hospitalizowanych po przebytej
malarii istotnie zmniejszylo sie w pordwnaniu do sSredniego stezenia IFNy w
surowicy tych samych oséb przed leczeniem (odpowiednio 14,17 pg/ml i 124,19
pg/ml, p<0,05), wcigz jednak pozostawato ono znamiennie statystycznie wyzsze niz
$rednie stezenie IFNy w surowicy oséb z grupy kontrolnej (p<0,00001), u ktdrych
wynosito ono 10,71 pg/ml (Rycina 21, str. 85).
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Rycina 21. Stezenie IFNy w surowicy krwi dorostych z malarig i po przebytej malarii
oraz 0sob z grupy kontrolnej. Dane wyrazajg Srednig arytmetyczng oraz
btad standardowy Sredniegf (SEM). Zaznaczono strzatkami rdznice
znamienne s tatystycznie

Interleukina 6

Srednie stezenie IL-6 w surowicy krwi pacjentéw hospitalizowanych po przebytej
malarii wynosifo 4,1 pg/ml i ulegto istothnemu obnizeniu w pordwnaniu do $redniego
stezenia IL-6 w surowicy tych samych osdéb przed lezeniem wynoszacego 35,9

pg/ml (p<0,0001). Nadal jednak pozostawato ono znamiennie statystycznie wyzsze
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niz srednie stezenie IL-6 w surowicy oséb z grupy kontrolnej (p<0,0001), ktdre
wynosito 2,13 pg/m| (Rydna 22, str. 86).
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Rycina 22. Stezenie IL-6 w surowicy krwi dorcstych z malarig i po przebytej malarii

oraz 0sob z grupy kontrolnej. Dane wyrazajg $Srednig arytmetyczng oraz
btad standardowy S$rednief (SEM). Zaznaczono strzatkami roznice

znamienne s tatystycznie

Interleukina 10

Srednie stezenie IL-10 w surowicy krwi pacientdw hospitalizowanych po przebytej
malarii istotnie zmniejszylo sie w pordwnaniu do S$redniego stezenia IL-10 w
surowicy tych samych oséb przed leczeniem (odpowiednio 44,28 pg/ml i 234,93
pg/ml, p<0,00001), wcigz jednak pozostawato znamiennie statystycznie wyzsze niz
$rednie stezenie IL-10 w surowicy osdb z grupy kontrolnej (p<0,001), u ktdrych
wynosito ono 12,76 pg/ml (Rycina 23, str. 87).
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Rycina 23. Stezenie IL-10 w surowicy krwi dorostych z malariq i po przebytej malarii
oraz 0osob z grupy kontrolnej. Dane wyrazajg Srednig arytmetyczng oraz
btad standardowy S$redniegf (SEM). Zaznaczono strzatkami rdznice

znamienne s tatystycznie

Interleukina 12

Srednie stezenie IL-12 w surowicy krwi pacientdw hospitalizowanych po przebytej
malarii wynosito 102,08 pg/ml i ulegto istotnemu obnizeniu (p<0,05) w pordwnaniu
do $redniego stezenia IL-12 w surowicy tych samych oséb przed lezeniem (225,82
pg/ml). Nadal jednak pozostawato ono znamiennie statystycznie wyzsze niz Srednie
stezenie IL-12 w surowicy 0s6b z grupy kontrolnej (p<0,05), ktére wynosito 72,92
pg/ml (Rycina 24, str. 88).
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Rycina 24. Stezenie IL-12 w surowicy krwi dorostych z malariq i po przebytej malarii
oraz 0osob z grupy kontrolnej. Dane wyrazajg Srednig arytmetyczng oraz
btad standardowy S$redniegf (SEM). Zaznaczono strzatkami rdznice

znamienne s tatystycznie

Interleukina 18

Srednie stezenie IL-18 w surowicy krwi pacjentdw hospitalizowanych po przebytej
malarii wynosito 450,67 pg/ml i bylo istotnie statystycznie wyzsze niz Srednie
stezenie IL-18 w surowicy osdéb z grupy kontrolnej, wynoszaqce 80,51 pg/ml
(p<0,00001).

Sredni poziom IL-18 w surowicy krwi pacjentdéw hospitalizowanych po ustgpieniu
objawdéw zimnicy byt nizszy w pordwnaniu do stezenia IL-18 w surowicy tych
samych 0sO0b przed leczeniem (755,74 pg/ml), jednak réznia ta nie wykazywata
istotnos$d statystycznej (Rycina 25, str. 89).
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Rycina 25. Stezenie IL-18 w surowicy krwi dorostych z malariq i po przebytej malarii
oraz 0os6b z grupy kontrolnej. Dane wyrazajg Srednig arytmetycznq oraz
btad standardowy S$redniej (SEM). Zaznaczono strzatkami rdznice

znamienne s tatystycznie

5.2.5 Przydatnos$¢ oznaczania surowiczych stezen wybranych
cytokin w rozréznianiu przypadkéw malarii o lagodnym i
ciezkim przebiegu u dorostych z zimnicq przywleczong do
Polski

Do analizy przydatmosci diagnostyaznej oznazania stezen cytokin w ocenie ciezkosci
przebiegu zimnicy wybrano te zasteczki, ktdrych $rednie surowicze stezenia roznity
sie istotnie w grupach pacjentdw z fagodnie i ciezko przebiegajacg malarig, zyli IL-
6, IL-10, IL-12 oraz IL-18. Przy uzyciu metody krzywych ROC oceniono zdolnos¢
dyskryminacyjng do roznicowania powyzszych dwéch grup chorych dla kazdego z
tych parametrow.

Ponadto na podstawie wykreslonych krzywych, wyznaczono dla kazdej z
wybranych interleukin punkt odciecia, réznicujacy przypadki fagodnej i ciezkiej
zimnicy z optymalng «utoscig i specyficznoscig. Celem wytonienia najbardziej

przydatnego wskaznika diagnostycznego obliczono pola powierzchni pod krzywymi
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ROC dla kazdej z tych czasteczek oraz pordwnano je z wartosdami pol uzyskanymi
dla wynikow parazytemii i innych badan laboratoryjnych, stosowanych u chorych z

malarig.

Interleukina 6

Udowodniono znaczacg statystyaznie zdolno$¢ dyskryminacyjng surowiczego
stezenia IL-6 w zakresie odrdzniania chorych z zimnig o fagodnym i ciezkim
przebiegu (p<0,01). Pole powierzchni pod krzywg ROC wykreslong dla tej
interleukiny wynosifo 0,68 (Rycina 26, str. 90).

Stezenie IL-6 w surowicy optymalnie rdznicujgce przypadki tagodnej i ciezkiej
malarii wyniosto 13,68 pg/ml. Czulos$¢ testu uzyskana dla tego punktu odciecia
wynosifa 64%, natomiast specyfiznos¢ - 69,6% (Tabela 15, str. 91).
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Rycina 26. Krzywa ROC dla surowiczego stezenia IL-6 u dorostych z

przywleczong zimnicg
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Tabela 15. Parametry krzywej ROC dla IL-6 u dorostych z przywleczong zimnicq.

pole powierzchni  SUTKS KIYEInY WTORMIEREY  Cavlote da purke SERCHICHOAS
POl L 7RE] ROIE o ciezkim i fagodnym przebiegu eSSl krytycznego
0,68 13,68 pg/ml 64% 69 ,6%

Interleukina 10

IL-10 w

surowicy w zakresie rdznicowania przypadkdéw tagodnej i ciezkiej zimnicy (p<0,01).

Wykazano istotng statystycznie zdolno$¢ dyskryminacyjna stezenia
Pole powierzchni pod krzywg ROC wykreslong dla tej interleukiny wynosito 0,70
(Rycina 27, str. 91).

Punkt krytyazny dla surowiczego stezenia IL-10, pozwalajacy na optymalne

rozrdznienie przypadkéw malarii o tagodnym i ciezkim przebiegu, wynosit 93,95

pg/ml. Czuto$¢ tej metody dla uzyskanej wartosci okreSlono na 64%, a
specyfiznos$c¢ na 66,7% (Tabela 16, str. 92)
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Rycina 27.Krzywa ROC dla surowiczego stezenia IL-10 u dorostych z

przywleczong zimnicg
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Tabela 16. Parametry krzywej ROC dla IL-10 u dorostych z przywleczong zimnicgq.

pole powierzchni  SUTKS KIYEInY WTORMIEREY  Cavlote da purke SERCHICHOAS
POl L 7RE] ROIE o ciezkim i fagodnym przebiegu eSSl krytycznego
0,70 93,95 pg/ml 64% 66,7%

Interleukina 12

Stwierdzono istotng statystyaznie zdolno$¢ dyskryminacyjng surowiczego poziomu
IL-12 do rznicowania chorych z zimni o fagodnym i ciezkim przebiegu (p<0,01).
Pole powierzchni pod krzywa ROC wykreslong dla IL-12 wynosito 0,65 (Rycina 28,
str. 92).

Progowe tezenie tej interleukiny w surowicy, optymalnie rdzniaujgce przypadki
tagodnej i ciezkiej malarii, wyniosto 99,44 pg/ml. Czuto$¢ testu uzyskana dla tej

wartosci wynosita 60%, natomiast specyfiznos¢ - 68% (Tabela 17, str. 93).
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Rycina 28. Krzywa ROC dla surowiczego stezenia IL-12 u dorostych z

przywleczong zimnica
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Tabela 17. Parametry krzywej ROC dla IL-12 u dorostych z przywleczong zimnicq.

. . Punkt krytyczny umozliwiajacy y S pecy ficznosc
PO';EOW'erzlgg?:' réznicowanie przy padkow zimnicy CZLI'iOSC dla punktu dla punktu
podkrzywq o ciezkim i tagodny m przebiegu fytyczinedo krytycznego

0,65 99 43 pg/ml 60% 68,1%

Interleukina 18

Wykazano znaxzac statystycznie zdolno$¢ dyskryminacyjng surowiczego stezenia
IL-18 w zakresie rdznicowania przypadkow fagodnej i ciezkiej zimnicy (p<0,0001).
Pole powierzchni pod krzywg ROC wykreslong dla tej interleukiny wynosito 0,80
(Rycina 29, str. 93).

Wartos¢ progowa surowiczego stezenia IL-18 pozwalajgca na optymalne odrdznienie
przypadkdéw malarii o fagodnym i ciezkim przebiegu wynosita 579,7 pg/ml. Czutos¢
testu dla tego punktu odciecia okreslono na 80%, a specyficznos¢ na 72,5% (Tabela
18, str.94).
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Rycina 29. Krzywa ROC dla surowiczego stezenia IL-18 u dorostych z

przywleczong zimnicg.
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Tabela 18. Parametry krzywej ROC dla IL-18 u dorostych z przywleczong zimnicq.

: . Punkt krytyczny umozliwiajacy L. Specyficznos¢
PO';EOW'erzlgg?:' roznicowanie przy padkéw zimnicy Czuliosc dla punktu dla punktu
podkrzywq o ciezkim i tagodny m przebiegu fiyyeZnego krytycznego

0,80 579,7 pg/ml 80% 72 5%

Porownanie przydatnosci oznaczania surowiczych stezen cytokin oraz
innych testow laboratoryjnych w réznicowaniu przypadkoéw tagodnej i

ciezkiej malarii u dorostych z zimnica przywleczona do Polski

Celem pordwnania przydatnosci diagnostycznej surowiczych stezen cytokin iinnych,
rutynowo wykonywanych u chorych z malarig badan laboratoryjnych, pordwnano
pola powierzchni pod krzywymi ROC wykreslonymi dla tych parametrdw (Tabela 19,
str.94). Najwyzsze wartosSd pola powierzchni pod krzywg ROC uzyskano dla
parazytemii (0,85),IL-18 (0,80) oraz bilirubiny (0,78).

Tabela 19. Pola powierzchni pod krzywymi ROC dla wybranych cytokin oraz innych parametrow
laboratoryjnych wykorzystywanych w réznicowaniu przypadkéw tagodnej i ciezkiej malari u
dorostych z przywleczong zimnicq.

Pole powierzchni Zdolnos¢ dyskryminacyjna

R Ry pod krzywa ROC parametru laboratoryjnego *

Stezenie IL-6 w surowicy 0,68 p<0,01
Stezenie IL-10 w surowicy 0,70 p<0,01
Stezenie IL-12 w surowicy 0,65 p<0,01
Stezenie IL-18 w surowicy 0,80 p<0,0001
Parazytemia 0,85 p<0,0001
Hemoglobina (g/dl) 0,55 NS
Phytki krwi (10%/1) 0,74 p<0,001
Stezenie kreatyniny w surowicy 0,60 NS
Stezenie bilirubiny w surowicy 0,78 p<0,0001
Stezenie glukozy w surowicy 0,52 NS

* NS - brak zdolnosci dyskryminacyjnej w ocenianym zakresie
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5.3 Stezenia przeciwciat przeciwko biatkom szoku
termicznego w surowicy dorostych z zimnicq przywleczong
do Polski

5.3.1 Stezenia przeciwciat przeciwko biatkom szoku termicznego w
surowicy dorostych z zimnicq przywleczong do Polski o

tagodnym i ciezkim przebiegu oraz w grupie kontrolnej

Przeciwciata przeciwko Hsp60

Stezenie przeciwciat przeciwko Hsp60 w surowicy krwi pacjentdw z ciezka zimnic
wynosito $rednio 161,31 ng/ml, natomiast w surowicy chorych z fagodnym
przebiegiem inwazji - 165,57 ng/ml. Obie te warto$d byly znamiennie statystycznie
wyzsze niz poziom tych przeciwciat u 0séb z grupy kontrolnej, w ktdrej wynosit on
$rednio 42,11 ng/ml (p<0,00001).

Nie stwierdzono jednak istotnych statystyaznie rdznic w surowiczym stezeniu
przeciwciat przeciwko Hsp60 u pacjentéw z malarig o ciezkim i tagodnym przebiegu
(Rycina 30, str. 95).
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Rycina 30. Stezenie przeciwciat przeciwko Hsp60 w surowicy krwi dorostych z
ciezkim i tagodnym przebiegiem malarii oraz oséb z grupy kontrolnej.
Dane wyrazajg sredniq arytmetyczng oraz btad standardowy Sredniej

(SEM). Zaznaczono s trzatkami réznice znamienne statystycznie
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Przeciwciata przeciwko Hsp70

Stezenie przeciwciat przeciwko Hsp70 w surowicy krwi chorych z ciezkg zimniq
wynosito Srednio 721,80 ng/ml, natomiast u chorych z tagodnym przebiegiem
inwazji - 709,80 ng/ml. Nie stwierdzono znaczacych statystycznie mznic w
surowiczych stezeniach tych przeciwciat pomiedzy chorymi o obu stopniach ciezkosci
przebiegu zimnicy, a grupg kontrolng, w ktérej poziom przeciwciat przeciwko Hsp70
wynosit 641,77 ng/ml.

Nie zaobserwowano rdwniez istotnych réznic w stezeniu tych przeciwciat w surowicy

pacjentdw z malarig o ciezkim ifagodnym przebiegu (Rycina 31, str. 96).
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Rycina 31. Stezenie przeciwciat przeciwko Hsp70 w surowicy krwi dorostych z
ciezkim i tagodnym przebiegiem malarii oraz oséb z grupy kontrolngj.
Dane wyrazajg $rednig arytmetyczng oraz btad standardowy sredniej
(SEM).
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5.3.2 Zaleznosci pomiedzy stezeniem przeciwciat przeciwko
biatkom szoku termicznego w surowicy dorostych z zimnicag
przywleczong do Polski, a etiologia zimnicy oraz parazytemia

Nie stwierdzono znamiennych statystycznie rdznic w Srednich poziomach przeciwciat
przeciwko Hsp60 oraz Hsp70 w surowicy krwi pacjentdw podzielonych na grupy
wedtug etiologii malarii, tj. pomiedzy chorymi zarazonymi P. falciparum, P.vivax
oraz osobami z inwazjg mieszang wiecej niz jednym gatunkiem zarodzca malarii.

Nie obserwowano réwniez istotnej korelacji pomiedzy parazytemia, a surowiczym

poziomem tych przeciwciat u chorych zarazonych Plasmodium spp.

5.3.3 Zaleznosci pomiedzy stezeniem przeciwciat przeciwko
biatkom szoku termicznego w surowicy dorostych z zimnicag
przywleczong do Polski, a wczesniejsza ekspozycjq na inwazje

Plasmodium spp. i wiekiem chorych

Nie stwierdzono istotnych statystycznie rdznic w stezeniu przeciwciat przeciwko
Hsp60 oraz Hsp70 pomiedzy grupg chorych dorostych z pierwszg w zyciu inwazjq
Plasmodium spp., a pacjentami, ktdrzy podawali w wywiadzie uprzednio przebyte
epizody malarii.

Nie obserwowano takze znamiennych korelacji pomiedzy wiekiem chorych z

przywlezong zimnic, a surowiczym poziomem tych przeciwciat.

5.3.4 Stezenia przeciwciat przeciwko biatkom szoku termicznego w
surowicy dorostych z zimnicg przywleczong do Polski przed

leczeniem oraz po przebytej chorobie

Przeciwciata przeciwko Hsp60

Stezenie przeciwciat przeciwko Hsp60 w surowicy krwi pacjentdw po przebytej
zimnicy wynosifo Srednio 209,29 ng/ml i nie rznilo sie istotnie od poziomu
badanych przeciwciat u tych samych chorych przed lezeniem (181,82 ng/ml). Obie
te wartosci byly znamiennie statystycznie wyzsze niz $rednie stezenie przeciwciat
przeciwko Hsp60 u oséb z grupy kontrolnej (p<0,00001), w ktdrej wynosito ono
42,11 ng/ml (Rycina 32, str. 98).
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Rycina 32. Stezenie przeciwciat przeciwko Hsp60 w surowicy krwi dorostych z
malarig i po przebytef malarii oraz oséb z grupy kontrdnej. Dane

wyrazajq Srednig arytmetyczng oraz btad standardowy Srednigj (SEM).
Zaznaczono strzatkami réznice znamienne statystycznie

Przeciwciata przeciwko Hsp70

Srednie stezenie przeciwciat przeciwko Hsp70 w surowicy krwi pacjentdw po
przebytej zimnicy wynosito srednio 493,95 ng/ml (Rycina 33, str. 99). Ulegto ono
istotnemu obnizeniu w poréwnaniu do surowiczego poziomu badanych przedwciat u
tych samych osdb przed lezeniem, wynoszgceego 756,50 ng/ml (p<0,01) i nadal nie
réznito sie znazgco od Sredniego stezenia przeciwciat przeciwko Hsp70 w surowicy
krwi zdrowych dorostych z grupy kontrolnej (641,77 ng/ml).
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Rycina 33. Stezenie przeciwciat przeciwko Hsp70 w surowicy krwi dorostych z
malariq i po przebytej malarii oraz aséb z grupy kontranej. Dane
wyrazajq Srednig arytmetyczng oraz btad standardowy sredniej (SEM).

Zaznaczono strzatkami réznice znamienne statystycznie

5.4 Stezenia cytokin w surowicy dzieci angolskich z zimnica

5.4.1 Stezenia cytokin w surowicy dzieci angolskich z zimnica o

tagodnym i ciezkim przebiegu oraz w grupie kontrolnej

Czynnik martwicy nowotworéw

Stezenie TNF w surowicy krwi dzied z ciezkg zimni wynosito $rednio 123,76
pg/ml, natomiast w surowicy chorych z tagodnym przebiegiem inwazji - 65,39
pg/ml. Obie te wartosci byty znamiennie statystycznie wyzsze niz $rednie stezenie
TNF w surowicy oséb z grupy kontrolnej, w ktdrej wynosito ono 34,32 pg/ml
(p<0,00001).
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Nie stwierdzono natomiast istotnych statystyznie rdznic w poziomach stezenn TNF w
surowicy pacjentéw angolskich z malarig o ciezkim i tagodnym przebiegu (Rycina
34, str. 100).
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Rycina 34. Stezenie TNF w surowicy krwi chorych dzieci angolskich z ciezkim i
tagodnym przebiegiem malarii oraz oséb z grupy kontrolnei. Dane
wyrazajg Srednig arytmetyczng oraz btad standardowy Sredniej (SEM).
Zaznaczono strzatkami réznice znamienne statystycznie

Interferony

Stezenie IFNy w surowicy krwi chorych dzieci z ciezkg zimnicg wynosito Srednio
72,39 pg/ml, natomiast w surowicy pacjentdw z tagodnym przebiegiem inwazji -
57,18 pg/ml. Obie te warto$d byly istotnie statystycznie wyzsze niz $rednie stezenie
IFNyY w surowicy 0sob z grupy kontrolnej (15,52 pg/ml, p<0,00001).

Nie stwierdzono istotnych statystycznie rdznic w poziomach stezern IFNy w surowicy
pacjentdw angolskich z malarig o dezkim i fagodnym przebiegu (Rycina 35, str.
101).
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Rycina 35. Stezenie IFNy w surowicy krwi dzieci z ciezkim i tagodnym przebiegiem
malarii oraz o0séb z grupy kontrolnegi. Dane wyrazajq Srednig

arytmetyczng oraz btad standardowy S$redniej (SEM). Zaznaczono
strzatkami roznice znamienne s tatystycznie

Interleukina 6

Stezenie IL-6 w surowicy krwi pacjentdw angolskich z ciezkg zimnicg wynosito
$rednio 96,94 pg/ml, natomiast w surowicy dzieci z tagodnym przebiegiem inwazji -
37,53 pg/ml (Rycina 36, str. 102). Obie te wartosci byly znamiennie statystycznie
wyzsze niz $rednie stezenie IL-6 w surowicy osob z grupy kontrolnej, w ktorej
wynosifo ono 32,55 pg/ml (odpowiednio: p<0,0001, p<0,01).

Ponadto srednie stezenie IL-6 bylo znamiennie statystycznie wyzsze w surowicy
pacientdw z ciezkg zimnia niz w grupie pacientdw z tagodna malarig (p<0,01 w
tescie Manna Whitneya).
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Rycina 36. Stezenie IL-6 w surowicy krwi dorcstych z ciezkim | tagodnym
przebiegiem malarii oraz osdb z grupy kontrolnej. Dane wyrazajg Srednig

arytmetyczng oraz btad standardowy Srednief (SEM). Zaznaczono
strzatkami réznice znamienne s tatystycznie.

* réznica istotna statystycznie w tescie Manna Whitneya

Interleukina 10

Srednie stezenie IL-10 w surowicy krwi dzieci z dezka zimnic bylo wielokrotnie
wyzsze niz wartos¢ uzyskana w grupie kontrolnej i wynosito s$rednio 272,90 pg/ml,
natomiast w surowicy chorych z fagodnym przebiegiem inwazji - 40,63 pg/ml
(Rycina 37, str. 103). Obie te wartosci byty znamiennie statystycznie wyzsze niz
$rednie stezenie IL-10 w surowicy oséb z grupy kontrolnej, wynoszgace 25,52 pg/ml
(p<0,00001).

Ponadto $rednie stezenie IL-10 w surowicy pacjentdw z ciezkg zimnica bylo istotnie

wyzsze niz w grupie pacjentdw z fagodng malarig (p<0,01).
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Rycina 37. Stezenie IL-10 w surowicy krwi dzieci z ciezkim i tagodnym przebiegiem
malarii oraz o0séb z grupy kontrolnegi. Dane wyrazajq Srednig

arytmetyczng oraz standardowy btad Sredniej (SEM). Zaznaczono
strzatkami roznice znamienne s tatystycznie

Interleukina 12

Stezenie IL-12 w surowicy krwi dzieci z ciezkq zimnic wynosito $Srednio 194,27
pg/ml, natomiast w surowicy chorych z fagodnym przebiegiem inwazji - 138,13
pg/ml. Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w poziomach stezen tej
interleukiny w surowicy krwi chorych w obu stopniach ciezkosci przebiegu zimnicy i
0sO0b z grupy kontrolnej, w ktdrej sSrednie surowicze stezenie IL-12 wynosito 133,56
pg/ml (Rycina 38, str. 104).

Nie zaobserwowano rwniez istotnych statystycznie rdznic w poziomach stezen tej

interleukiny w surowicy pacjentdw z malarig o ciezkim i fagodnym przebiegu.
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Rycina 38. Stezenie IL-12 w surowicy krwi dzieci z ciezkim i tagodnym przebiegiem
malarii oraz o0séb z grupy kontrolnegi. Dane wyrazajq Srednig

arytmetyczng oraz standardowy btad Sredniej (SEM). Zaznaczono
strzatkami roznice znamienne s tatystycznie

Interleukina 13

Stezenie IL-13 w surowicy krwi dzieci z ciezkq zimnic wynosito $Srednio 32,46
pg/ml, natomiast w surowicy pacjntéow z tagodnym przebiegiem inwazji - 34,07
pg/ml. Nie stwierdzono istotnych réznic w poziomach stezen tej interleukiny w
surowicy krwi chorych w obu stopniach ciezkos$ci przebiegu zimnicy, a grupg
kontrolng, w ktdrej $srednie stezenie IL-13 wynosito 34,24 pg/ml (Rycina 39, str.
105).

Nie zaobserwowano réwniez znaczacych statystycznie rdznic w poziomach stezen tej

interleukiny w surowicy pacjentdw z malarig o ciezkim i fagodnym przebiegu.
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Rycina 39. Stezenie IL-13 w surowicy krwi dzieci z ciezkim i tagodnym przebiegiem
malarii oraz grupy kontrolnej. Dane wyrazaja $rednig arytmetyczng oraz
btad standardowy Sredniej (SEM).

Interleukina 18

Stezenie IL-18 w surowicy krwi dzieci z ciezkg zimniag wynosito $rednio 835,53
pg/ml, natomiast w surowicy chorych z tagodnym przebiegiem inwazji 376,26
pg/ml, czyli ponad dwukrotnie mniej (Rycina 40, str. 106). Obie te wartosci byty
istotnie statystyaznie wyzsze niz Srednie stezenie IL-18 w surowicy oséb z grupy
kontrolnej, w ktdrej wynosito ono 177,27 pg/ml (p<0,00001).

Ponadto Srednie stezenie IL-18 bylo znamiennie statystycznie wyzsze w surowicy
pacjentdw angolskich z ciezkgq zimnic niz w grupie pacjentdéw z tagodna malarig
(p<0,05).
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Rycina 40. Stezenie IL-18 w surowicy krwi dzieci z ciezkim i tagodnym przebiegiem
malarii oraz o0séb z grupy kontrolnegi. Dane wyrazajq Srednig

arytmetyczng oraz standardowy btad Sredniej (SEM). Zaznaczono
strzatkami roznice znamienne s tatystycznie

5.4.2 Zaleznosci pomiedzy stezeniem cytokin w surowicy dzieci

angolskich z zimnicq, a parazytemia

W badanym materiale nie stwierdzono istotnych statystycznie korelacji pomiedzy

parazytemia, a surowiczym stezeniem poszczegdlnych cytokin u dzieci angolskich z
zimnic.

5.4.3 Zaleznosci pomiedzy stezeniem cytokin w surowicy dzieci
angolskich z zimnica, a wczesniejsza ekspozycja na inwazje
Plasmodium i wiekiem chorych

U dzieci angolskich z pierwsza w zyciu inwazjq P. falciparum, zgodnie z wywiadem
podanym przez rodzicdw lub opiekundw, Srednie stezenie IL-18 bylo znamiennie
statystycznie wyzsze niz w grupie chorych, ktdrych opiekunowie podawali w

wy wiadzie uprzednio przebyte epizody malarii (p<0,01). Nie stwierdzono podobnych
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zaleznosci w odniesieniu do pozostatych badanych cytokin (Tabela 20, str. 107).

Tabela 20. Stezenia badanych cytokin u dzieci angolskich z zimnicg w zaleznosci od
uprzednio przebytych epizodéw malarii.

Chorzy z pierwszg w zyciu Chorzy z przebytym epizodem lub
Cytokina zimnicq epizodami zimnicy w wywiadzie
n=18 n=31

TNF (pg/ml) 79,78 £ 10,98 73,12 £ 12,00

IFNy (pg/ml) 63,76 = 3,32 62,71 +5,73

IL-6 (pg/ml) 51,50 £ 10,89 56,13 + 14,75

IL-10 (pg/ml) 172,73 +£52 85 65,50 + 20,56

IL-12 (pg/ml) 166,25 +27 38 14093 +13 87

IL-13 (pg/ml) 32,96 + 0,89 35,16 £ 1,93

IL-18 (pg/ml) 690,81 117,77 39527 +37 84

Wyniki przedstawiajg s$rednig arytmetyczng oraz btad standardowy S$redniej £ SEM; zaznaczono
znamienne statystycznie roznice pomiedzy grupami (p<0,01)

Obserwowano ponadto istothg statystycznie, ujemng korelacje pomiedzy
wiekiem chorych dzieci angolskich, a surowiczym stezeniem IL-18 (p<0,05, R=-
0,30).

5.4.4 Stezenia cytokin w surowicy dzieci angolskich z zimnicaq przed

leczeniem oraz po przebytej chorobie

U 20 pacientdw, ktdrzy zgiosili sie do Centrum Medyznego im. Sw. tukasza celem
wykonania badan kontrolnych po przebytej zimnicy oznaczono stezenia tych sposrod
badanych cytokin, ktdrych surowicze stezenie przed lezeniem istotnie rdznito sie w
porownaniu do grupy kontrolnej (n=40) zlozonej z dzieci zdrowych. Dotyczylo to
nastepujgcych cytokin: TNF, IFNy, IL-6, IL-10 oraz IL-18.

Czynnik martwicy nowotworéw

Nie stwierdzono istotnego statystyaznie obnizenia $redniego stezenia TNF w
surowicy krwi dzieci po przebytej malarii (59,10 pg/ml), w pordwnaniu do Sredniego
stezenia tej cytokiny w surowicy tych samydch osob przed lezeniem, ktdre bylo

nieco wyzsze i wynosito 83,39 pg/ml (Rycina 41, str. 108).
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Srednie stezenie TNF w surowicy krwi dzieci po przebytej malarii pozostawato
natomiast znamiennie statystycznie wyzsze niz Srednie stezenie tej cytokiny w

surowicy dzieci zdrowych, wynoszgce 34,32 pg/ml (p<0,00001).
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Rycina 41. Stezenie TNF w surowicy krwi dzied z malariq i po przebyte malarii oraz
0s06b z grupy kontrolnej. Dane wyrazajas$rednig arytmetyczng oraz btad
standardowy sredniej (SEM). Zaznaczono strzatkami réznice znamienne
statystycznie

Interferony

Srednie stezenie IFNyY w surowicy krwi dzieci po przebytej malarii istotnie
zmniejszyto sie w pordwnaniu do Sredniego stezenia IFNy w surowicy tych samych
0sO0b przed lezeniem (odpowiednio 51,92 pg/ml i 68,31 pg/ml, p<0,001), wcigz
jednak pozostawato znamiennie statystycznie wyzsze niz $rednie surowicze stezenie

IFNY u oséb z grupy kontrolnej (p<0,00001), u ktérych wynosito ono 15,52 pg/ml
(Rycina 42, str. 109).
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Rycina 42. Stezenie IFNy w surowicy krwi dzieci z malariq i po przebytej malarii
oraz 0os6b z grupy kontrolnej. Dane wyrazajg Srednig arytmetycznq oraz
btad standardowy Srednieg (SEM). Zaznaczono strzatkami rdéznice

znamienne s tatystycznie

Interleukina 6

Srednie stezenie IL-6 w surowicy krwi dzied po przebytej malarii wynosito 22,56
pg/ml (Rydna 43, str. 110). Ulegto ono istotnemu obnizeniu w pordwnaniu do
$redniego stezenia IL-6 w surowicy tych samych o0s6b przed leczeniem,
wynoszgaaego 56,70 pg/ml (p<0,001) i nie rdznitlo sie znaczaco od Sredniego
stezenia tej cytokiny w surowicy krwi dzieci zdrowych z grupy kontrolnej (32,55
pg/ml).
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Rycina 43. Stezenie IL-6 w surowicy krwi dzieci z malariq i po przebytej malarii oraz
0s6b z grupy kontrolnej. Dane wyrazajq Srednig arytmetyczngq oraz btad
standardowy S$redniej (SEM). Zaznaczono strzatkami réznice znamienne
statystycznie

Interleukina 10

Srednie stezenie IL-10 w surowicy krwi pacientdw po przebytej malarii istotnie
zmniejszyto sie w pordwnaniu do sredniego stezenia IL-10 w surowicy tych samych
0sO0b przed lezeniem (odpowiednio 35,69 pg/ml i 93,68 pg/ml, p<0,001), wcigz
jednak pozostawato znamiennie statystycznie wyzsze niz $rednie stezenie IL-10 w

surowicy 0so6b z grupy kontrolnej (p<0,00001), u ktdrych wynosito ono 25,52 pg/m|
(Rycina 44, str. 111).
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Rycina 44. Stezenie IL-10 w surowicy krwi dzieci z malarig i po przebytej malarii
oraz 0os6b z grupy kontrolnej. Dane wyrazajg Srednig arytmetycznq oraz
btad standardowy Srednieg (SEM). Zaznaczono strzatkami rdéznice
znamienne s tatystycznie

Interleukina 18

Srednie stezenie IL-18 w surowicy krwi dzieci po przebytej malarii istotnie
zmniejszyto sie w pordwnaniu do sredniego stezenia IL-18 w surowicy tych samych
pacjentow przed lezeniem (odpowiednio 262,09 pg/ml i 447,20 pg/ml, p<0,001),
nadal jednak pozostawato znamiennie statystycznie wyzsze niz $rednie stezenie IL-
18 w surowicy dzieci zdrowych z grupy kontrolnej (p<0,01), u ktdrych wynosito ono
177,27 pg/ml (Rycina 45, str. 112).
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Rycina 45. Stezenie IL-18 w surowicy krwi dzieci z malarig i po przebytej malarii
oraz 0s6b z grupy kontrolnej. Dane wyrazaja sredniq arytmetyczng oraz
btad standardowy Sredniej (SEM). Zaznaczono s trzatkami réznice

znamienne s tatystycznie

5.4.5 Przydatnosc¢ oznaczania surowiczych stezen wybranych
cytokin w rozréznianiu przypadkéw malarii o lagodnym i

ciezkim przebiegu u dzieci angolskich z zimnica

Do analizy przydatnosci diagnostyznej oznazania stezen cytokin w ocenie ciezkosci
przebiegu zimnicy wybrano te wastexzki, ktdorych Srednie poziomy w surowicy
réznily sie istotnie w grupach dzieci angolskich z fagodnie i dezko przebiegajacg
malarig, czyli IL-6, IL-10 oraz IL-18. Za pomoc metody krzywych ROC oceniono
zdolnos$¢ dyskryminacying kazdej z tych parametrdw w odniesieniu do rdznicowania
powyzszych dwdch grup chorych.

Dla kazdejz wybranych interleukin wyznaczano warto$¢ progowg rdznicujgcqg
przypadki fagodnej i ciezkiej zimnicy z optymalng czufoscig i specyfiznoscig. Celem
wytonienia najbardziej przydatnego wskaznika diagnostycznego obliczono pola
powierzchni pod krzywymi ROC dla kazdej z tych czastezek oraz pordwnano je z

wartosciami pél uzyskanymi dla wynikéw parazytemii i innych badan
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laboratoryjnych, stosowanych u chorych z malaria.

Interleukina 6

Udowodniono znaczacg statystyaznie zdolno$¢ dyskryminacyjng surowiczego
stezenia IL-6 w zakresie rdznicowania chorych z zimnicg o fagodnym i ciezkim
przebiegu (p<0,01). Pole powierzchni pod krzywg ROC wykreslong dla tej
interleukiny wynosito 0,73.

Punkt odciecia dla stezenia IL-6 w surowicy, charakteryzujgcy sie
optymalnym odréznieniem przypadkéw malarii o tagodnym i ciezkim przebiegu, u
dzieci angolskich wynosit 29,2 pg/ml (Rycina 46, str. 114). Czuto$¢ testu dla
uzyskanej wartosci progowej okreslono na 73,3%, a specyfizno$¢ na 65,9%

(Tabela 21, str. 113).

Tabela 21. Parametry krzywej ROC dla IL-6 u dzieci angolskich z malarig.

Pole powierzchn | SUlkS KYVCSTY BEIIEREY | Caulosé da punkc SFEOYTEEIONt
pod krzywa ROC o ciezkim i fagodnym przebiegu krytycznego krytycznego
0,73 29,2 pg/ml 73,3% 65,9%
1 T HO00000
poooo0
29,2 I j
pg/m o
08 \ 0EE-O0men
oo oo
poo

© 067 poee)
8 oo
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Rycina 46. Krzywa ROC dla surowiczego stezeniaIlL-6 u dzieci angolskich z zimnicq

Interleukina 10

Wykazano istotng statystyznie zdolno$¢ dyskryminacyjng surowiczego stezenia IL-
10 w zakresie rdznicowania przypadkdw tagodnej i ciezkiej zimnicy (p<0,0001). Pole
powierzchni pod krzywg ROC wykreslong dla tej interleukiny wynosito 0,89 (Rycina
47, str. 114).

Punkt krytyzny poziomu IL-10 w surowicy, ktory pozwalat na optymalne
rozrdznienie przypadkdéw malarii o tagodnym i ciezkim przebiegu, u dzieci angolskich
wynosit 53,93 pg/ml. Czuto$¢ tej metody dla uzyskanej wartosci okreslono na 80%,
a specyficzno$¢ na 84,1% (Tabela 22, str. 114).

Tabela 22. Parametry krzywej ROC dla IL-10 u dzied angolskich z malaria.

Pole powierzchni répzﬂri]ckc;cvtanr/\itécpzrnz»; ;;:jﬁilxv'jggﬁz:y Czutos¢ dla punktu SZ?aC’chr?;& S¢
o] (N7, KOG o ciezkim i tagodnym przebiegu SREEEIEY krytycznego
0,89 53,93 pg/ml 80% 84 ,1%
1 I
I;I:III:EI:EIIEI-EEI
(mmamn]
0,81 (]
orm
(mmn}
o 0678 53,93 pg/mi
\m D
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0,4
0,2
0
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1 - specyficznosé

Rycina 47 Krzywa ROC dla surowiczego stezenia IL-10 u dzieci angolskich z

zimnicg
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Interleukina 18

Stwierdzono istotng statystyaznie zdolno$¢ dyskryminacyjng surowiczego poziomu
IL-18 w zakresie réznicowania chorych z zimnig o tagodnym i ciezkim przebiegu
(p<0,0001). Pole powierzchni pod krzywg ROC wykreslong dla IL-18 wynosifo 0,81
(Rycina 48, str. 115).

Stezenie tej interdeukiny w surowicy optymalnie rdznicaujgce przypadki
tagodnej i ciezkiej malarii wyniosto 403,94 pg/ml. Czuto$¢ tej metody uzyskana dla
wartosci progowej wynosifa 80%, natomiast jej specyfiznos¢ - 63,6% (Tabela 23,
str. 115).

Tabela 23. Parametry krzywej ROC dla IL-18 u dzieci angolskich z malarig.

Pole powierzchni rc’)PerI1ri]ckc>t\/l/(eanr/1itZCpZ:z{/;an;iilwiz?rj;iﬁ?éy Czutos¢ dla punktu SZ?aC’chrf;&sc
o] (N7, KOG o ciezkim i tagodnym przebiegu T RAEENEI krytycznego
0381 403,94 pg/mil 80% 63 ,6%
1 |
o
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Rycina 48. Krzywa ROC dla surowiczego stezenia IL-18 u dzieci angolskich z
zimnicg
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5.4.5.1 Porownanie przydatnosci oznaczania surowiczych stezen cytokin i
innych testow laboratoryjnych w réznicowaniu przypadkow

tagodnej i ciezkiej malarii u dzieci angolskich z zimnica

Celem pordwnania przydatnosci diagnostycznej surowiczych stezen cytokin iinnyc,
wykonywanych u dzieci z malariq badan laboratoryjnych, pormdwnano pola
powierzchni pod krzywymi ROC wykreslonymi dla tych parametréw (Tabela 24, str.
116). Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli. Najwyzsze wartosci pola powierzchni
pod krzywa ROC uzyskano dla IL-10 (0,90), IL-18 (0,81) oraz parazytemii (0,74).

Tabela 24. Pola powierzchni pod krzywymi ROC dla wybranych cytokin oraz innych wskaznikow
diagnostycznych wykorzystywanych w réznicowaniu przypadkow tagodnej i ciezkiej malarii u dzieci
angolskich.

Pole powierzchni pod Zdolnos¢ dyskryminacyjna
Parametrlaboratoryjny

krzywg ROC parametru laboratoryjnego *

Stezenie IL-6 w surowicy 0,68 p<0,01
Stezenie IL-10 w surowicy 0,90 p<0,0001
Stezenie IL-18 w surowicy 0,81 p<0,0001
Parazytemia 0,74 p<0,01
Hemoglobina (g/dl) 0,73 p<0,01
Stezenie kreatyniny w surowicy 0,52 NS

Stezenie bilirubiny w surowicy 0,69 p<0,05
Stezenie glukozy w surowicy 0,71 p<0,01
Stezenie kwasu mlekowego we krwi 052 e

wilosniczkowej

* NS - brak zdolnosci dyskryminacyjnej w ocenianym zakresie

5.5 Stezenia przeciwciat przeciwko biatkom szoku

termicznego w surowicy dzieci angolskich z zimnica

5.5.1 Stezenia przeciwciat przeciwko biatkom szoku termicznego w
surowicy dzieci angolskich z zimnica o tagodnym i ciezkim

przebiegu oraz w grupie kontrolnej
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Przeciwciata przeciwko Hsp60

Stezenie przeciwciat przeciwko Hsp60 w surowicy krwi dzieci z ciezkg zimniq
wynosito srednio 79,59 ng/ml i bylo znamiennie statystycznie wyzsze niz poziom
tych przeciwciat u oséb z grupy kontrolnej, w ktérej wynosito ono 30,82 ng/ml
(p<0,01).

Stezenie przeciwciat przeciwko Hsp60 w surowicy chorych z tagodnym przebiegiem
inwazji wynosito natomiast 37,6 ng/ml i nie Mdznilo sie istotnie od poziomu badanych
przeciwciatu dzieci z grupy kontrolnej.

Nie wykazano rwniez znamiennych statystycznie réznic w surowiczym stezeniu
przeciwciat przeciwko Hsp60 u pacjentéw z malarig o ciezkim i tagodnym przebiegu
(Rycina 49, str. 117).

120

p < 0,001
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Rycina 49. Stezenie przeciwciat przeciwko Hsp60 w surowicy krwi dzieci z ciezkim i
tagodnym przebiegiem malarii oraz osdéb z grupy kontrolnej. Dane
wyrazajg Srednig arytmetyczng oraz btad standardowy Sredniej (SEM).
Zaznaczono strzatkami réznice znamienne statystycznie
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5.5.2 Zaleznosci pomiedzy stezeniem przeciwciat przeciwko
biatkom szoku termicznego w surowicy dzieci angolskich z

zimnica, a parazytemia

Nie stwierdzono istotnej statystycznie korelacji pomiedzy parazytemig, a

surowiczym stezeniem przeciwciat przeciwko Hsp60 u dzieciz zimniq.

5.5.3 Zaleznosci pomiedzy stezeniem przeciwciat przeciwko
biatkom szoku termicznego w surowicy dzieci angolskich z
zimnica, a wczesniejsza ekspozycja na inwazje Plasmodium i

wiekiem chorych

Nie obserwowano znamiennych statystyznie rdéznic w stezeniu przeciwciat
przeciwko Hsp60 pomiedzy chorymi z pierwszg w zyciu malarig, a dziedmi, ktdrych
opiekunowie podawali w wywiadzie uprzednio przebyte epizody zimnicy.

Nie obserwowano takze znamiennych korelacji pomiedzy wiekiem pacientéw

angolskich z zimnic, a surowiczym poziomem tych przeciwciat.

5.5.4 Stezenia przeciwciat przeciwko biatkom szoku termicznego w
surowicy krwi dzieci angolskich z zimnica przed leczeniem

oraz po przebytej chorobie
Przeciwciala przeciwko Hsp60

Srednie stezenie przeciwciat przeciwko Hsp60 w surowicy krwi dzieci po przebytej
zimnicy wynosito 64,43 ng/ml i nie rdznilo sie istotnie od poziomu badanych
przeciwciat u tych samych chorych przed lezeniem, u ktérych otrzymano wartosé
50,89 ng/ml (Rycina 50, str. 119). Obie te wartosci byly natomiast znamiennie
statystycznie wyzsze niz Srednie stezenie przeciwciat przeciwko Hsp60 u o0sdb z

grupy kontrolnej, wktdrej wynosito ono 30,82 ng/ml (p<0,00001).
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Rycina 50. Stezenie przeciwciat przeciwko Hsp60 w surowicy krwi dzieci z

malariq i po przebytej malarii oraz aséb z grupy kontranej. Dane
wyrazajg Srednig arytmetyczng oraz btad standardowy Srednigj (SEM).
Zaznaczono strzatkami réznice znamienne statystycznie
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6 Dyskusja

Brak skuteaznej szczepionki, narastajga lekoopomos¢ zarodzadw malarii oraz
niezadawalajgce wyniki terapii ciezkich postaci inwazji Plasmodium spp. sprawiajq,
iz zimnica stanowi wcigz jeden z najwazniejszych probleméw zdrowia publiznego w
krajach strefy tropikalnej. W Polsce w ciggu ostatnich lat obserwuje sie z kolei
niepokojg wysokag zapadalnos¢ i Smiertelno$¢ w przebiegu przywlekanej malarii.
Do przyczyn tego zjawiska nalezy zalizy¢ niedostatezne stosowanie profilaktyki
przeciwmalarycznej wérdd ciagle rosnacej liczby oséb podrdzujgcych, niski poziom
diagnostyki parazytologiznej w wielu osrodkach medycznych, a przede wszystkim
jej opdznienie wzgledem momentu wystgpienia objawdw. Niemate znaczenia majg
rowniez bledy terapeutyazne, a wsrdd nich - zbyt pdzne wdrozenie intensywnych
form leczenia u chorych tego wymagajqcych (Nahorski i wsp. 2007).

Dlatego wcigz poszukuje sie nowych, efektywnych  wskaznikow
diagnostyaznych, pozwalajgcych na rozpoznanie przypadkow zimnicy zagrozonych
ciezkim przebiegiem. W praktyce klinicznej, najczesciej stosowanym parametrem o
znaczeniu rokowniczym u chorych z inwazjg Plasmodium jest parazytemia
(Chiwakata i wsp. 2001). Czufo$¢ mikroskopowego badania krwi w kierunku malarii
zalezy jednak od doswiadczenia personelu laboratoryjnego. U oséb wykonujgcych
badanie poza strefg endemiczng jest ona wyraznie nizsza niz wérod pracownikow
laboratoridw w rejonach o wysokiej zapadalnosci na zimnice (Myjk i wsp. 2004).
Odpowiednie doswiadczenie w rozpoznawaniu gatunku zarodZzca oraz ustaleniu
odsetka zarmzonyd erytrocytdw w warunkach naszego kraju posiada zaledwie kilka
osrodkow referencyjnych. Altematywne parametry biochemizne lub
immunologiczne, zwigzane z ciezkg malarig, przyczyni¢ sie mogg do poprawy w
zakresie identyfikacji chorych o wysokim ryzyku powikfanego przebiegu zimnicy
wsrod przypadkow przywlekanej inwazji Plasmodium spp. (Chiwakata i wsp. 2001).
Takze w rejonach endemiaznych, czyli najczesciej w krajach rozwijajacych sie,
usprawnienie roéznicowania pacjentow z tagodng i ciezkg klinicznie malarig, na

poziomie nieskomplikowanej diagnostyki ambulatoryjnej, mogioby polepszy¢é
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rokowanie u tych chorych poprzez optymalizacje decyzji o wdrozeniu leczenia w
warunkach szpitalnych.

Ponadto w sytuacji wcigz niezadawalajgcych wynikdw terapeutycznych i
Smiertelnosci z powodu zimnicy mézgowej siegajgcej 20%, poszukuje sie nowych
form interwencji lecznizej. Wykazanie zalezno$ci miedzy charakterem odpowiedzi
immunologiznej w tej chorobie, a stopniem zaburzen narzadowych i
metabolicznych wydaje sie obiecujgce ze wzgledu na mozliwos$¢ zastosowania terapii
immunomodulacyjnej, tym bardziej iz jej pierwsze proby przyniosty obieaujgce
wyniki (Looareesuwan i wsp. 1999).

Powyzsze przestanki staty sie podstawg do przeprowadzenia badan nad
udziatem wybranych cytokin oraz przeciwciat przeciwko biatkom szoku termicznego
w przebiegu malarii u pacjentdw w réznych grupach wiekowych: u dorostych z
przywlezong malarig orz u dzieci zamieszkatych w endemiznym rejonie
wystepowania tej choroby. Wspdlng cechg obu tych populacji jest fakt podobnego
narazenia na zachorowanie i peimoobjawowy przebieg zimnicy, wobec braku
wyksztatenia swoistej, czeSciowej odpornosci przeciwmalarycznej u wiekszosci
badanych pacjentow.

Dobdr analizowanych «zgstezek wynikat z danych z piSmiennictwa oraz
rezultatow prac prowadzonych w Zakfadzie Parazytologii Tropikalnej MIMMIT
(Wrozynska i wsp. 2005). Szeroki wybor cytokin wtgczonych do badan
podyktowany byt takze opisanymi we wstepie do niniejszej rozprawy zjawiskami
dotyczacymi ich aktywnosci, takimi jak: plejotropowe dziatanie, antagonizmy
pomiedzy poszazegdlnymi zasteczkami, synergizm oraz redundancja. W ten sposéb
postanowiono uwzgledni¢ doniesienia dotyczace patogenezy zespotu dysfunkcji
wielonarzadowej, w ktdrych sugeruje sie odmienno$¢ wtasdwosci sieci cytokin w
porownaniu do tych samych «asteczek dziatlajgcych w ukifadach wyizolowanych
(Modzelewski 1996). Z uwagi na wysunietg w niektérych pracach hipoteze dotyczac
udziatu tzw. ,burzy cytokinowej” w patogenezie malarii, jak réwniez postulowang
role Mdwnowagi pomiedzy ekspresjg poszczegdlnych interleukin, wybrano do badan
czastezkio charakterze zardwno pro-, jak i przeciwzapalnym (Clark 2007a).

W celu oznaczenia surowiczych stezen TNF, IFNy, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13,
IL-18 oraz przedwciat przeciwko Hsp60 i Hsp70 wykorzystano technike ELISA.
Metoda ta w ciggu ostatnich kilkkunastu lat znalazta szerokie zastosowanie w
badaniach nad rmznorodnymi wyktadnikami odpowiedzi immunologicznej i zapalnej,
w tym takze ocenie aktywnosci cytokin na poziomie ogdlnoustrojowym (Lyke i wsp.
2004). Warto jednak przypomnie¢, iz w pewnych sytuacjach immunoenzymatyazna,

ilosciowa detekcja biatka nie jest rdwnoznaczna z okresleniem jego aktywnosci



DYSKUSJA 122

biologiznej, z uwagi na wystepowanie w surowicy naturalnych antagonistéw lub
receptordw btonowych ,zluszczonych” poza komdrki. W przypadku cytokin, na
wyniki badan tego typu wptywaé moze rdwniez relatywnie krdtki okres pdéttrwania
wiekszosci z nich w surowicy, a co za tym idzie czas pobrania proby wzgledem
momentu zadziatania bodza do ich produkcji i uwalniania. Nalezy réwniez
pamietad, iz surowicze stezenia cytokin nie muszg odpowiadac ich ekspresji na
poziomie komorkowym (Day i wsp. 1999). Niezaleznie od rozwazenia powyzszych
ograniczen, przy wyborze metodyki badan kierowano sie rowniez jej przydatnoscig
w warunkacd niedostatkdw ekonomicznych i infrastrukturalnych opieki zdrowotnej
krajow rozwijajgcych sie (Jason i wsp. 2001).

W pracach dotyczacych inwazji P. vivax, najwyzsze wartosci stezenia TNF
ormaz IL-6 w surowicy obserwowano podczas napadu gorgczki malaryaznej
(Kraunaweera i wsp. 1992). U chorych wlagzonych do badan wlasnych za
priorytetowe uznano pobranie krwi przed wigczeniem swoistego leczenia, niezaleznie
od stwierdzanej wowczas temperatury ciata i objawdw towarzyszacyc. Taki sposdb
pozyskiwania materiatu podyktowany byt doniesieniami, w ktdrych opisywano
wzglednie szybkie obnizenie stezen cytokin w surowicy chorych po zastosowaniu
terapii przedwzimniczej (Hugosson i wsp. 2006). Celem uwzglednienia opisywanego
w literaturze dobowego rytmu wydzielania cytokin, krew od o0sdb z grup kontrolnych
pobierano zawsze o tej samej porze dnia, czyli w godzinach porannych. U pacientéw
Z zimni@, z przyazyn wymienionych powyzej, materiat pozyskiwano mozliwie jak
najszybciej po ustaleniu rozpoznania.

Mimo dos$¢ obszemego pisSmiennictwa dotyczgcego poruszanego zagadnienia,
znaczenie cytokin oraz przeciwciat przeciwko biatkom szoku termicznego w malarii
wcigz pozostaje nie w pemni zbadane, a wyniki publikowanych prac sg rozbiezne.
Dotychczasowe prace najczesciej obejmujag wytaaznie pacjentow z rejondéw
endemiznego wystepowania zimnicy, a stratyfikacja ciezko$ci przebiegu ich
choroby niejednokrotnie ogranizona jest do oceny klinicznej oraz wybidrczych
parametrow laboratoryjnych i odbiega od zaleanej przez WHO (WHO 2000). Warto
podkresli¢, iz badania wasne w Angoli, dzieki odpowiedniemu wyposazeniu
diagnostyaznemu przeprowadzone zostaty w catosci w obrebie Centrum Medyaznego
im. Sw. tukasza w Kifangondo i obejmowaty petna ocene przedmiotowg i
podmiotowg oraz szeroki zakres analiz laboratoryjnych. Pozwolito to na rozpoznanie
wiekszosci z postaci klinicznych ciezkich inwazji P. faldparum.

Z kolei wartos¢ opublikowanych jak dotad prac dotyczacych udziatu cytokin w
przywlezonej zimnicy nierzadko obniza niewielka lizba chorych objetych analizg

(Ramharter i wsp. 2003), a w szczegdlnosci nieobemos¢ wsrdd nich pacjentdow z
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ciezkim przebiegiem choroby (Torre i wsp. 2001). Tego ograniczenia udato sie
unikng¢ w niniejszym badaniu, dzieki wiqzeniu pacjentow hospitalizowanych w
ciaggu kilku lat w dwdch polskich osrodkach, w ktdérych leczona jest wiekszos¢
chorych z zimnicg importowang do Polski. Znaczenie przeciwciat przeciwko biatkom
szoku termiaznego u oséb z przywlezong malarig nie bylo jak dotad tematem
zadnej publikaciji.

W przedstawionej pracy, w przeciwienstwie do badan innych autordw,
podjto prébe oceny relacji pomiedzy wybranymi parametrami odpowiedzi
immunologiczznej, a przebiegiem kliniznym zimnicy zardwno u pacjintéw dorostych
z przywleczong chorobg, jak i chorych w wieku mzwojowym zamieszkujgcych
holoendemiczny rejon wystepowania malarii. Wyczerpujgcy, surowiczy profil
cytokinowy oraz wystepowanie przeciwciat przeciwko biatkom szoku temicznego
badano u pacientdw z malarig niezaleznie od jej etiologii, a kwalifikacie do grup
chorych o fagodnym i ciezkim przebiegu inwazji przeprowadzono w oparciu o
kryteria WHO (WHO 2000). U wszystkich pacjentdw hospitalizowanych w Polsce,
przeprowadzone dodatkowo badania laboratoryjne pozwolity na wykluczonie innych
aktywnych inwazji pasozytniczych, natomiast u chorych angolskich przeprowadzono
jedynie diagnostyke klinizng w tym zakresie.

W tak zdefiniowanych grupach stwierdzono istotne zaleznos$ci pomiedzy
surowiczym stezeniem wiekszosci sposrdd badanych parametréw, a przebiegiem
choroby, zarowno wsrdd dorostych z przywlezong zimnia, jak i chorych dzieci
angolskich. Przeprowadzono takze analize przydatnosci diagnostyznej wybranych
zmiennych za pomoc oceny krzywych ROC. Dzieki uzyciu tej metody przedstawiono
potencjalne mozliwosci wykorzystania stezen cytokin w réznicowaniu przypadkéw

zimnicy o tagodnym i ciezkim przebiegu.

6.1 Analiza surowiczych stezen cytokin oraz przeciwciat
przeciwko biatkom szoku termicznego w zaleznosci od

etiologii zimnicy i parazyte mii

Jak wspomniano powyzej, wiekszos¢ publikacji dotyczacych znaczenia cytokin oraz
przeciwciat przeciwko biatkom szoku temmiznego w zimnicy pos$wiemna jest
inwazjom o etiologii P. falciparum, ktory jest najczestszym gatunkiem wywotujgcym
malarie w Afryce Subsaharyjskiej (Cianciara i Juszczyk 2007). Te uwarunkowania
epidemiologiczne odzwierciedla charakterystyka zarazedn w grupie pacjgentow

angolskich wlgzonych do badan, obejmujacej wytgcznie dzied zarazone zarodzeem
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sierpowatym. Chorych z przywleczong do Polski malarig rekrutowano niezaleznie od
rozpoznanego gatunku Plasmodium. W tegorocznej pracy pochodzacej z rejonu
niestabilnej transmisji malarii w Brazylii, zauwazono, ze inwazje P. falciparum i P.
vivax charakteryzujg sie podobnym profilem cytokinowym w zakresie surowiczych
stezen TNF, IFNy, IL-10, oraz IL-12 (Femandes i wsp. 2008). Potwierdzajg to
uzyskane wyniki wlasne, w ktérych nie obserwowano znamiennych statystyznie
réznic w poziomach stezen badanych cytokin w surowicy dorostych pacjentow z
przywlezong inwazjg poszzegdlnymi gatunkami zarodza. Nie stwierdzono réowniez
istotnych rdznic w stezeniach przeciwciat przeciwko Hsp60 i Hsp70 pomiedzy
grupami chorych wyréznionymi na podstawie etiologii malarii.

W badanej grupie dorostych chorych z Polski 26% pacjentdw spemiato
kryteria ciezkiej malarii (WHO 2000). Podobng «estos¢ obserwowano we
wczesniejszych publikacjach dotyczacych importowanej zimnicy (Jennings i wsp.
2006, Trampuz i wsp. 2003). Wsrdd badanych przeze mnie pacjientow z ciezkim
przebiegiem choroby dominowaly zarazenia P. falciparum, ponadto w tej grupie
chorych rozpoznano takze malarie o etiologii mieszanej oraz izolowang inwazje P.
vivax. Przebieg choroby u tego ostatniego pacjenta charakteryzowat sie wstrzagsem,
obrzekiem piuc oraz zespotem rozsianego wykrzepiania wewngtrznaczyniowego.
Powikfania takie, tradycyjnie wigqzane sa z malarig o etiologii P. falciparum i
wystepujg@ w przebiegu tej choroby sekwestracjg zarazonych erytrocytow w
naczyniach wosowatych i drobnych naczyniach krazenia zylnego oraz ich
cytoadherencjg do komérek srodbionka (Stelmach i wsp. 2001). W ciggu ostatnich
lat, w literaturze opisano jednak @ najmniej kilkadziesiat przypadkéw inwazji P.
vivax o ciezkim, typowym dla P. falciparum przebiegu (Kochar i wsp. 2005, Price i
wsp. 2007b). Badania takie mogty zosta¢ przeprowadzone dzieki rozwojowi
molekularnych technik diagnostycznych, za pomoa ktdérych wykluczono u
analizowanych chorych wspétwystepujaa@ inwazje P. falciparum, ktdra w praktyce
klinicznej podejrzewa sie przy tego typu objawach. Uwaza sie jednak, iz w
zarazeniach P. vivax nie obserwuje sie zjawiska sekwestracji zarazonych krwinek,
przypadki takie mogq wiec potwierdza¢ role niekontrolowanej reakcji zapalnej i jej
mediatordw, w szczegdlnosci zapalnych cytokin, w rozwoju zespotu dysfunkcji
wielonarzadowej w zimnicy, niezaleznie od wystepowania sekwestracji i
cytoadherencji (Clark i wsp. 2006). Wspomniany przypadek pacjenta z inwazjg P.
vivax w badanej grupie zdaje sie potwierdza¢ tak sformutowang hipoteze.

Warto zauwazy¢, iz w grupie chorych z przywleczong zimnicg obserwowano
korelacje pomiedzy parazytemia, a surowiczym stezeniem IFNy, IL-6, IL-10 oraz IL-

18, przy czym najsilniej wyrazony okazat sie zwigzek intensywnosci inwazji z
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poziomem IL-6 u tych pacjentéw. Korelacje pomiedzy surowiczym stezeniem IL-6, a
parazytemig, niezalezenie od gatunku zarodzca stanowigcecego cynnik etiologiczny
malarii opisano w jedynej jak dotad pracy obejmujgcej chorych z importowang
zimniq o rdznej etiologii tj. zarmzonych P. vivax lub P. faldparum (Kern i wsp.
1989). Nalezy jednak pamieta¢, iz odsetek zarazonych erytrocytdw oblizony na
podstawie badania rozmazu krwi obwodowej nie musi odzwierciedla¢ catkowitej
liczcby pasozytdw w organizmie zywiciela, ze wzgledu na zjawisko sekwestracji
wystepujgce w inwazjach P. falciparum. Ponadto, u pacjentow z przywleczong do
Polski zimnicg nalezy uwzgledni¢ ewentualny wpltyw stosowanej przed
zachorowaniem chemioprofilaktyki  przeciwzimniczej na wynik badania
mikroskopowego. U dzied angolskich nie wykazano z kolei istotnych zaleznosci

pomiedzy surowiczymi stezeniamibadanych cytokin, a parazytemia.

6.2 Analiza surowiczych stezen cytokin u pacjentéw
dorostych z przywleczona zimnicq oraz u dzieci angolskich

z malarig

6.2.1 Czynnik martwicy nowotworéow

TNF jest przez wielu badaczy uwazany za kluzowy czynnik aktywujgcy kaskade
cytokin w reakcjach zapalnych. Czasteczka ta bierze takze udziat w prezentacji
antygenu przez limfocyty oraz aktywuje makrofagi, przez co wzmaga fagocytoze i
wewngtrzkomdrkowe =zabijanie drobnoustrojdw (Oppenheim i wsp. 2001).
Jednoczesnie, w wyniku fgaznego dziafania TNF i zaleznych od niego mediatoréw
wtornych, moze rozwing¢ sie niekorzystha odpowiedz biologizna z zespotem
zaburzen m. in. sercowo-naczyniowych, hematologiznych i metaboliznych
(Tchérzewski 1998). Obemie czynnikowi martwicy nowotwordw oraz licznym innym
cytokinom zapalnym przypisuje sie podwojng role w patogenezie niektdrych chorob
zakaznych. Uwaza sie je zaréwno za mediatory niezbedne w neutralizacji i eliminacji
drobnoustroju, jak i przyzyniajace sie do uszkodzen narzadowych w przypadku ich
nadmiernej sekrecji. Hipoteze taka po raz pierwszy przedstawiono juz ponad 20 lat
temu, wlasnie na podstawie badan dotyczacych malarii, a w szczegdlnosci przebiegu
inwazji u myszy zarazonych Plasmodium vinckei (Clark i wsp. 1981). Kolejne
obserwacje wykazaty, iz TNF bierze podobny udziat w réznych reakcjach zapalnych,
co dotyzy nie tylko zimnicy, ale rdéwniez posocznicy bakteryjnej, czy

ogolnoustrojowych infekcji wirusowych (Clark 2007b).
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W niniejszych badaniach stwierdzono istotnie wyzsze stezenia TNF w
surowicy chorych z inwazjg Plasmodium spp. w pordwnaniu do grupy kontrolnej,
zarowno wsrod pacjentdow dorostych z przywlezong do Polski zimnicg, jak i u dzieci
angolskich. Obserwacja ta zgodna jest z wynikami prac innych autordw, w
odniesieniu do oséb dorostych z przywleczong malaria (Kem i wsp. 1989) i
pacjentow w wieku rozwojowym (Perkins i wsp. 2000). Nie wykazano natomiast
znazgcych réznic pomiedzy surowiczym stezeniem tej cytokiny pomiedzy grupami
chorych z fagodnym i ciezkim przebiegiem malarii w obu badanych populacjach.
Relacje takie obserwowano uprzednio w pracach dotyzacych dzieci afrykanskich z
zimnicg moézgowa (Grau i wsp. 1989) oraz gteboka niedokrwistosciag w przebiegu
malarii (Luty i wsp. 2000). Wysokie stezenia TNF stwierdzono takze u dorostych z
Wietnamu z rozpoznang ciezka inwazjg P. falciparum, przy czym najwyzsze wartosci
dotyczyty tych chorych, u ktdrych malaria zakonczyta sie zgonem (Day i wsp. 1999).
Rozbieznosci pomiedzy wynikami wymienionych powyzej publikacji, a rezultatami
badan wlasnych ttumaczy¢ moze kilka czynnikdw. Jednym z nich sg zapewne rdzne
kryteria wlgzenia chorych przez poszczegdinych autordw. Parametry klinizne i
laboratoryjne identyfikujgce ciezkgq malarie ogloszone przez WHO w roku 1990
(WHO 1990) zostaly istotnie poszerzone dziesie¢ lat pdzniej (WHO 2000), a
znaczenie tego faktu zdajg sie potwierdza¢ wyniki pracy pochodzacej z rejonu
endemiznego wystepowania zimnicy w Mali z roku 2004, ktérej autorzy takze nie
stwierdzili 0znic w zakresie stezenia TNF pomiedzy chorymi z fagodnym i ciezkim
przebiegiem inwazji (Lyke i wsp. 2004). Takze w badaniach z roku 2006 nie
obserwowano takich zaleznosci dotyczgcych TNF (Casals-Pascual i wsp. 2006).
Warto zauwazy¢, iz w grupie chorych witgczonych do tego ostatniego badania nie
stwierdzono zgondw, podobnie jak wsrdd pacjentdw angolskich. Wiekszos$¢ badan
analizujgcych role TNF w tej chorobie u dzieci afrykanskich dotyczy przede
wszystkim pacjentdw z gleboka niedokrwisto$cig wywotang inwazjg P. falciparum
(Luty i wsp. 2000). Ten aspekt malarii mozna kojarzy¢ ze wykazanym in vitro
supresyjnym wptywem TNF na proces erytropoezy (Oppenheim i wsp. 2001). U
pacjentow angolskich gteboka niedokrwisto$¢ rozpoznano wzglednie «esto, bo u
ponad 30% chorych z zimni@ o ciezkim przebiegu, jednak niskie stezenie
hemoglobiny nie byto wytgcznym kryterium wtgczenia do tejgrupy. Wydaje sie wiec,
iz ekspresja TNF w malarii moze rdzni¢ sie w poszzegdlnych postaciach kliniznych
malarii.

Ponadto, wsrod badanych chorych z przywleczong zimnicg jedynie dwa
przypadki zakonczyly sie Smiertelnie, natomiast w grupie angolskiej nie stwierdzono

ani jednego zgonu. W kilku zas wczesniejszych publikacjach obserwowano zwigzek
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szczegblnie wysokiego surowiczego stezenia TNF z zimnicg o $miertelnym przebiegu
(Day i wsp. 1999, Kwiatkowski i wsp. 1990). Mozna wiec przypuszczac, iz wysokie
stezenia TNF w surowicy dotycza przede wszystkim tych przypadkow malarii, w
ktdrych dochodzi do zgonu z powodu inwazji.

Nalezy rowniez zauwazy¢, iz w badaniach wiasnych w grupie oséb z ciezkim
przebiegiem zimnicy wykazano znaczgqm wyzsze surowicze stezenia IL-10, zardbwno
wérod dhorych z Polski jak i Angoli. Brak istotnych rdznic pomiedzy $rednim
stezeniem TNF u pacjentdw z tagodnym i ciezkim przebiegiem choroby moze by¢
wyjasniony dziataniem tej wtasnie przeciwzapalnej interleukiny, ze wzgledu na jej
hamujgcy wptyw na uwalnianie TNF z makrofagéw (Gofgb i wsp. 2002). Mozna
wysung¢ hipoteze, iz pozatkowy wzrost ekspresji i wydzielania TNF w przebiegu
zarazenia Plasmodium u badanych pacjentdw z ciezkg malarig pociggnat za sobg
wzmozong produkcje innych cytokin prozapalnych (w tym IL-6), co w efekcie
sprzezenia zwrotnego wywotato odpowiedz przeciwzapalng zdolng do obnizenia
stezenia TNF w surowicy tych chorych. Podobnie jak w wynikach uzyskanych przez
innych autordw, na to zjawisko moze wywiera¢ wptyw m. in. dtugos¢ okresu, po
jakim u badanych chorych rozpoznano inwazje zarodzca zimnicy i pobrano materiat
do badan (Lyke i wsp. 2004). W obu grupach chorych z ciezkg malarig, tj. polskiej i
angolskiej, okres ten mozna oceni¢ jako dos¢ dtugi (Srednio 6,5 i 5,3 dnia od
momentu pojawienia sie dolegliwosci).

Przeprowadzono rdowniez oznaczenia stezenia TNF w surowicach oséb po
przebytej malarii. U pacjentdw dorostych z Polski $rednie stezenie tej cytokiny
ulegto znaczgeemu obnizeniu w poréwnaniu do wartosci uzyskanych u tych samych
chorych przed leczeniem. U pacjentow angolskich nie zaobserwowano podobnego
zjawiska, to znaczy nie wykazano istotnych rdéznic pomiedzy stezeniem TNF u
chorych z malarig przed lezeniem i po ustagpieniu objawdw choroby. Wigza¢ sie to
moze z zasem, po jakim pacjenci zgtaszali sie celem wykonania badan kontrolnych.
U chorych z przywleczong malarig byt to okres od 4 do 8 tygodni po wypisie z
Kliniki, podzas gdy u dzieci angolskich krew do badan kontrolnych pobierano po
jednym do dwdch tygodni po leczeniu. W przypadku pacjentow z Angoli decyzja taka
zostafa podjeta na podstawie doswiadzen wyniesionych z wczesniejszych prac
prowadzonych w Osrodku w Kifangondo (Kryger i wsp. 2004). Stwierdzono
wowczas, iz okres do dwdch tygodni charakteryzuje sie optymalnym odsetkiem
pacjentow zgtaszajgcych sie celem wykonania badan kontrolnych, natomiast proby
jego wydtuzenia powodujg znaczny spadek zgtaszalnosci chorych.

Jak dotad opublikowano nieliczne prace pordwnujgce stezenie TNF w

surowicy chorych z malarig w okresie objawowym i po leczeniu. W jednej z nich
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wykazano istotne obnizenie stezenia TNF w osoxzu u dzieci afrykanskich po
przebytej zimnicy w poréwnaniu do wartosci otrzymanych przed leczeniem. Badania
kontrolne wykonano jednak u tych oséb po 6 miesigach od momentu pobrania
materiatu podczas choroby i po wykluczeniu kolejnego zarazenia Plasmodium spp.
lub nawrotu malarii przynajmniej przez 1,5 miesiqa przed pobraniem proby
kontrolnej (Luty i wsp. 2000). Jest to okres o wiele diuzszy niz przyjety w pracy
wlasnej, co moze wyjasni¢ rdznice w uzyskanych wynikach. Z kolei w badaniach
dotyczacych chorych z importowang inwazjg P. falciparum i P. vivax, u ktdrych
oznaczano stezenie TNF w surowicy po 7 dniach od wigczenia leczenia stwierdzono
jego spadek wzgledem wartos$ci uzyskanydh zaraz po rozpoznaniu malarii, jednak
zjawisko to dotyzyto nie wszystkich chorych wtaczonych do badania i autorzy nie
wykazali istotnosci statystycznej w odniesieniu do poazynionej obserwacji (Kern i
wsp. 1989)

Ciekawg obserwacjq poczyniong w niniejszej pracy, w obu badanych
populacjch, jest stwierdzone podwyzszone stezenie TNF w surowicach pacientow
po przebytej zimnicy w pordwnaniu do odpowiednich grup kontrolnych, ztozonych z
0s0b zdrowych. Zjawisko to moze sugermwadé utrzymywanie sie bezobjawowego
stanu zapalnego u pacientdw pomimo efektywnego klinicznie lezenia i ustgpienia
parazytemii w badaniach mikroskopowych, co wymaga dokfadniejszego wyjasnienia.

W interpretacji przedstawionych wynikéw, tak jak w przypadku kazdej pracy
analizujgcej surowicze stezenie TNF jako wyraz systemowej ekspresji tej cytokiny,
nalezy ponadto wzig¢ pod uwage fakt, iz znazenie biologiczne moze mie¢ nie tylko
bezwzgledne stezenie TNF w surowicy, ale takze jego wptyw na synteze i uwalnianie
innych cytokin i mediatordw zapalnych oraz oddziatywanie rozpuszczalnych

receptorow dla tej zgste zki.

6.2.2 Intereferony

Interferon y jest cytoking odpowiedzialng m. in. za aktywacje makrofagéw w
zarazeniach pasozytnizych. W inwazjach pierwotniakdw odgrywa podstawowg role
zarowno w mecdianizmach odpomosci wrodzonej, jak i swoistej odpornosci typu
komérkowego (Abbas i wsp. 2005). W badaniach z uzyciem myszy wykazano
korzystne, prozapalne dziatanie tej cytokiny we wczesnej fazie inwazji P. chabaudi.
Z drugiej strony stwierdzono takze iz nadmierna produkcja IFNy moze przyczynic sie
do rozwoju ciezkich postaci malarii, w tym zimnicy mézgowej u tych zwierzat.
Podobne znaczenie przypisuje sie IFNy w patogenezie zimnicy u ludzi (Artavanis-

Tsakonas i wsp. 2003).
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W pracy wtasnej obserwowano znaczgco wyzsze stezenie IFNy w surowicach
chorych z malarig niezaleznie od stopnia ciezkos$ci przebiegu inwazji u corych
polskich i angolskich. Obserwacje te zgodne sg z wynikami uzyskanymi w kilku
dotychzasowych pracadh dotyzacych dorych z  rejondw endemiaznych
(Kwiatkowski i wsp. 1990) oraz pacjentdw z importowang zimnic (Kem i wsp.
1989).

Na podstawie rezultatdw wczesniejszych badan na modelach zwierzecych,
niektdrzy autorzy sugerowali zwigzek nasilonej produkcji i uwalniania IFNy z
ciezkoscig przebiegu choroby takze u ludzi (Malaguarnera i wsp. 2002). Podobne
wnioski wysunieto na podstawie stwierdzonych wyzszych osoczowych stezen IFNy u
pacientow afrykanskich z jawng klinicznie malaria w pordwnaniu do o0sdb z
parazytemiaq przebiegajaq bezobjawowo (Riley i wsp. 1991). W kilku
przeprowadzonych jak dotad badaniach nie zauwazono jednak bezposredniego
zwigzku nasilonej ogdinoustrojowej ekspresji IFNy z zimnic o ciezkim przebiegu,
jak i ryzykiem powikfan czy zgonu. Prace pordwnujgce chorych z tagodng i ciezkg
malarig nie wykazaty znazacych mdznic w zakresie surowiczych stezen tej czaste zki
(Jennings i wsp. 2006, Kwiatkowski i wsp. 1990, Luty i wsp. 2000). Takze w
badaniach wtasnych nie wykazano istotnych réznic pomiedzy $rednim stezeniem
IFNy w surowicach chorych z tagodnie i dezko przebiegajac inwazja Plasmodium w
obu badanych populacijach.

Wiadomo, iz wydzielanie interferonu vy przez komérki ukfadu
immunologiznego, w tym limfocyty T i makrofagi, w odpowiedzi na zarazanie
zarodzcem malarii podlega regulacji przez IL-12 oraz IL-18. Niektdrzy autorzy
uwazajg wrecz, iz synergizm miedzy tymi dwiema zgsteczkami jest warunkiem
niezbednym do produkcji IFNy (Dinarello, 1999). W surowicach chorych z ciezkg
inwazjg Plasmodium spp. w obu analizowanych populacjach stwierdzono wysokie
surowicze stezenia IL-18, jednakze nie obserwowano podobnego nasilenia ekspresji
w zakresie IL-12. Co wiecej, u pacjentdw z przywlezong zimnicg obserwowano
istotnie nizsze poziomy tej ostatniej cytokiny. Podobnie jak w przypadku TNF,
sytuacja taka wigqza¢ sie moze z opisanym wczesniej supresyjnym oddziatywaniem
IL-10. Wykazano bowiem, iz IL-10 hamuje produkcje IL-12 przez aktywowane
makrofagi i moze w ten sposdb obniza¢ wydzielanie IFNy zalezne od IL-12 (Abbas i
wsp. 2005). Niniejsza praca nie rozstrzyga, czy powyzsze zjawiska majg korzystny
wptyw na przebieg klinizny zimnicy. Relacie te nie byly takze wczesniej
analizowane w pracad dotyczacych roli cytokin w malarii, ze wzgledu na wybidrczy
zazwyczaj wybodr tych czastezek wlgzanych do badan.

W dotychczasowych publikacjach bardzo rzadko poddawano ocenie stezenia
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IFNy u pacjentdw po przebytej zimnicy. Analize obejmujac to zagadnienie
przedstawiono w odniesieniu do dzieci afrykanskich, uzyskujgc istotne obnizenie
surowiczego stezenia IFNy w probkach pobranych 6 miesiecy po lezeniu malarii w
porownaniu do wartosci uzyskanych w trakcie wystepowania objawdéw inwazji (Luty i
wsp. 2005). Podobny spadek poziomu tej cytokiny w surowicach pacjientdw po
przebytej malarii zaobserwowano w badaniach wasnych, zaréwno u dzieci
angolskich, jak i dorostych z przywlezong zimnica. Ze wzgledu na duzo krotszy
okres, po ktdrym pozyskiwano materiat do badan kontrolnych w obu grupach
wtgczonych do niniejszej pracy, rezultaty takie wskazujg na wyrazng dynamike

zmian stezen IFNy w przebiegu inwazji Plasmodium spp.

6.2.3 Interleukina 6

IL-6 stanowi kolejne znaczgce ogniwo w odpowiedzi zapalnej i immunologicznej,
zarowno o charakterze nieswoistym, jak i nabytym (Oppenheim i wsp. 2001).

W niniejszych badaniach obserwowano znaczgom wyzsze stezenia tej
interleukiny u pacjentdw z malarig o fagodnym i ciezkim przebiegu w pordwnaniu do
odpowiednich grup kontrolnych. Rdznice te szczegdlnie wyraznie zaznaczone byly
wsrod pacjentdw z Polski, u ktdorych Srednie stezenie IL-6 w surowicy chorych z
ciezkg zimnicg przewyzszato ponad 40-krotnie surowiczy poziom tej cytokiny u oséb
zdrowych. U pacjentdw angolskich, pomimo potwierdzenia istotnosci statystycznej
stwierdzonych zaleznos$ci, uzyskane wartosci nie charakteryzowaty sie az takimi
rézniami, a Srednie stezenie IL-6 u chorych z fagodnym przebiegiem inwazji P.
falciparum (37,53 pg/ml) rdznito sie nieznacznie od stezenia tej interleukiny u dzieci
z grupy kontrolnej (32,55 pg/ml). Wydaje sie, iz odmiennosci te mogg ttumaczyc
stwierdzane przez innych autordw réznice w produkcji i wydzielaniu cytokin
prozapalnych przez komodrki uktfadu odpornosciowego w poszazegdlinych grupach
wiekowych (O'Mahony i wsp. 1998, Lilic i wsp. 1997). Na podstawie wywiadu
lekarskiego nie mozna takze wykluczy¢ przebycia zimnicy w nieodlegtej przesziosci
przez osoby wigzone do grupy kontrolnej, co mdwniez mogfoby wywiera¢ wptyw na
poziom cytokin w surowicy. Ponadto, ze wzgledu na powszechnos$c¢ innych schorzen
pasozytnizych w krjach tropikalnych, nalezy uwzgledni¢ mozliwo$¢ ich
wystepowania u Angolzykdéw. Dostepna baza diagnostyczna i koszty pozwolity na
wykonanie peinego zakresu analiz laboratoryjnych w kierunku chordb inwazyjnych
jedynie u pacjentow z Polski. Przeprowadzone u dzieci afrykanskich badanie
kliniczne nie pozwala na wykluczenie parazytoz o przebiegu bezobjawowym Ilub
skgpoobjawowym, ktore mogg modulowa¢ ekspresje badanych cytokin (Turner i
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wsp. 2008). Przypuszczenie takie potwierdzajg badania pordwnujgce profil
wydzielanych cytokin przez jednojadrzaste komodrki krwi obwodowej (PBMC) u
zdrowych Europejczykdw i Afrykandw, w ktorych wykazano znazace rdznice
jakos$ciowe i iloSciowe zaréwno wsrdd dzieci, jak i dorostych (Wilfing i wsp. 2001).

Niezaleznie od powyzszych uwag, tak u chorych z Polski, jak i pacjentdow z
Angoli, wykazano znaczac statystycznie réznice pomiedzy $rednim stezeniem IL-6
w surowicach oséb z fagodnym i ciezkim przebiegiem zimnicy. Obserwacja ta
$wiadczy¢ moze o istotnej roli tej cytokiny w patogenezie ciezkiej malarii i jest
zgodna z rezultatami prac innych autorow (Lyke i wsp. 2004, Day i wsp. 1999). Z
kolei w pracy dotyczgcej pacjentdw z zimnicg pochodzacych z rejonu endemiznego
wystepowania tej choroby w Indiach stwierdzono odwrotng zaleznos¢ pomiedzy
przebiegiem malarii, a stezeniem IL-6 w surowicy chorych (Prakash i wsp. 2006).
Rozbieznosci miedzy ta publikacig, a wynikami wlasnymi wynika¢ moga jednak z
réznic w przyjetych kryteriach ciezkiej malarii, a c© za tym idzie - charakterystyce
klinicznej chorych wlgczonych do badan. Ponadto w pracy tej uwzgledniono jedynie
dorostych chorych z inwazjg P. falciparum, podczas gdy wsrod pacjentdw z Polski
wlgczonych do badan rozpoznawano inwazje takze pozostatymi gatunkami
Plasmodium. Warto doda¢, iz w dotychczasowych badaniach dotyczacych
przywlezonej malarii o rdznej etiologii, obserwowano wyzsze stezenia IL-6 w
surowicach chorych z ciezkim przebiegiem choroby, w poréownaniu do wartosci
uzyskanych u pacjentdw z fagodng zimnic (Kern i wsp. 1989). Wysokie surowicze
stezenie tej czasteczki stwierdzano réwniez u dorostych z uszkodzeniem watroby w
przebiegu malarii wywotanej zarazeniem P. vivax (Yeom i wsp. 2003).

Bardzo nieliczne publikacje dotyczg poziomoéw IL-6 w surowicy pacjentdéw po
przebytej inwazji Plasmodium spp. W badaniach wlasnych zaobserwowano istotne
obnizenie sie Sredniego surowiczego stezenia tej interleukiny u oséb po przebytej
zimnicy w pordwnaniu do wartosci uzyskanych przed leczeniem. Zjawisko to
dotyczyto zardwno dorostych z przywleczong do Polski zimnicg, jk i dzieci
angolskich. U pacjentow polskich poziom IL-6 oznaczony podzas wykonywania
badan kontrolnych po 4 do 8 tygodniach po ustgpieniu objawdéw malarii nadal
jednak byt znaczgm wyzZzszy niz w grupie kontrolnej ztozonej z osob zdrowych.
W ystepowanie takich rdznic nie zostato jak dotad opisane w literaturze i - podobnie
jak w przypadku pozostatych analizowanych cytokin — wymaga dalszych badan. U
mieszkanadw Angoli poziom IL-6 oznaczony po jednym do dwoch tygodni po
przebytej chorobie obnizyt sie do wartosd porownywalnych z uzyskanymi w grupie
kontrolnej, jednak tlumaczy¢ mozna to nie tyle dynamikg zmian stezenia tej

interelukiny w przebiegu zarmzenia zarodzeem malarii, co opisanym wyzej
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relatywnie wysokim stezeniem IL-6 u dzieci wigczonych do grupy kontrolnej.

6.2.4 Interleukina 10

Doniesienia ostatnich lat pozwalajg przypuszczad, iz IL-10 jest jednym z kluzowych
czynnikdw immunoregulatorowych w infekcjach wirusowych i bakteryjnych oraz
zarazeniach pasozytniczych, w tym w inwazjach pierwotniakdw. Interleukina ta
przyczynia sie do hamowania medanizméw  nieswoistej odpowiedzi
immunologiznej, jak rowniez odpowiedzi Thl zaleznej oraz wykazuje dziatanie
przeciwzapalne, @ moze prowadzi¢c do redukcji niepozadanych zjawisk
immunopatologiznych w przebiegu reakcji zapalnej, ale takze do uposledzenia
kontroli nad drobnoustrojem (Couper i wsp. 2008).

W badaniach wtasnych wykazano znaczgm wyzsze stezenia IL-10 w surowicy
chorych z malarig, niezaleznie od stopnia ciezkosci choroby, w pordwnaniu do grupy
kontrolnej w obu analizowanych populacjach. Szczegdlnie wysokie wartosci,
podobnie jak w przypadku IL-6, dotyczyly chorych dorostych z przywleczong do
Polski zimnic o ciezkim przebiegu, u ktdrych obserwowano az 42 krotnie wyzsze
Srednie surowicze stezenie tej interleukiny w pordwnaniu do osdb zdrowych (Rycina
16, str. 79). Rdéznie stezen obserwowane wsrdd dzieci angolskich nie byly az tak
wyrazone, a poziom IL-10 u 0s6b z grupy kontrolnej, aczkolwiek znazgw nizszy od
wartosci stwierdzanych u chorych, nie odbiegat od nich az tak bardzo, jak miato to
miejsee u Polakow. Takze w przypadku IL-10, relacje te mozna probowa¢ wyjasnié
w oparciu o rozpowszechnienie chordb pasozytniczych w tej czesci Afryki i zwigzane
z tym odmiennos$d w ekspresji cytokin u oséb wigzonych do polskiej i angolskiej
grupy kontrolnej. Potwierdzeniem tej hipotezy moze by¢ wykazane niedawno
zjawisko wzmozonej konstytutywnej sekrecji cytokin immunoregulacyjnych, w tym
IL-10 u dzieci Afrykanskich, zamieszkujacych regiony o wysokim ryzyku ekspozycji
na zarazenia wywotywane przez helminty (Turneri wsp. 2008).

Wazng obserwacjgq dotyzacgq obu badanych populacji jest wykazana
znazga statystycznie rdzni@ pomiedzy $rednim stezeniem IL-10 u chorych z
ciezkim przebiegiem malarii w poréwnaniu do oséb z tagodnym przebiegiem
choroby, stwierdzona zardwno wsrdd pacjentdw angolskich, jak i chorych z zimnicq
przywlezong do Polski. Podobne rezultaty uzyskano wczesniej w praach
dotyczacych dzieci afrykanskich z gteboka niedokrwistoscig lub hiperparazytemia w
przebiegu zimnicy P. falciparum (Perkins i wsp. 2000), a takze dzieci z ciezkg
malarig definiowang przez kryteria WHO z roku 2000 (Lyke i wsp. 2004). Co wiecej,
w badaniu dotyczacym dorostych chorych z Wiethamu, wykazano zwigzek wysokiego
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surowiczego stezenia tej interleukiny z ryzykiem zgonu z powodu zimnicy (Day i
wsp. 1999). Wysokie poziomy IL-10 obserwowano takze u oséb zarazonych P.
vivax z dysfunkcjg watroby w przebiegu choroby (Yeom i wsp. 2003). Jedynie
nielizne publikacje dotycza znaczenia IL-10 u dorostych pacjentdw z przywleczong
malarig, a ich autorzy nie wykazali istotnych relacji pomiedzy stezeniem tej cytokiny
w surowicy i nasileniem patologicznych zmian narzadowych czy metaboliznych
zwigzanyc z inwazjg (Jennings i wsp. 2006, Torre i wsp. 2002). Nalezy jednak
zauwazy¢, ze grupy chorych wtazonych do badan w tych pracach oraz w pracy
wlasnej roznity sie zardwno pod wzgledem ciezkosci przebiegu malarii, jak i
charakterystyki epidemiologicznej. W przeciwienstwie do pacjentdw analizowanych
W niniejszej pracy, w obu wymienionych publikacjach chorzy pochodzili gtdwnie ze
Srodowiska imigrantdw z krajow Afryki Subsaharyjskiej, @ mogto wigza¢ sie z
wczesniejszymi ekspozycjami na zarazenie zarodzeem malarii i wyksztatceniem
pewnego stopnia odpomosci wyrazajgcej sie odmienng odpowiedzig w zakresie
badanych cytokin. Ponadto w jednej z powyzszych publikacji nie stwierdzono w
ogole przypadkéw ciezkiej malarii, ani zgondw z powodu tej choroby (Torre i wsp.
2002).

Wydaje sie, iz wysokie surowicze stezenia IL-10 obserwowane u
analizowanych pacjentdw z ciezkim przebiegiem malarii s przejawem reakcji na
kaskadowo narastajgcy ogdlnoustrojowy proces zapalny w przebiegu choroby,
majgcej na celu jego ograniczenie i odzyskanie homeostazy ustroju. Nie jest jednak
jasne, czy zjawisko to odgrywa korzystng role poprzez wygaszanie reakcji zapalnych
indukowanych inwazjg Plasmodium spp., czy tez, hamujgc odpowiedz
immunologizng w zakresie odpomosci komdrkowej, przyczynia sie do nasilenia
parazytemii i zwigzanej z tym progresji choroby (Malaguamera i wsp. 2002). Te
ostatnig hipoteze wydajg sie potwierdza¢ badania na modelu mysim, ktore
wykazaty, ze uposledzenie produkcji i wydzielania IL-10 wigze sie z wyzszg
Smiertelnoscig tych zwierzat w przebiegu inwazji P. chabaudi (Linke i wsp. 1996).

Niezaleznie od powyzszych rozwazan nalezy podkresli¢, iz w obu badanych
populacjach surowicze stezenie IL-10 okazato sie badaniem o istotnej statystycznie
zdolnosci dyskryminacyjnej w zakresie diagnostyki réznicowej przypadkéw zimnicy o
tagodnym i ciezkim przebiegu. Szezegdlnie wyraznie dotyczy to grupy chorych
angolskich, u ktdrych analiza za pomoa krzywych ROC wykazafa, ze stezenie tej
interleukiny 53,93 pg/ml lub wiecej pozwala na rozpoznanie ciezkiej zimnicy z
czufoscig 80% i specyfiznoscig 84%. U chorych z przywlezong do Polski malarig
punkt krytyczny dla IL-10 wynosit 93,95 pg/ml. Dla tej wartoéci stezenia IL-10

czutos¢ badania oblizono na 64%, natomiast specyfiznos¢ na 67%. Ponadto
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poziom IL-10 u pacjentdw angolskich charakteryzowat sie najwiekszym polem pod
krzywg ROC sposrod analizowanych wskaznikdw laboratoryjnych, co pozwala na
uznanie oznaczania stezenia IL-10 w surowicy chorych z malarig za badanie
przydatne w identyfikacji przypadkdw zagrozonych ciezkim przebiegiem inwazji,
zwtaszza u dzieci w rejonach endemicznych.
Jak dotad, istniejg jedynie nieliczne publikacie podejmujgce powyzsza tematyke
korzystajgce z uzytej w niniejszej pracy metodologii. W pracy dotyczacej dorostych z
Wiethamu analizowano za pomoa krzywych ROC przydatno$¢ oznaczania IL-10 w
ocenie ryzyka zgonu w przebiegu malarii, otrzymujac warto$¢ pola pod krzywg ROC
0,65 (Day i wsp. 1999). W tych badaniach nie analizowano jednak w ogodle
przypadkdéw zimnicy przebiegajacej tagodnie. Z kolei w niedawnej publikacji
dotyczacej ciezamych afrykanskich, udowodniono za pomoa krzywych ROC, iz
stezenie IL-10 moze okazaé¢ sie cennym surowiczym wskaznikiem malarii
tozyskowej, ktdrg trudno rozpoznaé przy uzyciu badania mikroskopowego krwi
obwodowej w warunkach wysokiej transmisji zimnicy ze wzgledu na sekwestracje
zarazonych krwinek w naczyniach tozyska (Kabyemela i wsp. 2008). W pracy
wlasnej tylko u jednej z o0séb z przywleczong do Polski zimnicg rozpoznano te
chorobe w okresie cigzy, a malaria tozyskowa nie byfa przedmiotem analizy. Trudno
wiec o Sciste odniesienie sie do wynikdw wspom nianej publika cji.

Podobnie ograniczone piSmiennictwo dotyczy zagadnienia dynamiki stezenia
IL-10 w surowicy w okresie ostrych objawdw zimnicy oraz w trakcie
rekonwalescencji. W badaniach whasnych obserwowano istotne statystyznie
obnizenie surowiczego poziomu tej interleukiny u pacjientdw po przebytym leczeniu.
Mimo znaaznych rdznic w diugosci okresu, po ktdrym pobierano materiat do
oznaczen kontrolnych w poszazegdlnych badaniach, podobne rezultaty uzyskali inni
autorzy (Luty i wsp. 2000, Wenisch i wsp. 1995). W badaniu wtasnym surowicze
stezenie IL-10 u dzied angolskich stwierdzone po jednym do dwdch tygodni po
przebytej zimnicy utrzymywato sie na znaczagm wyzszym poziomie niz wartosci
otrzymane u os6b zdrowych. W publikacji dotyczacej pacjentdw z malarig
pochodzacych z Tajlandii, powrdt stezenia tej interleukiny w surowicy do wartosci
typowych dla oséb zdrowych obserwowano po trzech tygodniach od rozpoznania
malarii (Wenisch i wsp. 1995). Mozna wiec przypuszczaé, iz przyczyng
obserwowanych rdznic surowiczego stezenia IL-10 pomiedzy pacjentami angolskimi
po przebytej zimnicy, a osobami zdrowymi jest krotszy odstep czasowy dzielacy
kolejne oznacenia, zwtaszcza iz otrzymane wartosci nie odbiegajg od siebie w
sposdb znaczny. Wydaje sie jednak, iz dalszych badan wymaga stwierdzony

podwyzszony poziom IL-10 u pacientdw dorostych po przebytej zimnicy
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przywleczonej do Polski, jako ze w tej grupie oznaczenia kontrolne wykonywane

byty po diuzszym okresie wynoszacym od 4 do 8 tygodni.

6.2.5 Interleukina 12

IL-12 zaliczana jest do gtdwnych czynnikdw regulujgcych mechanizmy nieswoistej
odpowiedzi immunologiznej, skierowanej przeciwko patogenom
wewnatrzkomoérkowym. Cytokina ta bierze réwniez udziat w regulacji odpowiedzi
komérkowej i humoralnej w zimnicy (Malaguarnera i wsp. 2002). Jak juz
wspomniano we wstepie do niniejszej rozprawy, w dotychczasowych badaniach nad
znaczeniem IL-12 w tej chorobie wykazano jej korzystng role w przebiegu choroby u
myszy (Crutcher i wsp. 1995). Obieaujgce rezultaty uzyskano takze w pracy
dotyczaej ochronnego dziatania rekombinowanej IL-12 u malp rezuséow
eksponowanych na zarazenie P. cynomolgi (Hoffman i wsp. 1997). Wyniki kilku
przeprowadzonych jak dotad prac dotyczacych zwigzkdéw tej interleukiny z malarig u
ludzi okazaty sie jednak rozbiezne (Chaiyaroji wsp. 2003).

U dorostych z przywleczong do Polski malarig stwierdzono znaczacy wzrost
surowiczego stezenia IL-12 u chorych z fagodnym przebiegiem inwazji w
poréwnaniu do wartosci uzyskanych u o0sd6b zdrowych. Jednoczesnie nie
obserwowano takiej zaleznosci pomiedzy grupami pacjentéw z ciezkg malarig i 0oséb
zdrowych. Rezultaty te sugeruja, iz wzmozona ekspresja IL-12 przyazynic sie moze
do korzystnego kliniznie przebiegu zimnicy i zapobiega rozwojowi dysfunkcji
narzadowych i innych postaci dezkiej malarii. W tym zakresie wyniki te zgodne sa z
danymi przedstawionymi kilka lat temu w publikacji dotyczacej dorostych z
importowang zimnica o tagodnym przebiegu (Torre i wsp. 2002). Sformulowang
powyzej hipoteze zdaje sie rdwniez potwierdzal stwierdzone w pracy wasnej
znazaw nizsze stezenie tej interleukiny w surowicy pacjentdw z ciezkimi
postaciami malarii w pordwnaniu do inwazji przebiegajgcej fagodnie wsrdd
badanych chorych z importowang zimnic. Niskie stezenia IL-12 u chorych z ciezkim
przebiegiem zarazenia Plasmodium spp. byly juz stwierdzane w badaniach
obejmujgcych zrdznicowanych wiekowo mieszkanw rejondéw o rdznym stopniu
transmisji malarii (Chaiyaroj i wsp. 2003). Rezultaty prac dotyczace poziomdéw IL-12
u chorych z tagodng malarig nie tworzg jednak spdjnego obrazu. Jak dotad, w
porownaniu do osob zdrowych, stwierdzano bowiem zardwno wzrost surowiczego
stezenia IL-12 u takich pacjentdw (Perkins i wsp. 2000, Luty i wsp. 2003, Prakash i
wsp. 2006), jak i jego obnizenie (Ong’echa i wsp. 2007) lub brak znaczgcych zmian
w tym zakresie (Chaiyaroj i wsp. 2003). Ws$rdod pacientdw angolskich nie
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stwierdzono istotnych statystycznie rdznic pomiedzy grupami chorych o réznym
stopniu ciezkosci malarii oraz grupg kontrolng. Przypuszczalnie, do takich
odmienno$éci w wynikach poszzegdlnych badan przyazyniajg sie rdznorodne
czynniki. Wérdd nich zapewne mozna wymieni¢ wspomniang wczesniej rdznorodnos¢
kryteridw ciezkiej malarii stosowang przed opublikowaniem wytycznych WHO (WHO
2000) oraz mozliwo$¢ wspotwystepowania u mieszkanadw rejondow tropikalnych
innych inwazji pasozytnizych i infekcji, w tym zakazenia wirusem HIV, ktére mogga
wywiera¢ wptyw na ekspresje cytokin. Zmiennos$¢ w zakresie produkcji i wydzielania
interleukin w malarii moze by¢ rdwniez uwarunkowana pochodzeniem etniznym

wtgczonych do analizy pacjentdw (Farouk i wsp. 2005).

6.2.6 Interleukina 13

Uwaza sie, iz jako jeden z mediatordw odpowiedzi Th2 zaleznej, IL-13 odgrywa
wazng role winwazjach pasozytniczych (Mentink-Kane i wsp. 2004).

Jak dotad, brakuje jednak publikacji dotyczacych bezposredniego znaczenia
klinicznego tej interleukiny w zimnicy zardwno u ludzi, jak i w modelach
zwierzecych. Niedawno wykazano natomiast zwigzek polimorfizmu w regionie
promotorowym genu dla IL-13 z klinizng odpornoscia w zakresie ciezkich postaci
malarii u dorostych pochodzacych z Tajlandii (Ohashi i wsp. 2003). Z kolei w
badaniach analizujgcych przeciwzapalne wasciwosd tej cytokiny stwierdzono
powigzanie wysokich stezen IL-13 w surowicy ze zgonem w przebiegu posocznicy
dorostych oraz korelacje pomiedzy jej surowiczym poziomem, a stezeniem TNF
(Collighan i wsp. 2004). Powyzsze przestanki oraz stwierdzane w badaniach innych
autoréw podobienstwa pomiedzy kaskada cytokinowa regulujgcg odpowiedz zapalng
w posocznicy i malarii (Clark i wsp. 2008) zadecydowaty o wlgzeniu tej cytokiny do
niniejszych badan. Zaréwno jednak wsrdd chorych dzieci angolskich, jak i pacientéw
dorostych z przywleczong zimnic, nie zaobserwowano zwigzkow pomiedzy
surowiczym stezeniem IL-13, a przebiegiem klinicznym inwazji. Nie stwierdzono
bowiem istotnych statystycznie mdznic pomiedzy poziomem IL-13 w surowicy
chorych z fagodng oraz ciezka malarig, a grupg kontrolng, jak rowniez pomiedzy
poszzegdlnymi podgrupami pacjentdow w obu analizowanych populacjach.

Badania innych autordw pokazaty, iz IL-18 dziafajgc samodzielnie, tj. w
warunkach braku wspoéidziatania z IL-12, moze przyczynia¢ sie do wzmozonej
sekrecji IL-13 przez rdzne komorki ukladu immunologicznego (Hoshino i wsp.
1999). W pracy wtasnej, obserwowane u chorych z ciezkim przebiegiem zimnicy

wysokie stezenia IL-18 bez towarzyszgcego wzrostu poziomu IL-12, nie wigzaty sie z
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jednak z podwyzszeniem stezen IL-13. Rezultaty takie mogaq wynikaé¢ z
potencjalnego oddziatywania innych zynnikdw hamujacych ekspresje tej cytokiny,
ktore nie byty przedmiotem niniejszych badan. Autorzy publikacji dotyzacej
zaleznosci pomiedzy polimorfizmem genu dla IL-13, a podatnos$cia na rozwoj
ciezkich postad malarii sugerujg zwigzek wykrytych mutacji w tym genie z regulacjg
produkcji tej cytokiny (Ohashi i wsp. 2003), o jednak nie musi znajdowa¢

odzwierciedlenia w stezeniu tej interleukiny w surowicy.

6.2.7 Interleukina 18

IL-18 jest cytoking o szerokiej aktywnosci biologicznej, zidentyfikowana wzglednie
niedawno, bo w roku 1995 (Okamura i wsp. 1995). Od tego czasu opublikowano
zaledwie kilka prac dotyczacych znaczenia tej interleukiny w zimnicy u ludzi (Torre i
wsp. 2001, Malaguamera i wsp. 2002c, Nagamine i wsp. 2003). Nielizne sa
dotychzasowe publikacje obejmujgce pacjentdéw dorostych, brakuje takze badan z
zakresu roli IL-18 w zarazeniach innymigatunkami zarodzadw niz P. falciparum.
Niniejsza praca jako pierwsza opisuje relacje pomiedzy ciezkim przebiegiem
zimnicy i stezeniem interleukiny 18 w surowicy chorych z przywlezong inwazj
Plasmodium spp. W tej grupie pacjentdw wykazano znaczgco wyzsze stezenie IL-18
w surowicy w poréwnaniu do osdéb z malarig przebiegajgca fagodnie. Ponadto,
$Srednie surowicze stezenie tej cytokiny w obu powyzszych grupach chorych okazato
sie istotnie wyzsze niz poziom IL-18 w surowicach oséb zdrowych. Ta ostatnia
obserwacja zgodna jest z rezultatami jedynej pracy dotyczgacej znaczenia IL-18 u
chorych z przywlezong do Europy zimnic, w ktdrej jednak, w przeciwienstwie do
badan wlasnych, uwzgledniono jedynie pacjentdw z tagodnym przebiegiem choroby
(Torre i wsp. 2001). U pacjentdw tych obserwowano spadek stezenia IL-18 w
surowicy po trzech dobach terapii. Pomimo duzo diuzszego okresu, po ktdrym
pobierano materiat do oznaczen kontrolnych, w niniejszych badaniach nie
stwierdzono istotnego statystycznie obnizenia poziomu tej cytokiny w surowicach
pacjentow z przywlezong do Polski malarig. Wydaje sie, iz mozna tlumaxzyc te
obserwacje faktem wgczenia do badan wasnych takze chorych z ciezkim
przebiegiem inwazji, u ktdorych wyjSciowo obserwowano bardzo wysokie stezenia IL-
18, Srednio 19 razy przewyzszajgce wartosci u osob zdrowych. Podobne wyniki
uzyskano takze w badaniach obejmujgcych dorostych pochodzacych z Tajlandii, w
ktdrych wykazano znaczac réznice surowiczych stezen IL-18 pomiedzy grupami

chorych z fagodnym i ciezkim przebiegiem malarii (Nagamine i wsp. 2003). Takze u
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tych chorych nie obserwowano istothego obnizenia poziomu tej interleukiny w
okresie do 20 dni po lezeniu.

Wyjasnienia wymaga obserwacja, iz wysokie wartosci stezen IL-18
stwierdzono przy jednozesnym wzroscie poziomu IL-10 w surowicach oséb z ciezkg
malarig. Wiadomo, iz IL-10 wywiera hamujgcy wptyw na produkcje i uwalnianie
licznych cytokin i jak juz wspomniano wczes$niej, jej wzmozona ekspresja mogila
przyazynic sie do relatywnie niskich stezen innych czastezek prozapalnydc, w tym
TNF oraz IFNy (Oppenheim i wsp. 2001). Nieobemos$¢ tego efektu w odniesieniu do
IL-18 tlumaazyé mozna jednak wykazanym w badaniach z udziatem myszy
zjawiskiem braku hamujgcego wptywu IL-10 na produkcje IL-18 w przebiegu reakcji
zapalnej (Zediak i wsp. 2003).

U chorych dzieci angolskich dwniez stwierdzono znaczgoo wyzsze Srednie
stezenie IL-18 w pordwnaniu do 0séb z grupy kontrolnej, niezaleznie od stopnia
ciezkosci choroby. Ponadto, obserwowano istotng statystycznie rmdznice pomiedzy
Srednim surowiczym poziomem tej cytokiny u dzieci z ciezkim przebiegiem zimnicy i
pacjentow z tagodng malarig. Wyniki innych dotychczasowych badan dotyczacych
IL-18 u pacjentdw w wieku rozwojowym z zimnic, zamieszkatych w rejonach jej
endemicznego wystepowania, nie sq jednoznaczne. W badaniach przeprowadzonych
w Burkina Faso wykazano istotny wzrost poziomu IL-18 w surowicy dzieci z zimnic
w poréwnaniu do grupy kontrolnej ztozonej z oséb zdrowych, jednak najwyzsze
stezenia tej interleukiny zaobserwowano u chorych z fagodnym przebiegiem inwazji
(Malaguarnera i wsp. 2002c). Autorzy tej pracy nie podali jednak informadii
dotyczacych czasu pobrania materiatu do badan wzgledem momentu wigczenia
terapii przeciwzimniczej, ktéry to parametr moze miec¢ wptyw na ekspresje IL-18 u
chorych z malarig (Perkmann i wsp. 2005). W innych publikacjach dotyczgcych
znaczenia IL-18 u dzieci z malarig nie udowodniono istnienia zaleznos$ci pomiedzy
ciezkoscig przebiegu dhoroby, a stezeniem tej cytokiny w surowicy pacjgentow
(Chaiyaroj i wsp. 2004, Chaisavaneeyakorn i wsp. 2003). Nalezy jednak zauwazyg,
iz grupy pacientdow wiaczone do tych badan byty bardzo nielizne, ® mogto
stanowi¢ przeszkode w uwidocznieniu istotnych statystyznie relacji.

W tym miejscu warto podkreslic wykazang w pracy wtasnej przydatnosc
diagnostyzng oznaczania surowiczego stezenia IL-18 w rdznicowaniu przypadkow
malarii o fagodnym i ciezkim przebiegu. W obu badanych populacjach poziom IL-18
w surowicy okazat sie wskaznikiem o istotnej zdolnosci dyskryminacyjnej w
powyzszym zakresie, przy czym wsérod chorych z zimnicg przywleczong do Polski
analiza za pomoa krzywych ROC wykazata, iz stezenie tej interleukiny 579,7 pg/ml

lub wiecej pozwala na rozpoznanie ciezkiej zimnicy z czufoscig 80% i specyfiznoscig
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73%. W odniesieniu do pacjentéw dorostych z przywlezong zimnic, te wtasnie
cytokine dharakteryzowato najwieksze pole pod krzywg ROC, wykreslong dla
surowiczego jej stezenia. U chorych dzieci angolskich, wyliczony w podobny sposob
punkt krytyazny dla surowiczego stezenia IL-18 wynosit 403,94 pg/ml. Wartos¢ ta
umozliwiafa réznicowanie przebiegu kliniznego zimnicy w tej grupie pacientow z
czufoscig 80% i swoistoscig 64%. Przeprowadzona analiza pozwala na uznanie
oznaczania stezenia IL-18 w surowicy chorych z malarig za badanie pomome w
rozpoznawaniu przypadkow zagrozonych ciezkim przebiegiem inwazji, zwtaszza u
nieodpomych dorostych z przywlezong malariq. Ta obserwacja wydaje sie
szczegdlnie cenna w warunkach polskich, gdzie wsrdd przyzyn wysokiej
Smiertelnosci z powodu zimnicy wymienia sie opdznienia w zakresie zardwno
diagnostyznym, jak i terapeutycznym, a wiele osSrodkdw medyznych w kraju nie
dysponuje mozliwoscig laboratoryjnego rozpoznawania malarii, a @ za tym idzie i
parazytemii.

Dotychczasowe publikacje dotyczgce znaczenia IL-18 w malarii u ludzi nie
odpowiadajg na pytanie, czy IL-18 powinna by¢ traktowana wytgaznie jako marker
ciezkosci stanu pacjentdw, czy tez ma ona istotny udziat w patogenezie tej choroby.
Obserwacje z wykorzystaniem modeli zwierzecych pozwalaja na wysuniecie
hipotezy, iz IL-18 moze przyzynia¢ sie do rozwoju uszkodzen tkankowych i
narzadowych, jako nadrzedny czynnik w kaskadzie cytokinowej zwigzanej z
uogdlniong reakcjg zapalng (Oppenheim i wsp. 2001). Z drugiej strony wykazano, iz
terapia przy uzyciu rekombinowanej IL-18 zwieksza przezycie myszy zarazonych P.
berghei i P. yoelli, © moze $wiadzy¢ o ochronnym znazeniu analizowanej cytokiny
w zarazeniach Plasmodium spp. (Singh i wsp. 2002). Watpliwosci te, jak rowniez
znaczenie systemowej ekspresji IL-18 u chorych z malarig zrdznicowanych wiekowo

i etnicznie, wymagajq dalszych badan.

6.3 Analiza surowiczych stezen przeciwciat przeciwko
biatkom szoku termicznego u pacjentow dorostych z

przywleczong zimnicq oraz u dzieci angolskich z malaria

Uwaza sie, ze w chormobach inwazyjnych biatka szoku termicznego oraz skierowane
przeciwko nim przeciwciata, petnig istotng role w relacji zywiciel-pasozyt. W zimnicy
Hsp produkowane sg zardwno przez zarodzce malarii poddane oddziatywaniu zmian
$Srodowiskowych w procesie transmisji z organizmu wektora do czfowieka, jak i przez

komorki ludzkie, wodpowiedzi na inwazje (Mazieri wsp. 1991).
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Wydaje sie, iz epizody gorqczki w przebiegu malarii, wigzane z pirogennym
wptywem uwalnianych do krwiobiegu TNF i IL-6, nasilaja ekspresje zardwno
pasozytnizych, jak i endogennych biatek Hsp. Temu zjawisku przypisuje sie
dziafanie cytoprotekcyjne, z uwagi na zdolno$¢ Hsp do obnizania wrazliwosci
komorek na toksyazne dziafanie TNF (Polla 1991). Ze wzgledu na znaxzace,
miedzygatunkowe podobienstwo strukturalne biatek szoku termicznego oraz wysoka
immunogenno$¢ tych czasteczek, przeciwciala przedwko antygenom Hsp
drobnoustrojow moga prowadzi¢ do odpowiedzi autoimmunologiznych. W malarii
szczegdlnie istotna wydaje sie mozliwo$s¢ reakcji z autoantygenami Hsp na
powierzchni $rodbionka, potencjalnie wigzaa sie z uszkodzeniem komdrek
endotelium i nasileniem niekorzystnych zmian w zakresie zjawisk cytodherendji i
sekwestracji zarmzonych erytrocytdw w przebiegu inwazji P. falciparum. Jak dotad,
jedynie nieliczne publikacie dotycza wystepowania przeciwciat przeciwko biatkom
szoku termicznego w zimnicy u ludzi i ich znaczenia klinicznego.

W badaniach wtasnych przeprowadzono analize zwigzku surowiczych stezen
przeciwciat przeciwko biatkom szoku temicznego u dorostych z przywleczong
zimnicg oraz u chorych dzied angolskich. W grupie pacjentdw z Polski badano
przeciwciafa przeciwko Hsp60 oraz Hsp70, natomiast u Angolzykdw do analizy
wlgczono jedynie te pierwszq czasteczke ze wzgledu na ograniczenia tecdhniczne
zwigzane z transportem zestawow do oznaxen tych przeciwciat. W wykorzystanych
zestawach immunoenzymatycznych antygen sta nowity odpowiednio:
rekombinowane Iludzkie biatko Hsp60, charakteryzujgce sie 50% homologig w
odniesieniu do odpowiadajgeej czasteczki produkowanej przez P. falciparum oraz
rekombinowane ludzkie biatko Hsp70, wykazujgee w 80% podobienstwo
strukturalne do —agsteczki PfHsp70 (Holloway i wsp. 1994). Zardwno u dorostych z
importowang inwazjg Plasmodium spp., jak i dzieci angolskich z zimnicg wykazano
Znaao Wyzsze surowicze stezenia przeciwciat przeciwko Hsp60, w pordownaniu do
0sO0b zdrowych (Rycina 30, str. 95), przy czym u Angolazykow zjawisko to dotyczylo
jedynie chorych z ciezkim przebiegiem malarii (Rycina 49, str. 117). U dorostych,
wzrost poziomu przeciwciat przeciwko Hsp60 wzgledem grupy kontrolnej
odnotowano niezaleznie od stopnia ciezko$d inwazji. Nie stwierdzono natomiast
istotnych réznic w stezeniach przeciwciat przeciwko biatkkom szoku termmicznego w
surowicy, pomiedzy chorymi z ciezko i tagodnie przebiegajga chorobg, w obu
badanych populacjach.

Wystepowanie przeciwciat przeciwko biatkom szoku termicznego w zimnicy
obserwowano w kilku przeprowadzonych uprzednio badaniach poswiemnych temu

zagadnieniu (Wu i wsp. 2006). Dotyczyty one jednak przede wszystkim przeciwciat
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przeciwko Hsp70, natomiast odpowiedzi humoralnej przeciwko Hsp60 przypisywano
w inwazjach pierwotniakdw mniejsze znaczenie (Dzamar-Serafin i wsp. 2005). W
niniejszej analizie nie stwierdzono istotnych rdznic w poziomach przeciwciat
przeciwko Hsp70 w surowicy u chorych dorostych z importowang malarig,
niezaleznie od ciezkosci przebiegu dhoroby, w pordwnaniu do osdéb z grupy
kontrolnej (Rycina 31, str. 96). Odmienno$ci pomiedzy wynikami wasnymi, a
rezultatami wczesniejszych publikacji tlumaczy¢ moze kilka czynnikdw. Przede
wszystkim, w dotychzasowych analizach podkre$lano, iz obecno$¢ przeciwciat
przeciwko Hsp70 niekoniecznie zwigzana jest z aktualng inwazjgq Plasmodium
(Kumar i wsp. 1990), a ich poziom zalezy bradziej od skumulowanej liczby
wczesniejszych ekspozycji na zarazenie zarodzeem, niz od intensywnosci obecnego
zarazenia (Behr i wsp. 1992). Wiekszos¢ badanych przeze mnie dorostych z
importowang chorobg stanowili zas chorzy z pierwszym w zyciu epizodem mallarii.
Pordwnanie pacjentdw chorujgcych po raz pierwszy z osobami podajgcymi w
wywiadzie przebyte uprzednio inwazje Plasmodium spp. takze nie wykazalo
istotnych réznic w zakresie surowiczych stezen przeciwciat przeciwko Hsp70,
jednak zwigzane by¢ moze z faktem, iz lizba wczesniejszych epizodow malarii u
tych osdéb ogranizata sie do @ najwyzej kilku inwazji. Jest to wzglednie niewielka
ekspozycja, w porownaniu do «estotliwosci zarazen Plasmodium obserwowanych
wsrdd osdb wigczonych do analizy odpowiedzi immunologiznej przeciwko Hsp70 w
rejonie caloroznej, wysokiej transmisji malarii w terenie wiejskim w Senegalu (Behr
i wsp. 1992), badz tez w brazylijskiej czesci dorzeza Amazonki (Alexandre i wsp.
1999). Z tych samych niewatpliwie przyzyn, w niniejszych badaniach nie
stwierdzono obserwowanej przez innych autordw relacji pomiedzy poziomem
przeciwciat przeciwko biatkom szoku temicznego, a wiekiem. Nawet w grupie
chorych angolskich, lazna lizba inwazji P. falciparum mogla by¢ bowiem zbyt
niska, by wykaza¢ takie =zaleznosci. Oaywiscie, w interpretacji uzyskanych
rezultatow nalezy réwniez uwzgledni¢ wptyw uzytego do oznacen antygenu na
otrzymane wyniki. Mimo znaaznej homologii w zakresie struktury biatek rodziny
Hsp70 pomiedzy poszczegdinymi gatunkami Plasmodium, a takze pomiedzy tymi
pierwotniakami, a innymi organizmami, pewng trudnoscig w pordwnywaniu wynikdéw
dotychczasowych badan nad odpowiedziag humoralng przeciwko Hsp70 w malarii
stanowi fakt wykorzystywania roznych antygendw Hsp70 przez réznych autordw (Na
i wsp. 2007, Zhang i wsp. 2001, Behri wsp. 1992, Kumar i wsp. 1990).

Wydaje sie, iz rdznice w zakresie zastosowanych antygendw oraz dobor
analizowanej grupy mogty przyazyni¢ sie takze do roznic w obserwacjach

dotyczacych przeciwciat przeciwko Hsp60 w badaniach wtasnych i przedstawionych
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w piSmiennictwie. W przeciwienstwie do wczesniejszych publikacji (Zhang i wsp.
2001, Adebajo i wsp. 1995), niniejsza analiza wykazata istnienie wyraznych rdznic
pomiedzy stezeniem przeciwciat przeciwko Hsp60 u pacjientdw z malarig, w
porownaniu do osob zdrowych. W szczegdlnosci, zjawisko to widozne bylo u
chorych dorostych z przywleczong do Polski zimnic (Rycina 30, str. 95). W obu
populacjach, nie stwierdzono istotnych statystycznie zmian poziomu tych przeciwciat
po przebytej malarii. Oznazone podczas badan kontrolnydh stezenie przeciwciat
przeciwko Hsp60 nadal jednak utrzymywato sie na znaczg wyzszym poziomie w
porownaniu do wartosci uzyskanej u osdéb zdrowych. Dynamika stezen przeciwciat
przeciwko Hsp60 w inwazji Plasmodium spp. nie byl jak dotad przedmiotem prac
naukowych izastuguje na doktadniejsza analize.

Catos¢ obserwowanych w niniejszych badaniach zjawisk dotyczgacych
wystepowania przeciwciat przeciwko Hsp60 w malarii nie umozliwia jednoznacznej
oceny ich roli w patogenezie choroby i jej przebiegu klinicznym. Rezultaty wtasne
pozwalajg jednak wykazac istnienie znazacej odpowiedzi humoralnej skierowanej
przeciwko endogennym Hsp60 w inwazji Plasmodium spp., zarbwno u osoéb
dorostych z przywlezong zimnia, jak i chorych dzieci z rejonu endemiznego

wystepowania tego schorzenia.

6.4 Zimnica jako odpowiedz na inwazje Plasmodium o

cechach niekontrolowanego zapalenia (rola , burzy

¥/ 4

cytokinowej” w malarii)

Rezultaty coraz lizniejszych badan dotyczacych chordb infekcyjnych i
pasozytnizych przebiegajacych z uogdlnionym odazynem zapalnym pozwalajg
postawi¢ hipoteze, iz fenotypowo atkowicie rdzne drobnoustroje uruchamiajg
niezwykle podobne mechanizmy immunopatologiczne (Juszczyk 2003). Wedtug
doniesienn z ostatnich lat, przebieg kliniczny zimnicy warunkowany moze by¢ przez
tzw. ,burze cytokinowg”, czyli nagte uwolnienie liznych mediatoréw zapalnych
prowadzacych do =zespolu niewydolnosd wielonarzadowej, nierzadko o
nieodwracalnym przebiegu (Clark i wsp. 2008). Pojecie ,burzy cytokinowej” zostato
wprowadzone po raz pierwszy w roku 1993 w odniesieniu do mechanizmow
uczestniczacych w ostrym odrzuceniu przeszzepu (Ferrara i wsp. 1993). Od tego
czasu powyzszemu zjawisku przypisano udziat w patogenezie licznych schorzen
zakaznych i niezakaznych, w tym posocznicy bakteryjnej, niektdrych

ogolnoustrojowych infekcji wirusowych, ostrego zapalenia trzustki czy choroby



DYSKUSJA 143

oparzeniowej (Clark 2007a).

W powyzszym ujeciu, reakcja organizmu gospodarza na inwazje Plasmodium
spp., hoszga@ cechy niekontrolowanego zapalenia, wyrazonego m. in. poprzez
systemowg i miejscowg nasilong ekspresje cytokin, wydaje sie by¢ waznym, a by¢
moze nawet podstawowym aspektem patogenezy malarii. Produkcja prozapalnych
cytokin przypuszczalnie stanowi niezbedny elementodpowiedzi przeciwpasozytniczej
we wczesnym okresie choroby. Udowodniono, ze ze zjawiskiem tym wigze sie
efektywna kontrola parazytemii oraz szybkie ustgpienie objawdéw chorbowych. Z
drugiej strony, nadmiema ekspresja <zgastezek prozapalnych prowadzi nierzadko do
uszkodzen narzadowych i zaburzen metaboliznych oraz rozwoju ciezkich postaci
klinicznych malarii (Artavanis-Tsakonas i wsp. 2003). Z kolei rozwijajaa@ sie w
przebiegu choroby reaktywnos$¢ prozapalna zwrotnie indukuje mechanizmy j
hamujgce, ktdre majg na celu przywrécenie homeostazy ustroju (Couper i wsp.
2008). Niektorzy badacze za wazny czynnik powigzany z przebiegiem kliniznym
zimnicy uznajg nie tyle wzmozong ekspresje cytokin, co zdolnos¢ ormganizmu do
zachowania mdwnowagi pomiedzy produkcjg czastezek pro- i przeciwzapalnych w
odpowiedzi na zarazenie zarodzcem (Perkins i wsp. 2000, Day i wsp. 1999).

W niniejszych badaniach wykazano wzrost stezen szeregu cytokin zapalnych
w surowicach chorych w pordwnaniu do wartosci uzyskanych u oséb zdrowych,
wydaje sie potwierdzac¢ hipoteze ,burzy cytokinowej”. W szezegdlnosci zaleznosc¢
takg obserwowano w odniesieniu do TNF, IFN, IL-6, IL-10, IL-18 oraz, u pacjintéw
dorostych, IL-12. W przewazajgcej mierze proces ten dotyczyt zaréwno oséb z
przywleczong do Polski choroba, jak i dzieci angolskich zamieszkujgcych rejon o
wysokiej i stabilnej transmisji zimnicy. Pomimo ztozonosci relacji w obrebie sieci
cytokin w malarii, wyniki niniejszych badan zarysowujg mozliwo$¢ opracowania
charakterystycznego surowiczego profilu cytokinowego u pacjentdw z zimniag o
ciezkim przebiegu, definiowanym kryteriami WHO (WHO 2000). Wykazano, iz w
porownaniu do osdéb z tagodng malarig, u takich pacientdw w obu badanych
populacjach, w surowicy krwi przed wigczeniem terapii przeciwzimniczej obserwuje
sie znaczg podwyzszone stezenia IL-18 oraz IL-10, a takze IL-6, aczkolwiek w
przypadku tej ostatniej interleukiny zalezno$¢ ta nie jest az tak wyraznie
zaznaczona. Brak podobnych rezultatdw w zakresie innych cytokin prozapalnych u
chorych z ciezkg zimnicg mozna przynajmniej czeSdowo tlumaczy¢ hamujgcym
oddziatywaniem IL-10, ktdrej wysokie stezenia w surowicach dorych
odzwierciedlajg zapewne zwrotng regulacje przeciwzapalng. Wysokie poziomy IL-18
u tych oséb wydajg sie natomiast potwierdza¢ udowodniony przez innych autoréw

brak wptywu IL-10 in vitro na ekspresje tej czastezki (Zediak i wsp. 2003).
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Catos¢ powyzszych obserwacji pozwala przypuszezad, iz IL-18, ktdra dopiero
od niedawna jest przedmiotem badan dotyczgcych malarii, moze stanowi¢ kluczowg
role wkaskadzie zapalnejw przebiegu inwazji Plasmodium spp.

W tym miejsau nalezy zada¢ pytanie o udziat wykazanej wzmozonej ekspresji
cytokin zapalnych w patogenezie malarii oraz istnienie zwigzku obserwowanych
zjawisk z czynnikami tradycyjnie uznanymi za decydujgce o ciezkim przebiegu
choroby, ayli cytoadherencjg i sekwestracjg zarazonych erytrocytdw w obrebie
drobnych naczyn krwionosnych oraz zwigzanych z tym zaburzen w mikrokmgzeniu
narzadow wewnetrznych (Stelmach i wsp. 2001). Udowodniono, ze niektdre
cytokiny prozapalne, a w szczegdlnosci TNF, wykazujg zdolnos¢ indukowania
ekspresji zastezek adhezyjnych, w tym ICAM-1, VCAM-1 i selektyny E, na
powierzchni komérek $rddblonka naczyniowego. Proces ten w poszcegdlinych
narzadach przebiega jednak w niejednakowym stopniu i zalezy m. in. od lokalnej
produkcji tromboduliny. Trombodulina jest biatkiem receptorowym dla trombiny,
ktdora poza regulacjg produkcji molekut adhezyjnych, zaangazowana jest rowniez w
kaskade krzepniecia, aktywacje «ynnikdw chemotaktycznych oraz zwrotng
regulacie miejscowej produkcji TNF. Rdézny stopien aktywacji komdrek srddbionka
naczyniowego poszczegdlnych organdw, bedacy odpowiedziag na wysokie stezenia
cytokin zapalnych krazacych w surowicy, przyzyni¢ sie moze do zrdznicowania
narzadowego proceséw cytoadherencji i sekwestracji (Clark i wsp. 2008). Nasilenie
tych zjawisk w potencjalnie niebezpiecznych lokalizacjach, w tym w moézgu badz
tozysku w przypadku zimnicy ciezamych, prowadzi¢ moze do rozwoju ciezkich
klinicznie postaci malarii. W ten sposdb hipoteza ,burzy cytokinowej” tumaczy
przebieg inwazji P. falciparum, ktory to gatunek stanowi obecnie najwieksze
zagrozenie dla chorych, zaréwno wsréd osdb z importowang zimnicg, u ktdrych do
zarazenia doszlo w podrdzy, jak i mieszkancéw rejondw endemicznego
wystepowania tej choroby. Niezaleznie od powigzan z sekwestracjg i jej
konsekwencjami, prozapalne cytokiny stymuluja wydzielanie tlenku azotu i
reaktywnych zwigzkéw tlenu, @ w konsekwencji moze pogiebi¢ uszkodzenia
tkankowe (Wandurska-Nowak 2004). Ponadto «agsteczki te mogg bezposrednio
przyzynia¢ sie do zaburzen metaboliznych, @ego przykfadem jest indukowanie
przez TNF hipoglikemii i kwasicy mleczanowej (Kwiatkowski i wsp. 1990). Wszystkie
te procesy wywierajg potencjalnie niekorzystny wptyw na przebieg kliniczny inwazji
Plasmodium spp. i mogg tlumaazyé wystepowanie przypadkéw ciezkiej zimnicy
takze u chorych z malarig spowodowang innymi gatunkami zarodzcdw, ktdére nie
wykazujg zdolnosd do wywotywania cytoadherencji zarazonych krwinek. Tego typu

przypadki w praktyce klinicznej naleza do rzadkosci, jednak wraz z rozwojem
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diagnostyki opartej na technikach molekulamych, pacjenci tacy coraz «esciej
opisywani sg w pismiennictwie (Price i wsp. 2007a).

Wiadomo, iz odpowiedz na inwazje Plasmodium spp. w zakresie produkcji i
uwalniania cytokin zapalnych zalezeé moze od wielu zynnikéw zwigzanych zardbwno
zZ organizmem gospodarza, jak i pasozyta. U o0sd6b zarzonych P. falciparum
obserwowano powigzania pomiedzy nasileniem ekspresji cytokin prozapalnych, a
szczepem zarodzca wywotujgcego chorobe (Malaguamera i wsp. 2002). Nie bez
zhaczenia pozostaje pochodzenie etniczne chorych oraz uwarunkowania genetycne.
Wykazano bowiem, iz wydzielanie TNF, IFNy oraz licznych interleukin, w tym IL-6
oraz IL-10, zwigzane moze by¢ z wystepowaniem okreSlonych polimorfizmow w
obrebie gendw kodujgcych te czastezki. Obserwowano rdwniez zaleznosci pomiedzy
okreslonymi mutacjami w genach dla TFN, IFNy oraz IL-6, a przebiegiem kliniznym
zimnicy u chorych afrykanskich (Gourley i wsp. 2002). U obywateli Mali stwierdzono
istnienie znaczacych mznic w ekspresji wybranych cytokin pomiedzy osobami
nalezacymi do dwdch plemion, charakteryzujcych sie zwykle odmienng podatnoscig
na zarazenie P. falciparum (Farouk i wsp. 2005). Dostepna literatura, jak i wyniki
badann wlasnych sugeruja, iz jednym z powyzszych czynnikéw moze by¢ rowniez
wiek oraz lizba uprzednio przebytych inwazji Plasmodium spp. (Mshana i wsp.
1991). Z powtarzajgcymi sie epizodami zimnicy wigza¢ sie moze bowiem
wytwarzanie przeciwciat przeciwko powierzchniowym antygenom glikolipidowym
zarodza, ktére in vitro wykazujg hamujgcy wptyw na produkcie TNF przez
jednojgdrzaste komodrki krwi obwodowej (Malaguarnera i wsp. 2002). W wynikach
wlasnych zwraca rowniez uwage bardzo wyrazna, znamienna réznia pomiedzy
stezeniem IFNy w surowicy chorych z pierwsza w zyciu malarig w poréwnaniu do
oséb, ktdre podaty w wywiadzie wczesniejsze inwazje Plasmodium spp. Zwigzek
ekspresji tej cytokiny z lizbg przebytych epizodow zimnicy i wyksztatcanymi w
przebiegu zachorowan mechanizmami ochronnymi sugerowano we wczesniejszych
publikacjach, jednak jak dotad potwierdzono go jedynie w eksperymentach in vitro
(Rhee i wsp. 2001).

Duza liczba oraz rdznorodnos$¢ domniemanych okolicznosci regulujgcych
ekspresje cytokin w przebiegu zimnicy przyzynia sie do niebagatelnej zmiennosci
osobnizej w tym zakresie. Zmiennos¢ taka wykazano w niedawno opublikowanej
pracy dotyczaej kinetyki ogdlnoustrojowej odpowiedzi cytokinowej w
eksperymentalnej inwazji P. falciparum u dorostych (Walther i wsp. 2006), a jej
istnienie potwierdzajg rowniez rezultaty badan wlasnych, a w szazegdlnosci wysokie
wartosci miar rozproszenia badanych zmiennych (Tabela 25-Tabela 30, str. 171-
173).
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Nalezy zauwazy¢ iz wyniki niniejszej pracy nie pozwalajg powigzac
charakteru odpowiedzi cytokinowej z poszczegdlnymi postaciami ciezkiej zimnicy
typowymi dla danej grupy wiekowej, tj. niewydolnosci wielonarzadowej u dorostych
oraz malarii mézgowej i glebokiej niedokrwistosci u dzieci. W przeciwienstwie do
sugestii spotykanej w pismiennictwie (Clark i wsp. 2008) obserwowano bowiem
podobny profil w zakresie ogdlnoustrojowej ekspresji cytokin w zimnicy o ciezkim
przebiegu zardwno u dorostych, jak i pacientow w wieku rozwojowym. Obie badane
grupy cechowaty sie szerokim zakresem objawdw  chorobowych i
wspotwystepowaniem u chorych licznych wykfadnikéw ciezkiej malarii. Mimo tak
zroznicowanej charakterystyki epidemiologiznej i kliniznej pacjentow, wykazano,
iz zimnia o ciezkim przebiegu w badanych grupach w sposdb uniwersalny wigze sie
z podwyzszonym surowiczym stezeniem prozapalnej interleukiny 18 oraz

przeciwzapalnej IL-10, stanowigcej zapewne element sprzezenia zwrotnego.

6.5 Przydatnosc¢ diagnostyczna oznaczen surowiczych

stezen wybranych cytokin w malarii

W celu okreSlenia przydatnosci diagnostycznej badanych zmiennych wykorzystano
ocene pol powierzchni pod krzywymi ROC. Krzywa ROC opisuje zaleznos¢ pomiedzy
odsetkami wynikow prawdziwie i fatszywie dodatnich dla kazdego z analizowanych w
badaniu parametrow. Obszar pod krzywg odpowiada zdolnosci rozdzielczej danej
zmiennej w zakresie dyskryminacji pomiedzy dwoma alternatywnymi stanami
klinicznymi, jest wiec miarg dokfadnosci diagnostycznej testu. Pole powierzchni tego
obszarmu wynoszgce 0,5 oznacza brak jakiejkolwiek zdolnosci rozdzielzej, podczas
gdy pole dwne 1,0 - doskonatg zdolnos$¢ rozdzielza. Wzgledne potozenie dwu lub
wiecej krzywych ROC dostarcza z kolei jako$ciowego pordwnania doktadnosci kilku
badan.

Wykazano, iz surowicze stezenia IL-6, IL-10, IL-18, a takze IL-12 u dorostych
z przywlezong malarig, darakteryzujg sie znaxzgcg statystyaznie zdolnoscig
dyskryminacyjng w zakresie odrdzniania przypadkéw malarii zagrozonych ciezkim i
tagodnym przebiegiem (WHO 2000). Najwieksze pole pod krzywg ROC u dorostych
pacjentow z przywleczong do Polski malarig uzyskano dla surowiczego stezenia IL-
18, natomiast u dzieci angolskich z zimnig wlasciwos$c¢ ta charakteryzowafa IL-10.
Warto zauwazy¢, iz doktadno$¢ diagnostyczna oznaczania poziomu tych cytokin w
surowicy, oceniana za pomoa analizy krzywych ROC, plasuje te parmametry wsrod

najbardziej uzyteznyc wskaznikow laboratoryjnych, identyfikujgcych ciezkie
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klinicznie postaci zimnicy (Tabela 19 i Tabela 24, str. 94 i116).

Warto podkresli¢, iz wykresy krzywych ROC uwazane sa za petng
reprezentacje zdolnosci testu do rozrdznienia dwdch wariantdw stanu zdrowia u
badanych os6b (Kochanska-Dziurowicz i wsp. 1999). Uwzgledniajg one aaty zakres
mozliwych punktow odciecia i sg niezalezne od czesto$ci wystepowania choroby w
badanej probie. W niniejszej pracy, na podstawie wykresow ROC, dla okreslonych
powyzej cytokin wyznaczono warto$ci progowe ich surowiczych poziomodw,
charakteryzujgce sie optymalng czuloscig i swoistoécig w roznicowaniu przypadkow
inwazji Plasmodium przebiegajgcych fagodnie i ciezko. Dla tak wybranydh punktéw
odciecia, obliczono wskazniki wiarygodnosci wynikdw dodatnich (LR+, z j. ang.
Positive likelihood ratio), uzyskujgc wartos¢ LR+ powyzej dwdch w odniesieniu do
IL-18 w obu populacjach, a takze IL-6 oraz IL-10 u dzieci angolskich z zimniq
(Tabela 31, str. 174; Tabela 32, str. 174). Rezultat taki pozwala uzna¢ oznaczanie
surowiczych stezen tych interleukin u chorych z malarig za testy uzyteczne w
procesie diagnostycznym (Fagan 1975). Analiza wskaznikdéw wiarygodnosci wynikow
ujemnych (LR-, z j. ang. Negative likelihood ratio) wykazata, iz powyzsze testy
charakteryzujg sie warto$ciami LR- nizszymi od 0,5 dla wyznazonych punktow
odciecia, @ uprawnia do podobnych wnioskéw. Zadne z analizowanych badah nie
uzyskato jednak wskaznikow wiarygodnosci z przedzialu typowego dla wartosci
wiarygodnosci decyzyjnej, a co za tym idzie oznaxzenia te powinny by¢ stosowane
jako badania dodatkowe w procesie diagnostycznym. Wysokie wartosci predykdji
wynikéw ujemnych (powyzej90%) otrzymane dla progowych stezen powyzszycd IL-
18, a takze IL-10 u Angolazykdéw, umozliwiajg z duzym prawdopobienstwem
wykluczenie ciezkich postaci zimnicy u chorych zarazonych Plasmodium spp. z
negatywnym wynikiem testu dla danej cytokiny (Tabela 31, str. 174; Tabela 32, str.
174). Oblizone dla tych samych surowiczych poziomdéw IL-10 oraz IL-18 wartosci
predykcji wynikow dodatnich (PPV - z j. ang. Positive predictive value) okazaty sie
nizsze i nie przekraczaty 70%. Trzeba jednak wzig¢ pod uwage, iz powyzsze
parametry dotycza jedynie pojedynczych wartosci progowych surowiczych stezen
badanyd interleukin. Wartosci predykcyjne, w tym NPV oraz PPV, zalezne sg od
obranego punktu operacyjnego na krzywej ROC i «estosSci wystepowania danego
stanu klinicznego w badanej probie. Dostarczajg one wiec ograniczong informacje o
charakterystyce testu, w przeciwienstwie do pemej analizy krzywych ROC, ktore
przedstawiajg, jak juz wspomniano, kompletny obraz dokfadnosci diagnostyznej
badania dla wszystkich punktdw odciecia. Ponadto, w zalezno$ci od potrzeb
diagnostyaznych wynikajgcych z okreslonej sytuacji klinicznej (koniecznos$¢

wykluczenia badz potwierdzenia rozpoznania), obierajgc inng wartos¢ progowg na
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krzywej ROC, mozna manipulowa¢ czutoscig i specyficznoscig testu laboratoryjnego,
co dwniez dotyczy badan ocenianych w niniejszej pracy. Nalezy jednak pamieta¢, iz
przesuwanie punktu oddecia wigze sie ze zmianami wszystkich rozpatrywanych
parametrow, w tym czufosci i swoistos$ci oraz wskaznikéw wiarygodnosci i wartosci
predykcyjnych (Jaeschke i wsp. 1998).

Warto zauwazy¢ iz analiza uzyteczno$ci badan laboratoryjnych wymaga
oceny wielu czynnikow, zwigzanych nie tylko z wtasciwosciami testow, ale rdwniez z
okoliznos$ciami ich zastosowan kliniznydh (Kochanska-Dziurowicz i wsp. 1999),
Przedstawione w niniejszej rozprawie obserwacje wydaj sie mie¢ istotne znazenie
w ocenie ciezkosd przebiegu kliniznego przywlezonej do Polski malari w
przypadku braku doswiadzenia w zakresie mikroskopowego rozpoznawania
gatunkow zarodzadw zimnicy oraz oceny intensywnosci inwazji w wielu laboratoriach
medyaznych w naszym kraju. Uzyskane rezultaty uprawniajg do stwierdzenia, iz
pomiar stezen wymienionych powyzej cytokin w surowicy krwi pacjenta zarazonego
Plasmodium spp., przed wigczeniem leczenia przeciwzimniczego, moze stanowic
dodatkowe narzedzie oceny ciezkosci przebiegu choroby. Uzyskana za jego pomoc
poprawa oceny rokowania u pacjenta, przez wptyw na optymalizacje decyzji
terapeutyaznych, wydaje sie szczegdlnie wazna dla pacjentdéw z dezkim przebiegiem
importowanej zimnicy, u ktérych jedng z przyczyn zgondw stanowi opoOznienie
wdrozenia intensywnych form terapii (Nahorskii wsp.2007).

Warto rowniez podkresli¢, ze badania wtasne przeprowadzono przy uzyciu
nieskomplikowanych technik immunoenzymatyaznych obarczonych jednostkowo
relatywnie nieduzymi kosztami. Jest to aspekt niezwykle wazny w odniesieniu do
ewentualnego wdrozenia tego typu analiz w realiach opieki zdrowotnej w krajach
rozwijajgcych sie, w ktdrych placdwki medyzne zwykle nie dysponujg mozliwoscig
wykonania peinego panelu badan laboratoryjnych oceniajgcych ciezko$¢ przebiegu
zimnicy, a dodatkowym problemem sg ograniczone perspektywy szkolenia personelu
laboratoryjnego, podyktowane wzgledami ekonomiznymi (Jason i wsp. 2001). W
takich warunkach, identyfikacja uniwersalnego laboratoryjnego markera ciezkiego
przebiegu zimnicy, wydaje sie szczegdlnie cenna. Biorgc pod uwage wszystkie
wymienione powyzejaspekty, mozna uzna¢, iz wykazana uzyteznos$¢ diagnostyczna
oznaczania surowiczych stezen wybranych interleukin stanowi punkt wyjscia do

dalszego badania roli tych testdow w postepowaniu klinicznym w malarii.

6.6 Uwagi koncowe

Niewatpliwie, pomimo szerokiego zakresu przeprowadzonych analiz, niniejsza
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rozprawa nie wyczerpuje w catosci podjetego zagadnienia. Cennym uzupetnieniem
tej pracy bytaby ocena profilu cytokinowego w poszczegdlnych postaciach ciezkiej
zimnicy. Szzegdlnie interesujgce wydaje sie pogtebienie dociekan w zakresie tych
wyktadnikow zimnicy o ciezkim przebiegu, ktore wydajq sie odrdzniac obie badane
populacie. Dotyzy to w szazegdlnosci ostrej niewydolnosci nerek u dorostych z
przywlezong zimnic i niedokrwisto$ci u dzieci afrykanskich. Wnikliwej oceny
wymagajq stwierdzone w materiale wiasnym, ale niepublikowane w niniejszej
rozprawie, liczne korelacje pomiedzy poziomami cytokin, zwlaszcza IL-18, a
laboratoryjnymi parametrami dysfunkcji narzadowych. Warte dalszych badan
wydaje sie by¢ rdwniez wyjasnienie relacji pomiedzy ogdlnoustrojowg ekspresig
cytokin, a «esto obserwowanymi w grupie chorych z importowang malarig
zaburzeniami krzepniecia. Zaleznosci takie mozna podejrzewaé na podstawie
przestanek teoretyznych i danych dotyczgacych innych jednostek chorobowych
(Esmon 2005), jednakze jak dotad nie zostaty one poddane kompleksowej analizie
w zimnicy. Podwyzszone poziomy cytokin stwierdzane w surowicy pacjentdw po
przebytej chorobie moga stanowi¢ przejaw bezobjawowego stanu zapalnego,
utrzymujgcego sie pomimo leczenia, co wskazuje kolejny kierunek badan, tym

bardziej, ze zagadnienie to nie bytlo dotychczas przedmiotem prac badawczych.
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7

1.

Whnioski

W przebiegu zimnicy dochodzi do nasilonej ogdlnoustrojowej ekspresji
licznych cytokin zapalnych, zaréwno wsréd dorostych z przywleczong malarig,
jak idzieci zamieszkujgcych rejon endemicznego wystepowania tej choroby.

Obserwuje sie rdwniez odpowiedZz humoralng przeciwko endogennym
biatkom Hsp60, przy czym u chorych dzieci z rejonu endemicznego zjawisko
to wystepuje wytgcznie wsrdd osodb z ciezkim przebiegiem malarii, natomiast

u dorostych z przywlezong zimnicg jest niezalezne od przebiegu choroby.

. Ciezki przebieg inwazji Plasmodium spp. wérdéd dorostych z importowang

zimnic i dzieci z rejonu endemicznego wystepowania choroby zwigzany jest
z podobnym surowiczym profilem cytokinowym, charakteryzujgcym sie
podwyzszonym stezeniem prozapalnych IL-18 oraz IL-6, jk mwniez

przeciwzapalnej IL-10.

Ekspresja cytokin moze by¢ zwigzana z wczesniejszg ekspozycjg na zarazenie
zarodzeem malari, ® w szczegdlnoéd dotyzy IFNy u dorostych z

przywlezong zimniq.

. Obserwowane podwyzszone stezenia cytokin zapalnych w surowicy

pacjentow po przebytej malari mogg $wiadczy¢ o utrzymywaniu sie
bezobjawowego stanu zapalnego, pomimo skutecznego klinicznie leczenia

przeciwzimniczego u tych osob.

. Surowicze stezenia IL-18 oraz IL-10 moga stanowi¢ przydatne narzedzie

diagnostyazne w rdéznicowaniu przypadkow zimnicy o fagodnym i ciezkim
przebiegu. Ze wzgledu na korzystne parametry uzyskane w analizie krzywych
ROC zoraz powszechng dostepnos¢ technik ich oznaczania, mogg one
stanowi¢ cenne uzupetnienie tradycyjnych badan laboratoryjnych, zardwno w
ocenie ciezkosci przebiegu przypadkéw zimnicy przywleczonej do kraju, jak i

w diagnostyce malarii wkrajach rozwijajacych sie.
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9 Aneks

W niniejszej czeSci rozprawy przedstawiono szczegdétowe dane statystyczne
dotyczace charakterystyki badanych zmiennych, w tym warto$ci miar rozproszenia
oraz skupienia stezen cytokin i przeciwciat przeciwko biatkom szoku temmicznego w
surowicach oséb badanych, a takze parametry wydolnosci diagnostycznej
oznacania surowiczych poziomdéw wybranych interleukin w zimnicy. Dane te
dostarczajg mozliwo$s¢ petnej interpretacji uzyskanych wynikow, jednak
umieszczenie ich we wczesniejszych rozdziatlach wptynetoby niekorzystnie na

czytelnos$¢ pracy.

Objasnienia do zamieszczonych ponizej tabel:

95% CI 95% Przedziatufnos$d (z j. ang. Confidence Interval)

Min. Warto$¢ minimalna

Maks. Warto$¢ maksymalna

SD Odchylenie standardowe (z j. ang. Standard Deviation)

SEM Btad standardowy s$redniej (z j. ang. Standard Error of the Mean)

PPV Warto$¢ predykcji wynikow dodatnich (z j. ang. Positive predictive
value)

NPV Wartos¢ predykcji wynikdw ujemnych (z j. ang. Negative predictive
value)

LR+ Wskaznik wiarygodnosci dla wyniku dodatniego (z j. ang. Positive
likelihood ratio)

LR- Wskaznik wiarygodnosci dla wyniku ujmnego (z j. ang. Negative

likelihood ratio)
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Tabela 25. Stezenia cytokin oraz przeciwciat przeciwko biatkom szoku termicznego w surowicy

dorostych z przywleczong do Polski zimnicg o ciezkim przebiegu

Czasteczka Srednia
TNF (pg/ml) 56,41
IFNy (pg/ml) 53,24
IL-6 (pg/ml) 92,17
IL-10 (pg/ml) 546,84
IL-12 (pg/ml) 115,21
IL-13 (pg/ml) 9,88
IL-18 (pg/ml) 1493,03
Przeciwciata

przeciwko Hsp60 161,31
(ng/ml)

Przeciwciata

przeciwko Hsp70 721,8

(ng/ml)

95% CI

36,01-76,81

30,57-75,91

14,27-170,08

309,75-783,93

69,93-160,48

4,92-14,84

970,14-2015,92

92,01-230,62

339,33-1104,27

Min.

13,35

1,29

0,27

12,85

2,03

0,54

84,46

24,4

56,68

Maks.

202,26

168,96

724

1436,0

408,04

53,9

4687,2

688,18

4133,21

Sb SEM
48,32 9,86

53,7 10,96
184,5 37,66
561,47 114,61
107,23 21,89
11,75 2,4
1238,3 252,77
164,12 33,5
905,77 184,89

Mediana

43,35

36,91

14,48

262,89

82,18

6,8

1014,02

101,3

493,42

Tabela 26. Stezenia cytokin oraz przeciwciat przeciwko biatkom szoku termicznego w s urowicy
dorostych z przywleczong do Polski zimnicg o tagodnym przebiegu

Czasteczka Srednia
TNF (pg/ml) 52,26
IFNy (pg/ml) 169,95
IL-6 (pg/ml) 37,39
IL-10 (pg/ml) 201,75
IL-12 (pg/ml) 313,83
IL-13 (pg/ml) 16,33
IL-18 (pg/ml) 602,85
Przeciwciata

przeciwko Hsp60 165,57
(ng/ml)

Przeciwciata

przeciwko Hsp70 709,8

(ng/ml)

95% CI

35,3-69,23

68,22-271,67

5,37-69,41

121,11-282,39

476,72-480,94

4,24-28,43

432,24-773,45

130,59-200,55

501,1-918,46

Min.

2,72

0,72

0,32

2,52

8,46

0,15

27,14

2,48

51,94

Maks.

439,58

2087,54

958,49

1436

4045,84

423,36

3336,93

563,54

5732,65

SD SEM
71,17 8,5
426,61 50,99
134,29 16,05
338,21 40,42
700,84 83,77
50,71 6,06
715,5 85,52
146,69 17,53
875,18  104,6

Mediana

31,94

15,71

8,96

52,33

136,17
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Tabela 27 . Stezenia cytokin oraz przeciwciat przeciwko biatkom szoku termicznego w s urowicy
dorostych Polakdéw po przebytej zimnicy

Czasteczka

TNF (pg/ml)

IFNy (pg/ml)

IL-6 (pg/ml)

IL-10 (pg/ml)

IL-12 (pg/ml)

IL-18 (pg/ml)

Przeciwciata
przeciwko Hsp60
(ng/ml)
Przeciwciata
przeciwko Hsp70
(ng/ml)

Srednia
28,89
14,17

4,1
44,28
102,08

450,67

209,29

493,95

95% CI

19,88-37,9

12,19-16,14

2,93-5,28

3,6-84,96

81,93-122,23

367,27-534,08

161,06-257,52

359,09-628,81

Min.

2,35

3,25

0,11

1,7

2,07

8,6

40,55

40,9

Maks.

189,79

33,09

15,96

871,32

252,256

1602,47

768

2529,61

SD

29,62

6,49

3,86

133,8

66,28

274,32

158,64

44,59

SEM

4,47

0,98

0,58

20,17

10

41,36

23,92

66,87

Mediana

23,18

14,81

3,44

14,07

85,41

448,71

186,88

399,75

Tabela 28. Stezenia cytokin oraz przeciwciat przeciwko biatkom szoku termicznego w surowicy
dzieci angolskich z zimnicg o ciezkim przebiegu

Czasteczka

TNF (pg/ml)

IFNy (pg/ml)

IL-6 (pg/ml)

IL-10 (pg/ml)

IL-12 (pg/ml)

IL-13 (pg/ml)

IL-18 (pg/ml)

Przeciwciata
przeciwko Hsp60
(ng/ml)

Srednia
123,76
72,39
96,94
272,9
194,27
32,46

835,53

79,59

95% CI

65,42-182,11

46,64-98,14

37,01-156,87

139,89-405,9

125,75-262,79

30,84-34,09

557,05-1114

40,89-118-26

Min.

47,62

31,83

20,71

29,57

42,41

27,52

220,76

21,42

Maks.

427,44

230,31

421,5

698,86

513,3

36,57

2179,41

262,59

SD

105,36

46,5

108,22

240,18

123,73

2,93

502,86

69,88

SEM

27,2

12,01

27,94

62,01

31,95

0,76

129,84

18,04

Mediana

70,85

59,2

56,63

148,1

164,28

32,09

793,79

53,82
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Tabela 29. Stezenia cytokin oraz przeciwciat przeciwko biatkom szoku termicznego w surowicy
dzieci angolskich z zimnicg o tagodnym przebiegu

Czasteczka

TNF (pg/ml)

IFNy (pg/ml)

IL-6 (pg/ml)

IL-10 (pg/ml)

IL-12 (pg/ml)

IL-13 (pg/ml)

IL-18 (pg/ml)

Przeciwciata

przeciwko Hsp60

(ng/ml)

Srednia
65,39
57,18
37,53
40,63
138,13
34,07

376,26

37,6

95% CI

58,87-71,91

54,62-59,75

28,32-46,75

33,02-48,24

113,09-163,17

32,11-36,03

322,58-429,92

29,46-47,74

Min.

40,06

46,09

11,23

16,89

21,93

28,96

223,9

1,95

Maks.

177,03

75,57

159,92

155,3

366,41

68,97

2042,73

146,99

SD

21,45

8,43

30,31

25,03

82,36

6,46

176,53

26,76

SEM

3,23

1,27

4,57

3,77

12,42

0,97

26,61

4,03

Mediana

63,73

55,84

24,31

33,96

127,72

32,86

372,57

29,83

Tabela 30. Stezenia cytokin oraz przeciwciat przeciwko biatkom szoku termicznego w surowicy
dzieci angolskich po przebytej zimnicy

Czasteczka

TNF (pg/ml)

IFNy (pg/ml)

IL-6 (pg/ml)

IL-10 (pg/ml)

IL-18 (pg/ml)

Przeciwciata

przeciwko Hsp60

(ng/ml)

Srednia
59,1
51,92
22,56
35,69

262,09

64,43

95% CI

53,29-64,9

49,54-54,31

19,73-25,87

22,16-49,23

202,01-322,17

32,02-96,83

Min.

43,33

45,3

17,68

12,67

98,64

14,18

Maks.

94,47

61,45

41,08

132,4

610,61

287,37

SD

12,4

51

6,04

28,92

128,37

69,23

SEM

2,77

1,14

1,35

6,47

28,7

15,48

Mediana

63,83

51,8

19,89

23,88

261,95

41,89
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Tabela 31. Parametry wydolnosci diagnostycznej surowiczych stezen wybranych cytokin,
uznanych za optymalne (progowe) za pomocg krzywych ROC w réznicowaniu lekkiej i
ciezkiej malarii u dorostych z zimnicg przywleczong do Polski

Cytokina = L2eite Specyficznosc Czutosc PPV* NPV** LR+ LR-
(pg/ml)

IL-6 13,68 64,0% 69,6%  43,2%  84,2% 1,93 0,48

1L-10 93,95 64,0% 66,7%  41,0% 83,6% 1,85 0,52

IL-12 99,443 60,0% 68,1%  40,5% 82,5% 1,70 0,53

IL-18 579,67 80,0% 72,5% 51,3% 90,9% 3,63 0,34

Tabela 32. Parametry wydolnosci diagnostycznej surowiczych stezen wybranych cytokin,
uznanych za optymalne (progowe) za pomoca krzywych ROC w réznicowaniu lekkiej i
ciezkiej malarii u chorych dzieci angolskich

Stezenie

Cytokina Specyficznosc Czutosc PPV* NPV** LR+ LR-
U (pg/ml) P

IL-6 29,2 73,3% 65,9%  42,3% 87,9% 2,47 0,47

IL-10 53,93 80,0% 84,1% 63,2% 92,5% 4,21 0,2

IL-18 403,94 80,0% 63,6% 42,9% 90,3% 3,18 0,46

Na kolejnych stronach aneksu przedstawiono zapisy porozumienia o wspOtpracy
naukowo-badawczej pomiedzy Akademig Medyzng w Gdansku a Uniwerstytetem
im. Agostinho Neto w Luandzie (Angola), uwzgledniajgeego dzialalnos¢
Miedzywydziatowego Instytutu Medycyny Morskiej i Tropikalnej w obrebie Centrum
Medyznego im. Sw. tukasza w Kifangondo. Dzieki tej umowie, podpisanej w roku

2004, mozliwe byto przeprowadzenie badan opisanych w niniejszej rozprawie.
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