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Малярия: глобальное бремя, диагностические проблемы и новые возможности
Введение
Малярия – болезнь, известная человечеству с древних времен и по-прежнему представляющая угрозу для 40% населения земного шара. Болезнь вызывается одноклеточным паразитом рода Plasmodium, который передается людям, в основном, через укусы инфицированных самок комаров  Anopheles. Другие пути передачи включают трансплацентарный (от матери к плоду), гемотрансфузионный с использованием контаминированных игл. Plasmodium инвазирует печень и эритроциты, в которых он размножается, разрушая клетки и и вызывая комплекс симптомов и осложнений, таких как анемия, лихорадка, головная боль, озноб и желтуха. 
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Рис. 1 Страны с  эндемичными случаями и их статус в 2019 [1].


В настоящее время малярия, в основном, встречается в тропических и субтропических регионах вблизи экватора (Рис. 1), в которых условия окружающей среды благоприятны для круглогодичной передачи возбудителя. Стабильно теплый климат (≥ 20° C) с долгими сезонами дождей создает идеальные условия для воспроизводства комаров и размножения в них паразита. Более того, наличие сельскохозяйственных районов с неудовлетворительными условиями проживания и скученностью людей позволяет инфекции более эффективно передаваться от человека к человеку [1].
Глобальное бремя
Малярия – хорошо диагностируемое, предотвратимое и поддающееся лечению заболевание, но глобальное бремя болезни до сих пор очень высоко. Понимая необходимость координированных усилий для борьбы с малярией, Всемирная организация здравоохранения (ВОЗ) разработала первую глобальную инициативу по эрадикации малярии в 1955 г.. Несмотря на первоначальный успех и элиминацию малярии в 37 странах, программа столкнулась с множеством проблем и была закрыта в 1972 г.. После 30-летнего периода, в течение которого десятки миллионов людей погибли по причине отсутствия программ по контролю малярии, борьба с малярией в 2000 г. возобновилась, а ее результаты стали отчетливо видны два десятилетия спустя [2].
Согласно графикам ВОЗ, ежегодное оценочное количество случаев малярии снизилось с 238 млн в 2000 г. до 229 млн в 2019 г., одновременно с почти 50%-ным снижением ежегодного количества летальных исходов с 736 тыс. в 2000 г. до 409 тыс. в 2019 г., несмотря на постоянный рост населения (Рис. 2). В результате действующих программ по контролю малярии за данный период число эндемичных стран снизилось со 108 до 87, заболеваемость – с 80 до 57 случаев на 1000, смертность – с 25 до 10 случаев на 100 тыс. населения [1].
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Рис. 2 Ежегодное оценочное количество случаев малярии и летальных исходов с 2000 по 2019 [1]. Данные о численности населения получены с ourworldindata.org.
Наивысшее бремя малярии приходится на африканский регион, в котором регистрируется 94% случаев и смертей ежегодно, а 27 из 29 стран Африки обеспечивают 95% случаев малярии во всем мире. Наиболее пораженными странами являются Нигерия и Демократическая Республика Конго с 27% и 12% общемировых случаев заболевания, соответственно. 

Европейский регион считается свободным от малярии с 2015 г., но случаи малярии продолжают регистрироваться: так, в 2019 г. их выявлено 8 641. Данные случаи были описаны как завозные из эндемичных по малярии стран, и благодаря эффективной системе наблюдения, диагностики и лечения удалось предотвратить распространение инфекции в регионе [3].
Наиболее уязвимыми категориями населения являются беременные женщины и дети в возрасте до 5 лет. В данных группах иммунная система либо потенциально компрометирована, либо является «наивной». Бремя малярии в детской популяции является очень высоким, составив 67% в 2019 г. По экспертным оценкам, 12 млн женщин были инфицированы малярией во время беременности, в результате чего 822 000 детей родились маловесными [1].
За истекший двадцатилетний период в рамках Глобальной программы ВОЗ по малярии была внедрена инициатива ‘T3: Test. Treat. Track.’ (Тестирование. Лечение. Мониторинг) с целью поддержки эндемичных по малярии стран в достижении максимального охвата тестированием и лечением, а также в усилении эпидемиологического надзора (Рис. 3). Инициатива включает следующие положения: (1) Каждый подозрительный на малярию случай должен быть лабораторно обследован, диагноз должен быть подтвержден микроскопически либо с помощью экспресс-теста до начала лечения; (2) каждый подтвержденный случай должен быть пролечен качественными антималярийными препаратами в зависимости от тяжести заболевания; (3) каждый подтвержденный случай, включая проведенные диагностические тесты и назначенное лечение, должен быть внесен в специальную информационную систему для идентификации групп риска и рационального распределения ресурсов [4].
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Рис. 3 Стратегия T3 Глобальной программы ВОЗ по малярии.
Plasmodium 
Пять видов рода Plasmodium в настоящее время известны в качестве возбудителей малярии у человека, но только 2 из них, Plasmodium falciparum and Plasmodium vivax, ответственны за подавляющее большинство случаев. 
P. falciparum вызывает наибольшее число летальных исходов и является возбудителем 97.2% случаев малярии во всем мире и 99.7% случаев в Африке. P. vivax, с другой стороны, наиболее широко распространен географически, являясь преобладающим возбудителем в Юго-Восточной Азии (51.7% случаев) и Америке (72.3% случаев).
Передача и жизненный цикл малярийного плазмодия включают стадии развития в организме комара и в организме человека (печень и эритроциты) (Рис. 4 и 5) [5].
a.  Внеэритроцитарный цикл; репликация в печени
 
Инфекция передается с укусом инфицированного комара, внедряющего спорозоиты в организм человека. С током крови они инфицируют гепатоциты, где созревают в шизонты и реплицируются. Через некоторое время шизонты разрываются, разрушают инфицированные гепатоциты, и в кровоток выходят мерозоиты. 
b. Эритроцитарный цикл; бесполое размножение в эритроцитах 
 
Мерозоиты инфицируют эритроциты, размножаются бесполым способом и превращаются в незрелые трофозоиты с отчетливой кольцевидной формой. Некоторые трофозоиты созревают в шизонты, которые затем разрываются и разрушают инфицированные эритроциты с высвобождением мерозоитов, инфицирующих новые эритроциты. 
c. Эритроцитарный цикл; половое размножение в эритроцитах 
     На стадии незрелых трофозоитов некоторые клетки дифференцируются в гаметоциты: мужские микрогаметоциты и женские макрогаметоциты, которые могут передаваться комарам при укусах. 
d. Спорогония; размножение в организме комара
 
Гаметоциты, полученные из организма инфицированного человека, достигают желудка комара, где микрогаметы проникают в макрогаметы, образуя подвижные зиготы. Зиготы удлиняются в оокинеты, инвазирующие стенку средней кишки комара, где они развиваются в ооцисты. Ооцисты увеличиваются в размерах, затем лопаются с высвобождением спорозоитов, которые достигают слюнных желез комара и передаются при укусе следующему хозяину-человеку. 
Несмотря на сходные жизненные циклы, P. falciparum and P. vivax имеют некоторые отличия. У P. falciparum первая внутрипеченочная стадия занимает в среднем 5.5 дней в сравнении с 8 днями у P. vivax, а количество мерозоитов, высвобождающихся из одного гепатоцита, достигает 30 000, по сравнению с 10 000 у P. vivax. У обоих видов шизогония продолжается 48 ч, но инкубационный период у P. falciparum в среднем продолжается 11 дней по сравнению с 14 днями у P. vivax, а трофозоиты P. falciparum образуют меньшие кольца в сравнении с более крупными у P. vivax. Кроме того, P. falciparum может инфицировать любые эритроциты, не вызывая их увеличения в размерах, а P. vivax инфицирует ретикулоциты и приводит к их увеличению в размерах. Различия в типах клеток-мишеней объясняют разницу в максимальном уровне паразитемии, достигающем 50% при тяжелой малярии, вызванной P. falciparum, и лишь 2-5% при малярии, вызванной P. vivax [6].
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Рис. 4 Жизненный цикл малярийного плазмодия.
Источник: Hill A (2011): ‘Vaccines against malaria’. Philosophical Transactions of the Royal Society B [5].
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Рис. 5 Морфология Plasmodium falciparum (A–D) и Plasmodium vivax (E–H).
Показаны кольцевидные трофозоиты (A, E), зрелые трофозоиты (B, F), шизонты (C, G) и гаметоциты (D, H).
Источник: Rob Koelewijn and Jaap van Hellemond, Dept. Medical Microbiology & Infectious Diseases, Erasmus MC University Medical Center Rotterdam, The Netherlands.
Клинические проявления
Клинические проявления малярии различны. У многих пациентов отмечается бессимптомная форма малярии, при которой концентрация возбудителя в кровотоке невелика (паразитемия менее 5 000 на мкл крови). При инфицировании паразитами менее 0.1% эритроцитов может наблюдаться легкая степень анемии. Данная форма малярии типична для лиц с выраженной иммунной защитой, выработавшейся в течение многих лет в процессе постоянного контакта с возбудителем, например, подростков и взрослых, проживающих на эндемичных территориях. 
Легкая форма малярии начинается с классических проявлений, таких как лихорадка, слабость, головная боль и сонливость. Уровень паразитемии превышает 5 000 на мкл, имеется легкая анемия с 0.1% инфицированных эритроцитов. Данная форма малярии часто присутствует у мигрантов, также имеющих иммунитет. 
Наиболее выраженными являются проявления болезни при тяжелой малярии, характеризующейся осложненным течением и признаками тяжелого поражения внутренних органов. Уровень паразитемии достигает 100 000 на мкл, имеются проявления тяжелой анемии с паразитарной инвазией до 10% эритроцитов. Данный тип малярии выявляется преимущественно на эндемичных территориях, у неиммунных или иммунокомпрометированных лиц, например, детей до 5 лет, беременные, туристы, ранее не контактировавшие с возбудителем. 
Анемия
Анемия может выявляться при всех клинических формах малярии, и, так или иначе, способствует возникновению летальных исходов. Были описаны некоторые механизмы, объясняющие патогенез анемии при малярии. Наиболее очевидным является разрушение инвазированных эритроцитов при разрыве шизонтов и выходе мерозоитов. Возрастание уровня паразитемии приводит к увеличению количества гемолизированных клеток. В то же время, селезенка способна удалять паразиты из инфицированных эритроцитов и возвращать клетки обратно в кровоток. При увеличении селезенки уровень клиренса возрастает, но «очищенные» эритроциты имеют более короткую продолжительность жизни.
Наибольший вклад в развитие анемии, тем не менее, вносит процесс разрушения неинвазированных эритроцитов. Мембрана эритроцита, с ее характерной формой и структурой, обладает свойством деформируемости, позволяющим эритроцитам проходить через капилляры меньшего диаметра, в том числе через «фильтр» селезенки. При малярии деформируемость эритроцитов снижается, и значительная часть здоровых, но ригидных эритроцитов удаляется из кровотока и разрушается в селезенке, что приводит к гемолизу и анемии. В итоге, при малярии наблюдается нарушение эритропоэза. Провоспалительные цитокины и другие факторы, высвобождающиеся в процессе инфекции, подавляют образование эритроцитов и способствуют деструкции их предшественников [7].
Клинические находки и сложности 
Ранняя и точная диагностика малярии является жизненно необходимой, т.к. специфическая терапия, начатая вовремя, может предотвратить осложнения и снизить риск летального исхода. Диагностический процесс начинается с клинического обследования и предварительного диагноза, выставленного на основании определенного комплекса симптомов, зависящего от эндемичности территории по малярии и типов немалярийных лихорадок, распространенных в данной местности. 

Клинические проявления малярии не являются специфичными по сравнению с другими инфекционными заболеваниями. Причины лихорадки могут варьировать от обычной вирусной инфекции до тяжелых, угрожающих жизни состояний, требующих экстренного вмешательства. Малярия может сочетаться с другими заболеваниями, такими как пневмония, также требующими неотложной помощи, особенно у детей раннего возраста. Поэтому при осмотре лихорадящего больного невозможно распознать малярию только на основании клинических данных. Соответственно, для эффективного лечения и спасения жизни больного необходим точный диагноз. Подтверждение диагноза малярии еще более важно в регионах с успешно реализуемыми программами по ее контролю, в которых заболеваемость снижается, и вероятность того, что именно малярия является причиной лихорадки, невелика. В таких условиях необходима уверенность в том, что антималярийные препараты не применяются без показаний, а другие состояния диагностируются и лечатся адекватно. 
Целью тестирования на малярию пациента с острой фебрильной лихорадкой является подтверждение наличия или отсутствия данной инфекции и принятие решения о назначении антималярийных препаратов. 
Современные диагностические тесты и новые возможности
1.Ускоренная диагностика (RDT)
 
Простым и легко выполнимым является иммунохроматографический тест для выявления антигенов малярийного плазмодия в капле крови из пальца (Рис. 6). При выполнении данного теста не требуются вода, электричество и лабораторные приборы, он может быть выполнен даже в удаленных поселениях. Выполнение теста не требует специальных навыков, опыта и участия сотрудников лаборатории. RDT выпускаются в различных форматах: кассета, стержень, карта и комбинированный формат. Время проведения теста составляет около 15 мин. 
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Рис. 6 Кассета RDT cassette
 Таблица  1 Сложности в применении RDT
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Низкая специфичность Ложноположительные рез-ты
                  Невозможно дифференцировать старую            и свежую инфекцию
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Чувствительность                     Вариабельна  (~ > 100 разных RDTs на рынке)                                                                                                      зависит от усл. хранения и вида возб-ля                                           
                                                 Появление мутаций в Histidine-Rich Protein 2 (HRP-2) у P. falciparum: ложно-отр. рез-ты
  Низкий уровень чувствительности  ~ 100–200 паразитов/μL   
Ультрачувствительные HRP-2 RDTs демонстрируют в 10 раз более низкий уровень чувствительности в сравнении с традиционными тестами 
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Диагностические ограни-

чения                                       Непрямой метод

                                                    Без подсчета количества паразитов 


2. Микроскопия
 
По рекомендации ВОЗ, до назначения противомалярийных препаратов всем пациентам с подозрением на малярию должна быть проведена ускоренная диагностика с помощью микроскопии или экспресс-теста (RDT) [8]. Используется классический метод окраски по Романовскому-Гимзе с последующим исследованием тонкой и толстой капли. 
  При этом точность результатов микроскопии зависит от квалификации сотрудника, качества реагентов, качества приготовленных мазков и настройки микроскопа, имеющего адекватный источник света. Кроме того, рабочая нагрузка специалиста должна быть низкой или умеренной во избежание переутомления. Соответственно, хорошее качество микроскопии труднодостижимо, особенно в удаленных медицинских учреждениях, куда, как правило, и обращаются пациенты эндемичных стран. Частный сектор, также предоставляющий лабораторные услуги существенной части населения некоторых стран, зачастую недостаточно оснащен. 
 
Проблемой неэндемичных стран, имеющих возможность соблюдения всех технических требований, но крайне редко сталкивающихся с малярией, является недостаток опыта специалистов гематологических лабораторий и возможная гиподиагностика. 
 
В настоящее время малярия диагностируется двумя основными методами: RDT и микроскопией. По мнению ВОЗ и CDC, оба метода имеют существенные диагностические недостатки: RDT доступен, является быстрым и легким в выполнении; микроскопия является золотым стандартом в диагностике малярии, но в значительной степени зависит от оснащенности лаборатории и квалификации персонала. 
Таблица 2 Проблемы в микроскопии при диагностике малярии
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Вариабельность рез-тов качество мазка 
                                                        опыт специалиста   
                                                       затрачиваемое время,  
                                                                 т.e. кол-во полей зрения, просмотренных для отрицательного заключения
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Микроскопия является   чувст-ть недостаточно высока, особенно золотым стандартом, но               при беременности
дает ложно-отр. рез-ты                  чувст-ть зависит от рабочей нагрузки 
                 обычная LoD ~ 100–500 паразитов/μL, экспертная LoD ~ 5–50 паразитов/μL 
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Диагн. ограничения  субъективный результата – зависит от опыта специалиста
 дефицит опытного персонала  
не стандартизированы программы обеспечения качества (по странам)


3. Молекулярные тесты
 
 Полимеразная цепная реакция (ПЦР) – широко распространенный молекулярный метод выявления генома Plasmodium в образцах крови. Принципом ПЦР является копирование (амплификация) специфического фрагмента ДНК. В плане диагностики это означает возможность детекции определенного микроорганизма в образцах, полученных от человека. Метод считается быстрым (по сравнению с культуральным) и высокоспецифичным в диагностике инфекционных заболеваний. ПЦР является прекрасным дополнением к микроскопии для подтверждающей идентификации Plasmodium в клинических образцах. Существуют различные типы ПЦР – классическая для качественного подтверждения и количественная (qPCR) – для оценки числа копий генома – т.е. паразитов – в образце. 
Идентификация всех видов (при получении положительного результата на малярию) и дифференциация между видами зависит от выбора ПЦР-праймеров (коротких последовательностей ДНК, применяемых для маркировки специфической последовательности ДНК, присутствующей только у малярийного плазмодия) и условий реакции. ПЦР широко используется в качестве подтверждающего теста, особенно для подтверждения вида, и, к сожалению, часто применяются реагенты «собственного производства», а не стандартизированные диагностические наборы.

  Еще одним современным молекулярным методом является LAMP – loop-mediated isothermal amplification (петлевая изотермическая амплификация). По аналогии с ПЦР, специфическая последовательность ДНК помечается молекулами праймеров и амплифицируется с последующей детекцией. LAMP отличается от ПЦР постоянной температурой реакции при использовании другого типа полимеразы. Благодаря простоте в сочетании с определенной устойчивостью к помехам, LAMP обладает потенциалом как простой, но специфичный скрининговый тест на инфекционные заболевания в полевых условиях. 

На основе LAMP были разработаны автоматизированные платформы, которые используются для скрининга и/или подтверждения диагноза малярии в некоторых учреждениях, преимущественно в неэндемичных странах. 
 Учитывая тот факт, что и ПЦР, и LAMP выявляют только геном паразита, ни один из них не подходит для выявления конкретных стадий жизненного цикла. Это требует специализированного анализа – ПЦР с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) на уровне транскриптома.
Таблица 3 Проблемы и ограничения молекулярных тестов – ПЦР и LAMP
	
	PCR
	LAMP

	Доступность
	
[image: image7]  ограниченная доступность – только в специализированных центрах на специальном оборудовании
сравнительно высокая стоимость
  недоступна по запросу (требуется партия образцов)
требует высокого уровня экспертности
	  Лучшая доступность, менее спец оборудование
  Дешевле обычной ПЦР 
Доступна по запросу
Более низкие требования к экспертности

	Чувствитель-ность
	
[image: image8]  очень чувствительна, но высоко вариабельна, что зависит от:
· Целевого гена
· Числа мишеней
· Возраста/количества образца
· Качества ДНК/РНК 

[image: image9]  зависит от использ. технологии (колич. или кач.)
	высоко вариабельна, что зависит от:
· Целевого гена
· Числа мишеней
· Возраста/количества образца
· Качества ДНК/РНК 

[image: image10]  зависит от использ. технологии (колич. или кач.)

	Диагностические ограниче-ния
	
[image: image11]  часто используются нестандартизированные методы, поэтому результаты могут отличаться

[image: image12]  затруднена идентификация стадий развития паразита, особенно гаметоцитов, что требует спец. анализа (RT-PCR)

[image: image13]  контаминация ампликонами в рабочей зоне создает риск ложно-положительных результатов
	  Коммерческие наборы стандартизированы
  Невозможна идентификация стадий развития
контаминация ампликонами в рабочей зоне создает риск ложно-положительных результатов


4. Гематологический анализатор для подсчета инфицированных эритроцитов 
Некоторые производители гематологических анализаторов ввели маркировку малярии на разных моделях анализаторов. Чувствительность и специфичность этих флагов сильно различаются и поэтому никогда не смогут заменить методы скрининга. Общая идея заключается в том, что производители используют алгоритмы для обнаружения возможного присутствия инфицированных паразитами эритроцитов, которые мешают измерению в определенных каналах.
 XN-31 — автоматический гематологический анализатор, в который встроен новый лазер. В сочетании с новым реагентом анализатор позволяет обнаруживать и подсчитывать инфицированные малярией эритроциты (MI-RBC). XN-31 сообщает о паразитемии не только в виде абсолютного числа (MI-RBC#), но в виде отношения инфицированных эритроцитов к общему количеству эритроцитов (MI-RBC%), а результирующая диаграмма рассеяния дает визуальное изображение зараженных клеток. При каждом измерении выполняется одновременный общий анализ крови (ОАК), поскольку анемия является основным фактором смертности при малярии, а степень тромбоцитопении указывает на тяжесть заболевания.
XN-31 предназначен для использования в качестве альтернативы микроскопии мазка для быстрой и объективной диагностики малярии у лиц с клиническим подозрением на малярию. Он доступен 24 часа в сутки 7 дней в неделю, независимо от опыта пользователя и без необходимости какого-либо предыдущего опыта в диагностике малярии. Анализатор обеспечивает точный подсчет и прямое обнаружение паразитов и демонстрирует 100 % чувствительность (95% ДИ: 97,0–100%) и 100% специфичность (95% ДИ: 92,6–100%) для обнаружение малярийного плазмодия [9]. 

Анализатор обеспечивает массовое тестирование и быстрый и простой мониторинг, дающий стабильные объективные результаты, не зависящие от опыта. XN-31 имеет постоянный стандартный предел количественного определения (LoQ) 20 паразитов/мкл, обеспечивая надежный подсчет даже при низкой паразитемии, что позволяет клиницистам оценить гематологический ответ пациента во время лечения. На подсчет не влияют мутации паразитов, в отличие от мутации богатого гистидином белка 2 (HRP2) P. falciparum, влияющей на эффективность RDT.
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Перспективы
В глобальном масштабе, благодаря расширению охвата эффективными мероприятиями и увеличению ресурсов, достигнут прогресс в снижении бремени малярии и смертности от нее.
На будущее борьбы с малярией значительно влияют внешние факторы, включая рост населения, миграцию, нищету, неравенство, сложные чрезвычайные ситуации и изменение климата в сочетании со слабыми системами здравоохранения и биологическими угрозами, такими как устойчивость к инсектицидам и химиопрепаратам.
Глобальная техническая стратегия борьбы с малярией направлена на [10]:
 обеспечение всеобщего доступа к средствам профилактики, диагностики и лечения малярии.
 активизацию усилий по ликвидации и достижению статуса страны, свободной от малярии. 
организацию эпиднадзора за малярией.

Диагностические инструменты, доступные круглосуточно и не связанные с квалификацией персонала, могут поддержать Глобальную техническую стратегию, их следует использовать для расширения доступа к качественной ранней диагностике и лечению.
[6] R iedel S et al. (2019): Jawetz, Melnick, & Adelberg’s Medical Microbiology, Twenty-Eighth Edition. McGraw-Hill Education/Medical.
[7] W hite NJ (2018): Anaemia and malaria. Malar J 17(1): 371.
[8] Global Malaria Programme (2021): WHO Guidelines for malaria. WHO.
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