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SEED Hematologia

Malaria — problem globalny

Wprowadzenie

Malaria jest plagg ludzkosci od czaséw starozytnych i stanowi W 2012 roku potwierdzono 5161 przypadkéw malarii w 26 euro-
powazne zagrozenie dla okoto potowy ludnosci swiata. Mimo, iz pejskich krajach. 85% z tych przypadkéw odnotowano w pieciu
jest problemem gtéwnie w regionach tropikalnych, to ze wzgledu krajach: Francja, Wielka Brytania, Niemcy, Hiszpania i Belgia, a
na turystyke i globalizacje wystepuje ona coraz czesciej takze 99 % z nich to zakazenia, do ktérych doszto w czasie podroézy [1].

w obszarach nieendemicznych.

% Narazonej populacji
Brak epidemii lub
brak transmisji
0-20
21-40
41-60

mm 61-80

mm 81-100

% of Population at risk, 2013
© 2075 Global Malaria Mapper

Ryc. 1 Populacja narazona na zarazenie malariq, wedtug danych z 2013 roku [3]
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Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) szacuje, ze na catym $wiecie,
na zakazenie malarig i rozwéj choroby narazonych jest 3,3 miliarda
ludzi w 97 krajach i terytoriach (ryc. 1). 1,2 miliarda jest w grupie
wysokiego ryzyka (> 1/1000 szansy na rozwdj malarii w ciggu roku).
Wedtug ostatnich obliczer w 2013 roku na catym swiecie wystapito
198 milionéw przypadkéw malarii (zakres niepewnosci 124 - 283 min)
a choroba ta doprowadzita do 584 tys. zgondéw (zakres niepewnosci
367 - 755 tys.). Obciazenie jest najwieksze w afrykarskim regionie
WHO, gdzie okoto 90 % wszystkich zgonéw z powodu malarii
wystepuje u dzieci ponizej 5 roku zycia, co stanowi 78 % wszystkich
zgondw [2].

Wyzwania diagnostyczne

Diagnostyka i leczenie sa powszechne w krajach, w ktérych choroba
wystepuje endemicznie. Niestety, w Europie lekarze prowadzacy
czesto maja trudnosci w doradzeniu srodkéw profilaktyki lub posta-
wieniu szybkiej i jednoznacznej diagnozy w przypadku wystgpienia
infekgji. Niezaznajomieni z obrazem klinicznym, moga Zle interpre-
towac podstawowe objawy kliniczne takie jak: goraczka, dreszcze,
béle gtowy, béle miesni, powiekszenie watroby lub trzustki, nudnosci
i wymioty, béle brzucha i/lub biegunka, jako zakazenie grypowe
lub inna podobna choroba. Jednoczesny brak historii pobytu
w regionach endemicznych malarii nie wyklucza diagnozy malarii.
Problemem w takich przypadkach jest jednak to, ze malaria
zazwyczaj nie jest uwzgledniana w diagnostyce réznicowej przez
wiekszos¢ lekarzy, ktérzy nie spotykali sie wcale lub nie mieli zbyt
wiele kontaktu z pacjentami cierpigcymi na malarie. Dlatego czesto
wtasciwa diagnoza i leczenie rozpoczyna sie dopiero po uptywie
znacznej ilosci cennego czasu. W zaleznosci od rodzaju patogenu,
takie opdznienia moga byc smiertelne dla pacjenta.

Dlatego tez, dla pacjenta jak i dla lekarza prowadzacego oraz
laboratorium, sprawg najwyzszej wagi jest to, aby wykorzystac
wszelkie dostepne informacje w sposéb, ktéry umozliwia szybkie
rozpoznanie i leczenie. Jest to szczegdlnie wazne w Europie, gdzie
szybkie testy na malarie nie stanowig czesci standardowego pro-
gramu badania pacjenta z objawami grypopodobnymi. Takie testy
sg wymagane tylko wtedy, gdy podejrzewa sie zakazenie malaria.
Oprécz objawéw klinicznych i informacji o podrézach pacjenta,
w niektérych przypadkach nieprawidtowosci w badaniu krwi, moga
by¢ pomocne w podjeciu decyzji o zleceniu testu na malarie lub
wykonaniu rozmazu krwi (,,gruby rozmaz" i ,,rozmaz cienki"). Do
przeprowadzenia petnego zakresu badar niezbedny jest wykwalifiko-
wany personel z dobrg wiedza na temat morfologii oraz mozliwosci
i ograniczen analizatoréw hematologicznych. W zwigzku z tym nalezy
wzig¢ pod uwage, takze czutosc ,grubego rozmazu” jako badania
referencyjnego. Nawet w rekach eksperta, brak czutosci w ,,grubym
rozmazie" powoduje wyniki fatszywie ujemne [4].

Badania morfologii krwi sg czesto wykonywane u pacjentéw
z malaria. Wnikliwa analiza wynikéw dostarczanych przez auto-
matyczne analizatory hematologiczne wykazata, ze kilka zmian,

gtéwnie zwigzanych z nieprawidtowosciami biatych krwinek
(WBC) na skatergramie, byto na tyle charakterystycznych, aby
zasugerowac zakazenie malariag u tych pacjentéw, bez wiedzy
na temat ich stanu klinicznego [5].

Malaria

Malaria jest wywotywana przez 5 gatunkéw pasozyta nalezacego
do rodzaju Plasmodium. Cztery z nich - P. falciparum, P. vivax,
P. malariae oraz P. ovale - to ludzkie gatunki malarii, ktére przeno-
szone s3 z jednej osoby na drugg przez samice komara z rodzaju
Anopheles. W dalszej czesci artykutu bardziej szczegétowo opisane
zostana P. falciparum oraz P. vivax, poniewaz wystepuja one naj-
czesciej i majg bardzo charakterystyczne réznice w odniesieniu do
przebiegu choroby, rozmazu krwi i wynikéw z analizatora hemato-
logicznego.

1. Plasmodium falciparum

Patogen ten jest najbardziej rozpowszechniony w Afryce i jest
odpowiedzialny za wiekszos$¢ $smiertelnych przypadkéw malarii [2].
Po tym jak cztowiek zostaje ugryziony przez zainfekowana samice
komara Anopheles (posredniego gospodarza dla wszystkich rodza-
jow malarii), patogen atakuje hepatocyty. Tam, po czasie inkubadji
wynoszacym 8 do 12 dni, dojrzewa do schizontéw tkankowych,
z ktérych do krwiobiegu uwalnianych jest tysigce merozoitéw.
Te, atakujg krwinki czerwone (RBC), tworzac pierscieniowe trofo-
zoity, ktérych nazwa pochodzi od sygnetowego wygladu: kropki
chromatyny i niebieskiego kregu cytoplazmy pasozyta (patrz ryc.
2i 3). Pierscieniowe stadium trofozoitu dojrzewa do schizonta,
ktéry pekajac uwalnia kolejne merozoity, a te zarazajg kolejne
krwinki czerwone. Niektére trofozoity réznicuja sie w game-
tocyty. Gametocyty nie wykazujg dalszego wzrostu w ludzkim
gospodarzu.

Podczas swojego wewnatrzczerwonokrwinkowego rozwoju
bezptciowego, trofozoit zywi sie hemoglobing przez wchtanianie
matych ilosci cytoplazmy erytrocytéw. Globina jest poddawana
dalszemu trawieniu i rozktadowi na aminokwasy, wykorzystywane
na potrzeby metaboliczne pasozyta. Jednak hem jest toksyczny
dla pasozyta i dlatego jest agregowany do nierozpuszczalnego
ciemnobrgzowego krysztatu zwanego hemozoina, ktéry moze sie
gromadzi¢ w zainfekowanych krwinkach czerwonych. Hemozoina
jest uwalniana przez pekniecie zainfekowanych krwinek czerwo-
nych i jest aktywnie fagocytowana przez cyrkulujagce monocyty

i neutrofile, jak i makrofagi tkankowe watroby i sledziony. He-
mozoina aktywuje uwalnianie réznych mediatoréw prozapalnych
przez monocyty/makrofagi, w tym TNF-a, IL-1B i chemokiny MIP-Ta
i MIP-1B, ale réwniez odgrywa role inhibitora dojrzewania i funkgji
niedojrzatych komérek dendrytycznych i moze by¢ odpowiedzialna
za niektdre cechy ttumienia uktadu odpornosciowego, charaktery-
stycznego dla infekcji malarii [6]. Hemozoina jest takze wytwarzana
przez wszystkie inne gatunki Plasmodium. Dalsze rozmnazanie

i rozwoj patogenéw powoduje pekanie krwinek czerwonych.
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Uwolnienie pasozytéw i ich produktéw przemiany materii osta-
tecznie doprowadza do widocznych objawdw klinicznych, takich
jak: goraczka i dreszcze. Zazwyczaj okres inkubacji wynosi okoto
12 dni od momentu infekcji P. falciparum. Charakterystyczna dla
obrazu klinicznego jest zmiana powierzchni krwinek czerwonych;
ktéra powoduje ich "przyklejanie” do komérek srédbtonka, wyscieta-
jacego $wiatto naczyn. Wtasciwosci adhezyjne erytrocytéw podnosza
ryzyko niedroznosci naczyr wiosowatych, np. w mézgu (tak zwana
,malaria mézgowa”) lub w nerkach, co powoduje niedotlenienie

i powazne uszkodzenie narzadéw i jest gtéwnym powodem wysokiej
Smiertelnosci wywotanej infekcja tego rodzaju patogenu.

Jednoczesnie, te same wtasciwosci adhezyjne wptywaja na to,
ze jedynie szczegdlne formy zainfekowanych krwinek czerwonych
sg wykrywane z krwi obwodowej- przede wszystkim wyzej wymie-
nione formy pierscieniowe.

Oproécz tego, ze w krwinkach czerwonych wykrywana jest forma
pierscienia, w rozmazie krwi mozna zaobserwowac réwniez inne
cechy:

1. Zainfekowane krwinki czerwone wykrywalne w rozmazie krwi
nie sg powiekszone.

2. Zainfekowane krwinki czerwone, w przeciwieristwie do krwinek
niezakazonych, zawieraja wykrywalny, pasozytniczy kwas
nukleinowy. Moga sie pojawi¢ pierscienie zdwoma kropkami
chromatyny (patrz Srodkowa komdrka ryc. 2).

3. Mozliwe jest wystepowanie kilku form pierscieniowych
w pojedynczym erytrocycie (patrz ryc. 3).

4. Gametocyty pojawiajg sie we krwi obwodowej dopiero po
okoto 4 tygodniach. Jednakze, sa one rzadko widoczne. Ta
forma ptciowa bedzie przekazana do gospodarza posredniego
i tam rozwijata sie dalej.

Ryc. 2 Trofozoity wewngtrz krwinek czerwonych, formy pierscieniowe,
zakazenie P. falciparum

5. P. falciparum atakuje krwinki czerwone, osiggajac parazytemie
do ponad 50% i powoduje ciezkg niedokrwistosc. Jest to szcze-
golnie wazne ze wzgledu na fakt, iz liczba patogenéw bedzie
znacznie wzrastac, a jednoczes$nie bedzie sie zmniejszac liczba
krwinek czerwonych.

6. Charakterystyczna cechg jest pogtebiajaca sie niedokrwistosc.

7. Typowe dla obrazu klinicznego sg matoptytkowosc i leukopenia
oraz wystepowanie monocytozy. W bardzo péznym etapie, liczba
leukocytéw moze ponownie wzrosngc.

Na szczescie, po przezwyciezonym zakazeniu spowodowanym
przez P. falciparum, nie wystepuje ryzyko nawrdcenia gorgczki
po miesigcach lub latach od poczatkowego zakazenia, poniewaz
pasozyt nie pozostaje w watrobie po pierwszym cyklu rozwojo-
wym, w przeciwieristwie do P. vivax i P. ovale.

2. Plasmodium vivax

P. vivax geograficznie obejmuje wiekszy obszar (gtéwnie Azja,
Ameryka tacinska i niektére czesci Afryki) niz P. falciparum. Ze
wzgledu na gestosc zaludnienia, zwtaszcza w Azji, to prawdo-
podobnie najbardziej rozpowszechniony ludzki pasozyt malarii.
Zasadniczo cykl zyciowy P. vivax jest bardzo podobny do P. falci-
parum. Jednak w obrazie klinicznym, malaria wywotana P. vivax
nie jest tak powazna, jak malaria wywotana przez P. falciparum.

P. vivax preferencyjnie infekuje mtodsze krwinki czerwone, co
znacznie zmniejsza catkowita ilo$¢ zainfekowanych erytrocytow
i patogenicznosc. Zakazone krwinki czerwone nie przylegaja do
komérek srédbtonka z powodu braku wtasciwosci ”przylegania”.
W zwiazku z tym nie wystepuja powazne komplikacje, widoczne
w zakazeniu P. falciparum. Napady goraczki zdarzajg sie czesto,
ale nie zawsze, w bardzo regularnych odstepach ok. 48 godzin,
ze $rodfaza praktycznie wolng od goraczki.

Ryc. 3 Dwie formy pierscieniowe P. falciparum w pojedynczej krwince czerwonej
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Analiza krwi wykazuje takze pewne réznice w stosunku do
zakazenia przez P. falciparum:

1. Hemoliza mtodych krwinek czerwonych stymuluje produkcje
retikulocytdéw, a ich udziat procentowy nieznacznie wzrasta
w trakcie infekcji. Mtode komérki sg celem dla wolnych mero-
zoitéw we krwi.

2. Poniewaz krwinki czerwone nie przylegaja do komérek srédbtonka
naczyn krwiono$nych, wszystkie formy dojrzewania znajduja sie
w krwinkach czerwonych we krwi obwodowe;j, t.j. trofozoity (formy
pierscieniowe), schizonty i gametocyty (patrz ryc. 4).

3. P.vivax réwniez powoduje rozpad hemoglobiny do hemozoiny,
a ciemnobrgzowe krysztaty hemu, widoczne s3 jako struktury
krystaliczne w zakazonych krwinkach czerwonych.

4. Erytrocyty zakazone przez P. vivax sg powiekszone- wraz ze
wzrostem i dojrzewaniem patogendw wewnatrz tych komérek,
zwieksza sie ich wielkos¢.

P. vivax w uspionej fazie (hypnozoit) moze pozostac¢ w watrobie
i powodowac nawroty malarii kilka tygodni lub nawet lat p&zniej.

Ryc. 4 Gametocyty w RBC
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Ryc. 5 Schemat skatergramu RET

Technologia Sysmex oparta na fluorescencji -
gdzie patogeny malarii moga pojawiac sie na
skatergramach?

Prawie wszystkie, opisane dla obu patogenéw malarii, cechy
hematologiczne moga by¢ wykryte zaréwno w rozmazie krwi,
jak réwniez przez analizatory hematologiczne. W analizatorach
Sysmex mozna je wykryc¢ przede wszystkim w dwdch kanatach
pomiarowych, pod warunkiem, ze infekcja jest wystarczajgco silna:
w kanale retikulocytarnym (kanat RET) i w kanale réznicujgcym WBC
(zwanym dalej kanatem WDF). W obu kanatach do oznaczania
kwaséw nukleinowych uzywany jest specyficzny marker fluore-
scencyjny. Im wyzsza zawarto$¢ wewnatrzkomérkowego DNA

i RNA, tym wiekszy jest wynikowy sygnat fluorescencji. W dalszej
czesci opisano wspomniane kanaty i podano informacje, gdzie

i dlaczego zakazone Plasmodium krwinki czerwone znajduja sie
na skatergramach.

Kanat RET

llos¢ RNA w retikulocytach jest jednoznacznym kryterium réznicu-
jacym dojrzate krwinki czerwone i retikulocyty (ryc. 5). llo$¢ kwasu
nukleinowego jest specjalnie oznaczona za pomoca fluorescencji
opatentowanym znacznikiem w kanale RET. Im wyzsza ilo$¢ kwasu
nukleinowego w retikulocytach tym mtodsze sg komérki, a takze
wieksza jest intensywnos¢ sygnatu fluorescencji mierzonego
w kanale RET. Dojrzate krwinki czerwone maja bardzo niski lub brak
sygnatu fluorescencji i z tego wzgledu znajduja sie bardzo daleko
w lewo na osi x. Biate krwinki, ktére w tym kanale nie sa poddane
lizie, posiadaja jadro komérkowe zawierajace znacznie wiecej kwaséw
nukleinowych niz retikulocyty i dlatego leza poza skatergramem
RET. Patogeny malarii réwniez zawierajg kwasy nukleinowe, ktére
sg znakowane i wykrywane w kanale RET.

P. falciparum oraz P. vivax majg bardzo rézny wptyw na uktad
krwiotwdrczy, dlatego ich pojawienie sie, daje bardzo rézny
obraz na skatergramach RET. Ze wzgledu na niskga tgczng liczbe

SFL
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zakazonych czerwonych krwinek i poczatkowa niskg czutos¢ wy-
krywania, zakazenie P. vivax moze by¢ niewykryte w kanale RET.

Zupetnie inaczej wyglada sytuacja w przypadku zakazenia P. falcipa-
rum. Odsetek zainfekowanych krwinek czerwonych jest relatywnie
wysoki, a jednoczes$nie mogg wystapic formy pierscieniowe.

W rezultacie powoduje to znaczy wzrost liczby krwinek czerwonych
ze zwiekszong zawartoscig kwaséw nukleinowych.

Ryc. 6 przedstawia gdzie zlokalizowane sg zakazone krwinki czerwone
(oznaczenie <) na skatergramie RET. Cechuje je wyZzszy sygnat
fluorescencji niz w przypadku komdrek niezakazonych. Réwno-
czesnie komorki zainfekowane nie sg powiekszone, dlatego sygnat
FSC nie jest zwiekszony.

Ryc. 6 Skatergram RET u pacjenta z infekcjq P. falciparum. Elipsa zaznacza
obszar, w ktérym zainfekowane RBC interferujg w prawidtowy rozktad komérek.

Komunikaty ostrzegawcze generowane przez
kanat RET

Wszystkie obecnie dostepne na rynku analizatory hematologiczne
zostaty zaprojektowane w celu ustalenia nieprawidtowosci w morfo-
logii krwi. Nie s jednak przeznaczone do wykrywania specyficznych
elementéw wewnatrz komdrek krwi. Czuto$¢ wiarygodnego dia-
gnozowania zakazenia malarig — na przyktad w postaci mozliwosci
komunikatu ostrzegawczego takiego jak "Malaria?" przez analizator
hematologiczny jest zbyt niska. Nadal niezbedny jest "gruby rozmaz".
Odnosi sie to réwniez do kanatu RET, ktéry specyficznie wykrywa
kwasy nukleinowe zawarte wewnatrz komérek krwi, ale nie jest
w stanie odrézni¢ pasozytniczej formy kwasu nukleinowego, od
specyficznego dla komérek DNA/RNA lub RNA retikulocytow.

W przypadku zakazenia malarig przez P. falciparum, ktére ma
widoczny wptyw na skatergram RET, analizatory Sysmex zwykle
wykazuja nastepujace nieprawidtowosci wyniku, facznie z flagami:

m Wyswietlany jest komunikat ostrzegawczy RET "Abn scatter-
gram", poniewaz nie moze by¢ wykonane wyrazne oddzielenie
erytrocytéw od populacji LFR.

m Analizator zlicza wszystkie krwinki czerwone zawierajace RNA
jako retikulocyty wykazujac pseudoretikulocytoze.

B Znacznie zwiekszona moze by frakgja retikulocytéw dojrzatych,
o tzw. "niskim wskazniku fluorescencji" (LFR). Liczba bardzo
mtodych retikulocytéw - frakcji niedojrzatych retikulocytow
(IRF) - jest niska lub prawidtowa, podczas gdy catkowita liczba
retikulocytéw jest znacznie podwyzszona. Fizjologicznie taka
retikulocytoza nie jest mozliwa w przypadku prawidtowej pro-
dukcji komérek. Jednakze, nieprawidtowy uktad tych parametréw
moze by¢ spowodowany przez zakazenie P. falciparum.

m Liczba retikulocytéw, a takze odsetek LFR moga by¢ wykorzy-
stane w celu zbadania, czy leczenie jest skuteczne w przypadku
infekcji malarii. Liczba ,retikulocytéw”, wykrywana przez ana-
lizator powinna sie znacznie zmniejszy¢, jesli spada zakazenie
pasozytami w czerwonych krwinkach.

Kanat WDF

W kanale WDF leukocyty réznicowane sg wedtug zawartosci
kwaséw nukleinowych i ich struktury wewnetrznej, niezalezne
od ich wielkosci (ryc. 7). Zapewnia to doktadne ustalenie miana
limfocytéw, monocytéw, eozynofili, neutrofili i niedojrzatych
granulocytéw.

Nawet, jesli zakazone pasozytami malarii krwinki czerwone maja
znacznie zwiekszong ilo§¢ kwasu nukleinowego versus krwinki
niezainfekowane, to uzyskany sygnat fluorescencji jest wciaz
znacznie mniejszy niz sygnat z jednej jadrzastej komérki, ktéra
zawiera DNA i daje duzo silniejszy sygnat fluorescencyjny. Zgodnie
z tym, erytrocyty i retikulocyty, zakazone czy nie, mozna znalez¢
na skatergramie WDF w obszarze "duchéw" (ciemnoniebieski obszar
ponizej limfocytéw na ryc. 7).

Zwtaszcza w infekgji P. vivax, mozna zaobserwowac, zwiekszone
rozproszenie boczne (SSC) i sygnat fluorescencji bocznej (SFL)

w obszarze neutrofili i/lub eozynofilii na skatergramie WDF, kiedy
obecne s3 oporne na lize, wolne formy patogenéw w postaci schi-
zontéw i gametocytéw (ryc. 8). Nawet hemozoina moze przyczynic¢
sie do zwiekszenia sygnatu $wiatta rozproszonego bocznie i sygnatu
fluorescencji. W przeciwieristwie do tego, infekcja P. falciparum na
skatergramie WDF objawia sie mniej wyraznie.
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Ryc. 7 Schemat skatergramu WDF
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Ryc. 8 Schizonty i gametocyty powodujq wyrazny wzrost sygnatu SSC,
szczegdlnie w obszarze dla eozynofili (——)

Komunikaty ostrzegawcze generowane przez
kanat DIFF

W infekcji P. vivax, ktéra ma widoczny wptyw na skatergram
WDF, analizatory Sysmex zwykle wykazuja nastepujace wyniki,
w tym flagi generowane ze skatergramu WDF:

m Poniewaz skatergram WDF na ryc. 8 (——>) nie pokazuje
wyraZznej separacji miedzy obszarem "resztek" i eozynofili,

s S C c:.“(“l

S ce@CEeES

55C

zostanie wyswietlona flaga "WBC Abn scattergram"”. Dolna
czesc jest podzielona przez prég na dwie czesci: gérna czer-
wona jest liczona przez analizator jako eozynofile, natomiast
dolna niebieska jest pomijana przez analizator, poniewaz lezy
ponizej progu.

Flaga "eozynofilia” jest konfigurowalna i moze w tych przypad-
kach by¢ pomocna w celu wykrycia pseudo- eozynofilii.

Czesto wystepuije flaga "Atypical Lympho?" spowodowana przez
reaktywne limfocyty, ktére moga pojawic sie w czasie infekcji.

Whioski

m Zakazenie P. falciparum i P. vivax powoduje wystapienie
réznych wzorcéw skatergramow:

m P. falciparum powoduje zmiane na skatergramie RET.
m P.vivax powoduje zmiane na skatergramie WDF.

m Sg dostepne publikacje, w ktérych autorzy wykorzystujac
analizatory Sysmex serii XE opisali pseudoeozynofilie
lub nieprawidtowe skatergramy WBC, jako skutek wystepo-
wania neutrofili zawierajacych hemozoine [5, 7, 8]. Chociaz
na ogdét w poréwnaniu z czutoscig konwencjonalnych
metod diagnostycznych, takich jak gruby rozmaz barwiony
metoda Giemsy, czutosc¢ analizatoréw XE jest ograniczona,
jego specyficznosc¢ jest wysoka.
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