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Nahodny zachyt malarie hematologickym
analyzatorem u pacienta na urgentnim pfijmu pro
dospélé ve Fakultni nemocnici v Motole
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SOUHRN

U febrilniho pacienta pfijatého na oddéleni urgentniho pfijmu pro dospélé zaznamenal hematologicky analyzator pfi vysetfeni
krevniho obrazu ptitomnost erytrocytl infikovanych plasmodii. Nalez byl potvrzen mikroskopickym vysetienim tenkého natéru
a tlusté kapky.

Muz (43 let) byl pfijat na pohotovost pro horecku, zvraceni, prdjem a bolesti v horni ¢asti bficha. V cestovni anamnéze pobyt v Etiopii
a kratkodobé v Tanzanii.

Hematologické vysetieni z hematologického analyzatoru tfidy Sysmex XN ukézalo aktivaci flaggového hlaseni iRBC signalizujiciho
piitomnost erytrocytd infikovanych plasmodii. Mikroskopické vysetfeni tenkého natéru a tlusté kapky potvrdilo pfitomnost mala-
rickych plasmodii v erytrocytech.
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ABSTRACT

Kolafik L., Koblizkova E., Horakova D., Vickova J., Matouskova l.: Accidental detection of malaria by
the haematology analyser in a patient at the Adult Emergency Department of the Motol University
Hospital

In a febrile patient admitted to the Adult Emergency Department, the haematology analyser detected the presence of erythro-
cytes infected with plasmodia. The finding was confirmed by thin smear and thick drop microscopy.

A 43-year-old male patient was admitted to the Emergency Department with fever, vomiting, diarrhoea and pain in the upper
abdomen. He reported a history of travel to Ethiopia and a short stay in Tanzania.

The Sysmex XN series haematology analyser showed the activation of the iRBC flag signalling the presence of Plasmodium-infect-
ed erythrocytes. Thin smear and thick drop microscopy confirmed the presence of malaria plasmodia in erythrocytes.
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uvoD

Infekéni onemocnéni maldrie vyvolané parazitem
Plasmodium zstava hlavnim rizikem pro evropské ces-
tovatele vracejici se z oblasti endemické malarie. Vedle
subsaharské Afriky jsou nejvice postizeny indicky sub-
kontinent, jihovychodni Asie, amazonska oblast Jizni
Ameriky a nékteré ostrovy zdpadniho Tichomofi. Ende-
mické oblasti malarie zahrnuji skoro 100 zemi se 2
miliardami obyvatel. Ro¢né na svété onemocni témér
500 milion( lidi a z nich okolo palmilionu nakaze pod-
lehne. Obecné je doporucovano, ze na toto onemocné-

ni je nutné myslet az po dobu jednoho roku po navratu
z endemickych oblasti.

PlGvodcem onemocnéni jsou paraziti¢ti prvoci rodu
Plasmodium. Mezi plasmodia zpUsobujici maldrii
u clovéka fadime: Plasmodium falciparum, P. vivax, P.
ovale, P. malariae a P. knowlesi. Plasmodia se pomnozuji
v erytrocytech a vyvolavaji dvoudenni (quotididna — P
knowlesi) tfidenni (tercidna - P. vivax a ovale), ¢tyidenni
(kvartana - P. malariae) nebo tropickou malarii (P. fal-
ciparum). Zdrojem nékazy je nemocny ¢lovék, pfena-
Secem jsou komafi rodu Anopheles. Nemoc prenaseji
pouze samice, které saji krev za soumraku nebo v noci.
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Malarie je jednou z nejrozsitenéjsich infekénich nemo-
ci. Oblast vyskytu nemoci saha od 45. stupné severni
sitky az po 40. stupen jizni Sitky. V praxi se jedna asi
0 100 zemi, v nichz Zije kolem 40 % svétové populace.

Vyznam hematologického vysetieni

Vysetieni krevniho obrazu predstavuje zékladni la-
boratorni vysetieni provadéné pfi pfijmu pacienta na
urgentni pfijem nemocnice. V pfipadé, Ze se u pacienta
vyskytuje horecka, mlze byt vysetfeni krevniho obrazu
doplnéno o vysetreni diferencialniho rozpoctu leuko-
cytd, a to bud pomoci automatického hematologic-
kého analyzatoru, nebo mikroskopického hodnoceni.
V pfipadé pfijmu pacienta s hore¢natymi stavy, ktery
se vratil z malarické oblasti, je dllezité pomyslet na
malarii. Vzhledem k zavaznému klinickému priabéhu
onemocnéni je nezbytné onemocnéni diagnostikovat
rychle s okamzitym zahajenim lécby. V pfipadé, ze ve
zdravotnickém zafizeni neni k dispozici nepretrzité
odbornik na parazitologii, je nutné vyuzit dalsich po-
mocnych vysetifovacich metod. Mezi ty, které mohou
poukazat na malarii, je hematologické vysetfeni po-
moci automatizovaného hematologického analyza-
toru Sysmex tfidy XN. V ramci hematologického vy-
Setfeni jsou urcité druhy analyzatord schopné odhalit
erytrocyty infikované plasmodii. Na zékladé informace
0 mozné pfitomnosti infikovanych erytrocytll, mGze
byt provedeno mikroskopické ovéreni pomoci hodno-
ceni tlusté kapky a tenkého natéru. Cas pottebny k vy-
Setfeni vzorku na pfitomnost infikovanych erytrocytd
plasmodii (2-3 minuty) s naslednym mikroskopickym
hodnocenim tlusté kapky a tenkého natéru je priblizné
60 minut.

Detekce pritomnosti plasmodii pomoci
hematologického analyzatoru

Hematologické analyzatory Sysmex tfidy XN jsou
schopné detekovat pfitomnost ¢tyt druha plasmodii
v biologickém vzorku. Mezi detekovatelnd plasmodia
patii: P. falciparum, P. vivax, P. ovale a P. malariae [1].
Princip detekce je zalozen na kombinaci dvou metod
zalozenych na principu fluorescen¢ni analyzy: ,Retiku-
locytérni metoda” (RET metoda) a metoda zalozena
na ,optickém hodnoceni diferencialniho rozpoctu leu-
kocytd” (WDF metoda) [2]. RET metoda je zalozena na
stanoveni obsahu nukleovych kyselin v erytrocytech
a retikulocytech pomoci fluorescen¢nich markerd.
V pfipadé pfitomnosti plasmodii v erytrocytu, docha-
zi k nardstu mnozstvi nukleovych kyselin v erytrocytu.
Zména obsahu nukleovych kyselin je nasledné deteko-
vana analyzatorem.

WDF metoda je urcena k rozlisovani jednotlivych po-
pulaci leukocytd. RozliSovani je provadéno na zakladé
obsahu nukleovych kyselin a vnitini struktury leuko-
cytd. | pfes obsah parazitarni nukleové kyseliny budou
infikované erytrocyty vykazovat vzdy mensi fluores-
cencni signal, nezli leukocyty (obsah nukleové kyse-
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liny u plasmodia ¢ini 1/100 obsahu nukleové kyseliny
u leukocytu) [3]. Infikované erytrocyty jsou zobrazeny
na scattegramu ve spodni oblasti grafu.

Kombinace RET a WDF metod zohlednuji rozdilné
biologické vlastnosti jednotlivych druhl plasmodii.
P. vivax a P. ovale infikuji pouze mladé erytrocyty (niz-
$i pocet infikovanych erytrocytt), proto prikaz pouze
za vyuziti RET metody nelze provést a je nutno vyuzit
i WDF metodu.

Zmeény v krevnim obraze a morfologii erytrocytt
u jednotlivych druhti plasmodii

Pfi infekci P. falciparum pozorujeme v krevnim ob-
raze pacienta vyraznou normocytarni anemii (s po-
stupnym snizovanim hladiny hemoglobinu), trom-
bocytopenii, leukopenii a monocytézu. Leukopenie
provazi pocatecni fazi onemocnéni, v pozdéjsim stadiu
prechazi do leukocytoézy. V tenkém natéru pozorujeme
v erytrocytech prstencité formy plasmodia, které obsa-
huji 1-2 chromatinové tecky [4]. P. vivax napada mladé
formy erytrocyt(l, u kterych zplsobuje hemolyzu. Na-
sledkem hemolyzy dochazi k retikulocytéze a makrocy-
tarni anemii. V natéru periferni krve mazeme v erytro-
cytech pozorovat ¢ervenou granulaci tzv. Schiiffnerovo
teckovdni. [5]. Infikované erytrocyty mohou obsahovat
krystaly hemozoinu [6]. P. ovale napada mladsi formy
erytrocytd, infikované erytrocyty jsou vétsi, mohou mit
ovalny tvar a nepravidelnou konturu cytoplasmy [5].
MUizeme pozorovat Schiiffnerovo teckovdni ve formé
rdzovych granul. P. malariae infikuje erytrocyty s pev-
nou buné¢nou membranou. Z toho dlivodu nedochézi
ke zméné velikosti ani tvaru infikovaného erytrocytu.
P. malariae se ptizpUsobi velikosti a tvaru erytrocytu,
proto midzeme v tenkém natéru pozorovat tyckovity
tvar plasmodia. Infikovany erytrocyt maze obsahovat
nacervenald granula, tzv. Ziemannovu granulaci [6].

METODY

Na oddéleni klinické hematologie ve Fakultni nemoc-
nici v Motole (OKH FNM) je pfi vySetieni suspektnich
vzork( (aktivace iRBC - erytrocyty s inkluzi parazitarni-
ho plivodu) nebo v pfipadé nahodného nalezu pfi mik-
roskopickém hodnoceni trombocytt ¢i v nepfitomnos-
ti parazitologa postupovano v souladu s metodickym
standardnim operaénim postupem (SOPM) [ISOP-
M_10KH_M03/2014 zahrnujici pfipravu a mikroskopic-
ké hodnocenitenkého natéru a tlusté kapky. Metodicky
standardni operac¢ni postup IISOPM_10KH_MO03/2014
je v souladu s metodikou Svétové zdravotnické orga-
nizace (SZO).

U suspektnich krevnich vzorkl vysetfovanych auto-
matickym hematologickym analyzdtorem Sysmex tfidy
XN (Kobe, Japonsko) se postupuje podle pracovni in-
strukce (PI) PI_KO30_2021. Analyzatory Sysmex tfidy XN
pfi kombinaci vysetfeni krevni obraz (complete blood
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count - CBC) + diferencialni rozpocet (DIFF) a retikulo-
cyty (RET) - CBC-DIFF-RET aktivuji flaggové upozorné-
ni iRBC v pfidé mozné piitomnosti plasmodii ve vzorku
biologického materidlu (nesrazliva krev s antikoagulan-
tem tri-draselnou kyselinou ethylendiaminotetraocto-
vou - K.EDTOU). Mikroskopické hodnoceni je provede-
no pomoci svételnych mikroskopt Olympus BX53 nebo
Olympus CX23. Mikroskopické hodnoceni suspektnich
vzork(l pomoci tenkého natéru, tlusté kapky i vysetre-
ni iRBC parametru jsou na OKH FNM dostupné v ne-
pretrzitém rezimu. V ramci denniho povozu laboratore
provadi hodnoceni odborny pracovnik v laboratornich
metodach, vzorky ve sluzbé jsou hodnoceny zdravot-
nim laborantem, s ndslednym ovérenim odbornym pra-
covnikem v laboratornich metodach. Vysledek hodno-
ceni je vyjadren slovné: pozitivni ¢i negativni. V pfipadé
pozitivniho vysledku je nalez nahlasen v rdmci neoce-

Sample No.: Rack:
Patient ID: Ward:
Name:

Sample Comment:

Positive

Diff. Morph. Count

WBC 7.12 [1079/L]

RBC 5.48 [10~12/L]

HGB 171 + [g/L]

HCT 49.7 [%]

MCV 90.7 [fL]

MCH 31.2 [pg]

MCHC 344 [g/L]

PLT 24 * [1073/uL]

RDW-5D 41.8 [fL]

RDMW-CV 12.8 [%)

PDW --==  [fL]

MPV ---- [fL]

P-LCR ——en [%]

PCT ---- [%]

NRBC 0.00 1079/L] 0.9
NEUT 6.08 * [1879/L] 85.4
LYMPH 9.34 * [1079/L] 4.8
MONO 0.55 * [18~9/L] 7.7
EO 9.01 1879/L] 8.1
BASO 0.04 [1079/L] 0.6
IG 0.10 * [1879/L] 1.4
RET 3.46 * [%] 9.1896
IRF 1.1 * %]

LFR 98.9 * [%]

MFR 0.9 * [%]

HFR 0.2 * [%]

RET-He 33.5 * [pg]

IPF [%]

WBC-BF [1843/uL

RBC-BF :IBAGIUL}

MN [18~3/uL] [%]
PMN [18~3/uL] [%]
TC-BF# [10~3/uL]

WBC IP Message
Lymphopenia

Blasts/Abn Lympho? iRBC?(R)

RBC IP Message
RET Abn Scattergram

kavané/kritické hodnoty o3ettujicimu lékafi. O hlaseni
neocekavané/kritické hodnoty je proveden zdznam
v programu LotusLab.

Piipad

Pacient, muz 43 let, pdvodem ze Spojenych stat(
americkych byl pfijat ve vecernich hodinach na od-
déleni urgentniho pfijmu pro dospélé ve FN Motol.
Dlvodem vyhledani lékaiské péce byl hore¢naty stav
trvajici priblizné 5 dni s teplotou 38 °C, pfiblizné 3 dny
zvraceni a prljem (2x denné), stolice zpocatku hné-
da. Cestovatelska anamnéza: pacient prijel z Etiopie,
drive kratkodobé pobyval v Tanzanii. U pacienta bylo
provedeno biochemické a hematologické laboratorni
vysetfeni. Pfi hematologickém vysetfeni na hemato-
logickém analyzdtoru aktivace flaggové hlasky iRBC
(obr. 1), provedeno mikroskopické hodnoceni tenkého

XN series 43299

Position: 97/83/2022 @7:36:29 WB
Doctor:
Birth: Sex:

Nickname: XN-30@0-1-L

WDF WNR

SFL
FSC

S5

PC

SFL =

RBC PLT

|

ET Sk S s e =

PLT IP Message
PLT Abn Distribution
Thrombocytopenia

Obr. 1. Anonymizovany report vysledku pacienta z hematologického analyzatoru s aktivaci flaggového

hlaseni iRBC

Figure 1. Anonymized report of the patient’s result from the haematology analyser with activation of the

iRBC flag message
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natéru a tlusté kapky na ptitomnost malarickych plas-
modii v erytrocytech s pozitivnim vysledkem (obr. 2).
Oddéleni urgentniho pfijmu pro dospélé upozornéno
laboratornimi pracovniky na pfitomnost plasmodii
v krevnim natéru.
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Obr. 2. Erytrocyty infikované plazmodiem
Figure 2. Plasmodium-infected erythrocytes

(fotografovano pomoci digitalni morfologie Sysmex DM 96)
(photographed using digital morphology Sysmex DM 96)

DISKUSE

Malarie je Zivot ohrozujici infekce zplsobend parazi-
ty napadajici komary rodu Anopheles, jejichz samicky
prendseji nemoc na ¢lovéka. V roce 2020 bylo celosvé-
toveé registrovano pfriblizné 241 milion( pfipadt mala-
rie, z nichz zhruba 627 000 bylo smrtelnych [7].

Malarie je Siroce rozdifena v tropickych a subtro-
pickych oblastech. Jeji endemicky vyskyt byl v letech
1920-1950 popisovan i v byvalém Ceskoslovensku.
Tésné po 2. svétové valce byla u nds maldrie eradikova-
na, podobné jako ve viech evropskych statech (kromé
Turecka). Od té doby se u nas maldrie vyskytla jen jako
importované pfipady u cestovateld.

Mohlo by se fici, Ze na maldrii u pacienta je nutné
pomyslet jen v souvislosti s pozitivni cestovatelskou
anamnézou. Zmény globalniho klimatu vyzaduji také
zmény v nasem mysleni, je nutné si uvédomit uzkou
propojenost mezi fisi zivou a nezivou. To vie vede ke
zménam charakteru a geografického vyskytu (lokaliza-
ci) infekénich onemocnéni.

Zde je nutné upozornit na aktudlni praci italského
kolektivu, ktery uvadi nové poznatky o moznych jinych
potencialnich druzich prenaseci malarie v Evropé. Na
maldrii je nutné pomyslet castéji, nez bylo zvykem. Na-
vzdory eradikace malarie ve vétsiné evropskych zemfi
v 60. a 70. letech 20. stoleti jsou ,anofelinové vektory”
stale piitomny. Vétsina pfipad malarie, které byly do-
sud v Evropé hlaseny, byly infekce ziskané v endemic-
kych oblastech cestovateli. Moznost ziskani malarie
lokalné infikovanymi komary vsak byla v Evropé malo
prozkoumana, prestoze piipady autochtonni mala-
rie byly pfilezitostné hlaseny v nékolika evropskych
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zemich. Metodou metaanalyzy bylo zpracovano 288
praci publikovanych v letech 2000-2021. Z prehledu
vyplyva, ze potencidlni druhy prenasecl jsou v Evropé
stale rozsifeny, pricemz nejvétsi diverzita je v oblasti
Stredozemniho mofe, zejména v Itlii [7]. Ze zavérl vy-
plyva, Ze epidemiologicky ekologickych studiich bude
potfeba mnohem vice, aby se zlepsila prevence pfeno-
su infek¢nich agens v lidské populaci.

Malérie v byvalém Ceskoslovensku i sou¢asné Ces-
ké republice patfi mezi vybrané infek¢ni nemoci, které
podléhaji povinnému hlaseni a evidenci v programu
EpiDat, jeho pouzivani bylo ukonceno v roce 2017.
Od zacétku roku 2018 se pouziva Informacni systém
infek¢ni nemoci (ISIN). V obdobi let 2014-2023 bylo
v Ceské republice (CR) hlaseno celkem 286 piipadu
maldrie. Ro¢ni pocty pfipadt malarie se pohybova-
ly v rozmezi 27-42 ptipadl. Vyjimkou byly roky 2020
(9 prfipadd) a 2021 (10 pripadd), kdy v souvislosti s ce-
losvétovym vyskytem onemocnéni covid-19 doslo ke
snizeni cestovani a tim také k nizsimu vyskytu malarie
vCRI8].

Tropicka malarie dnes v Evropé predstavuje nejza-
vaznéjsi importované hore¢naté onemocnéni. Riziko
tézkého pribéhu ndkazy hrozi predevsim starsim li-
dem (nad 60 let), ktefi cestuji bez antimalarické profy-
laxe. Prevysi-li pfi tropické malarii (P. falciparum) para-
zitemie v periferni krvi 5 %, jde o velmi zavazny stav,
ktery vyzaduje okamzitou hospitalizaci na jednotce
intenzivni péce, i kdyz zpocatku pacient nemusi jevit
zndmky zavazného onemocnéni [9].

Prvni upozornéni na mozné onemocnéni malarii
muze jiz pfijit z vySetfeni krevniho obrazu automatic-
kymi analyzatory SYMEX ttidy XN, kterymi jsou vyba-
vené hematologické laboratofe. Zlatym standardem
diagnostiky malarie je ovsem piimy mikroskopicky
prikaz parazitd v barvenych natérech dle Giemsa-Ro-
manowski zhotovenych z periferni krve [10].

Kromé téchto metod je v souc¢asné dobé mozné po-
uzit také Rychlé diagnostické testy (RDT), které jsou
povazovany jen za pomocné a jejich vysledek se musi
potvrdit pfimou mikroskopii obarveného preparatu.

Vyznam RDT testl pro diagnostiku malérie zhodno-
til tym pracovnik( z Belgie a Kamerunu. K prekonani
omezeni konvencnich malarickych rychlych diagnos-
tickych testd (cRDTs) pfi diagnostice malarie u pacien-
th s nizkou parazitemii byly neddvno vyvinuty ultra-
senzitivni rychlé diagnostické testy (uURDTSs). Soucasna
studie je prvni metaanalyzou srovnavajici celkovou
senzitivitu a specificitu nové ultrasenzitivnich RDT
testl na Plasmodium falciparum (Alere™ Ultra-sensiti-
ve Malaria Ag P. falciparum RDT) s cRDT provedenou
ve stejnych terénnich podminkach. Vysledky meta-
analyzy ukdzaly, ze ,Alere™ Ultrasenzitivni maldrie Ag
P. falciparum RDT" ve srovnani s cRDT provadénou ve
stejnych terénnich podminkach ma vyssi senzitivitu,
ale nizsi specificitu, i kdyz rozdil neni statisticky vy-
znamny [10, 11].
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ZAVER

V ptipadé hospitalizace pacienta ve zdravotnickém
zafizeni, které nedisponuje nepretrzitou pfitomnos-
ti specialisty na parazitologii, je dllezité vyuzit vSech
metod, které mohou poskytnout informace vedouci ke
stanoveni spravné diagnézy.

Vzhledem k nepfretrzitému provozu hematologické
laboratofe v rdmci nemocni¢niho zafizeni, predstavuje
zachyt plasmodii infikovanych erytrocytt klinicky vy-
znamnou informaci. Vysetfeni pomoci hematologické-
ho analyzatoru jsou nejen rychld, plné automatizovana,
ale také ekonomicky méné nakladna. Vysetieni krevni-
ho obrazu, diferencidlniho rozpoctu leukocytl a retiku-
locytl hematologickym analyzatorem Sysmex tfidy XN
je provedeno v ramci jednotek minut, cena vysSetieni
(na OKH FNM) se pohybuje kolem 125 K¢ u pojisténé-
ho pacienta, u samoplatce se cena vysetieni pohybuje
okolo 220 K¢.

Dulezitym poznatkem je, ze malarie je ve vétsiné
pfipadli doprovazena trombocytopenii. Na OKH FNM
je provadéno mikroskopické hodnoceni trombocy-
th v pfipadé zachytu hodnoty trombocytl pod 100 x
10%/1. BEhem mikroskopického hodnoceni by mél byt
pracovnik laboratore schopen identifikovat erytrocyty
infikované plasmodii.

Aspektem zvysujicim diagnostickou vytéznost labo-
ratorniho vysetreni, je nastaveni komunikace mezi kli-
nickym pracovistém a laboratofi. V pfipadé, ze pacient
pobyval v endemické oblasti malarie, a k vysetieni pfi-
chazi z davodu febrilnich stav, méla by byt tato sku-
tecnost sdélena laboratornim pracovnikim.

Dulezité je ale zminit skutecnost, ze vysledky hema-
tologického vysetieni tenkého natéru a tlusté kapky
md pouze informacni charakter. Stanoveni diagnézy
maldrie mGze dle platné legislativy provést pouze pa-
razitolog, ktery kromé stanoveni diagndzy provede
i identifikaci druhu plasmodia, v¢etné stanoveni hod-
noty parazitémie.
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