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Abb. 1: Verbreitungsgebiet der Malaria weltweit [4]

Obwohl Malariainfektionen haupt-
sdchlich ein Problem der Tropen
sind (Abb. 1), treten sie im Zuge
von Tourismus und Globalisierung
immer hdufiger auch in unseren
Breitengraden auf [1]. Laut WHO
(World Health Organisation) ist die
Anzahl der Malariainfektionen im
Jahr 2000 in Europa seit 1970 um

das Zehnfache auf 15.000 angestie-

gen. Weltweit erkranken jahrlich
300 bis 5oo Millionen Menschen
[2,3]. Wahrend jedoch in Landern,
in denen diese Erkrankung ende-
misch vorkommt, Diagnose und
Behandlung Alltag sind, gilt dies
leider nicht fiir Europa.

Haufig tun sich behandelnde Arzte
mit Beratungen zur Prophylaxe
oder einer schnellen und eindeuti-

gen Diagnose im Falle einer Infekti-

on schwer. Nicht vertraut mit dem
Krankheitsbild, kénnen die prima-

ren klinischen Symptome wie Fie-
ber und Schiittelfrost, Kopfschmer-
zen, Muskelschmerzen, Vergrofie-
rung der Leber oder der Milz, Ubel-
keit und Erbrechen, Unterleibs-
schmerzen und/oder Diarrhoe als
grippaler Infekt oder dhnliche
leichte Erkrankungen missinterpre-
tiert werden. Besonders kritisch
wird es dann, wenn sich der zu be-
handelnde Patient gar nicht in In-
fektionsgebieten aufgehalten hat
und somit nichts auf eine Malaria-
infektion hindeutet, ein zugegebe-
nermaf3en seltener, aber durchaus
vorkommender Fall. Wertvolle Zeit
kann so verstreichen, bis die richti-
ge Diagnose gestellt wird und die
Behandlung beginnen kann. Je
nach Erregertyp kann eine solche
Verzbogerung fatal fiir den Patienten
sein, insbesondere, da Europder
eine deutlich geringere Immunab-
wehr gegen diese Art der Infektion

aufweisen und der Krankheitsver-
lauf fiir den Patienten mit einem
héheren Risiko behaftet ist [5].

Fiir den Patienten wie auch den be-
handelnden Arzt und das Labor ist
es deshalb von grofiter Bedeutung,
alle zur Verfiigung stehenden Infor-
mationen so zu nutzen, dass eine
schnelle Diagnose und Behandlung
moglich wird. Dies gilt fiir Europa
auch deshalb, weil hier kein Mala-
ria-Schnelltest zum Standardpro-
gramm bei der Erst-Diagnose von
Patienten mit grippeartigen
Symptomen gehort, sondern erst
bei Verdacht auf eine solche Infek-
tion speziell angefordert wird. Ne-
ben den klinischen Symptomen
und Informationen liber Reisen des
Patienten kdnnen unter bestimm-
ten Bedingungen auch Abweichun-
gen im Blutbild herangezogen wer-
den, um einen Malaria-Test oder
Blutausstrich (,,Dicker Tropfen)
{iberhaupt anzufordern. Letzteres
setzt eine gute Kenntnis der Mog-
lichkeiten, aber auch der Grenzen
von Hamatologie-Analysegerdten
sowie der zu erwartenden Muster
im Blutbild voraus, speziell im An-
fangsstadium der Infektion.

Zu beriicksichtigen ist in diesem
Zusammenhang die Sensitivitat
des Referenztests ,,Dicker Trop-
fen“, den die WHO mit 1:100.000
(fiir einen durchschnittlich ausge-



bildeten Untersucher) angibt. Eine
solche Sensitivitat wird auch von
den Antigen-Tests gefordert, je-
doch nicht immer erreicht und liegt
auflerhalb der Reichweite fiir jedes
heute am Markt erhaltliche Hama-
tologie-Analysegerat. Eine entspre-
chende Warnmeldung, die auf eine
Malariainfektion mit der Sensitivi-
tdt der heutigen Referenzmethode
hinweist, ist daher fiir die heutigen
Hamatologie-Analysegerdte leider
noch nicht realisierbar.

Die Situation wird zusatzlich kom-
plexer durch das Vorkommen ver-
schiedener Malaria-Erreger, deren
Lebenszyklus und Auftreten in den
Erythrozyten des Wirtes durchaus
sehr unterschiedlich sein kdnnen.
Im Folgenden sollen die beiden
Haupttypen der Malaria-Erreger
genauer beschrieben werden: Plas-
modium falciparum und Plasmodi-
um vivax. Diese beiden Erreger-
typen sind die am verbreitesten
und weisen sehr charakteristische
Unterschiede auf, sowohl im Krank-
heitsverlauf als auch im Blutaus-
strich und damit auch in den Ergeb-
nissen im Hamatologie-
Analysegerit.

Plasmodium falciparum - Erreger
der Malaria tropica

Dieser Erreger ist mit Abstand der
gefdhrlichste aller Plasmodium-
Arten, da er die meisten Todesopfer
fordert - unbehandelt verlaufen ca.
30% aller Infektionen mit diesem
Parasiten todlich [6]. Zugleich ist er
auch der am haufigsten vorkom-
mende Erreger und mit Ausnahme
von Europa und Australien ende-
misch in allen Kontinenten anzu-
treffen.

Nach dem Stich einer infizierten
weiblichen Anophelesmiicke, die
fiir alle Malaria-Erreger als Zwi-
schenwirt fungiert, beféllt der Erre-
ger zundchst die Leberzellen. Von
dort werden nach mehreren Ent-
wicklungsschritten die so genann-
ten Merozoiten ins Blut entlassen,
die als infektiose Form in die

Erythrozyten eindringen, sowohlin  Abb. 2: Trophozoiten oder Ringformen

junge als auch reife Zellen. Dort
entwickeln sie sich weiter zu
Trophozoiten die im Ausstrich als
typische Ringform erkennbar sind
(Abb. 2 und 3).

Die weitere Vermehrung und Ent-
wicklung der Erreger fiihrt zum
Platzen der Erythrozyten und auf-
grund der dadurch freigesetzten
Parasiten und ihrer Stoffwechsel-
produkte zu den klinisch erkennba-
ren Symptomen wie Fieber und
Schiittelfrost. Die iibliche Inkubati-
onszeit betrdgt 12 bis 14 Tage, wo-
bei die Malaria tropica keine regel-
maBigen Fieberschiibe aufweist.

Als Besonderheit des Krankheits-
bildes gilt die verdnderte Oberfla-
cheneigenschaft der befallenen
Erythrozyten, sie ,kleben*“ quasi an
den Endothelzellen der Gefafin-
nenwadnde fest. Diese haftende Ei-
genschaft der Erythrozyten birgt
das grof3e Risiko der Malaria
tropica, da Gefafiverschliisse, spe-
ziell von Kapillargefdfien, z. B. im
Gehirn (die sogenannte zerebrale
Malaria), oder Nieren schwere
Komplikationen nach sich ziehen
konnen, die Hauptursache fiir die
hohe Letalitatsrate dieses Erreger-
typs. Gleichzeitig bewirkt diese
haftende Eigenschaft auch, dass
nur bestimmte Formen befallener
Erythrozyten im peripheren Blut

bei einer Plasmodium falciparum
Infektion

Abb. 3: Doppelte Ringformen des
Plasmodium falciparum Erregers in
Erythrozyten

nachweisbar sind, hauptsachlich
die genannte Ringform.

Im Ausstrich lassen sich neben der

Tatsache, dass vornehmlich die

Ringform in Erythrozyten detektier-

bar ist, auch noch andere Beson-

derheiten feststellen:

1.Die befallenen und im Blutbild
detektierbaren Erythrozyten sind
nicht vergrofiert.

2.Befallene Erythrozyten enthalten
einen detektierbaren parasitaren
Nukleinsdureanteil im Gegensatz
zu nicht befallenen roten Blutzel-
len. Hierbei kdnnen Ringformen
mit zwei Chromatinknoten auftre-
ten (siehe mittlere Zelle in
Abb. 2).

3.Mehrere Ringformen in einem



Erythrozyten sind ebenfalls mog-
lich (siehe Abb. 3).

4.Gametozyten treten im periphe-
ren Blut erst nach ca. 4 Wochen
auf, sind jedoch selten sichtbar.
Diese geschlechtliche Form wird
vom Zwischenwirt aufgenommen
und entwickelt sich dort bis zur
erneuten Ubertragung in einen
anderen Menschen fort.

5.Der Anteil infizierter Erythrozyten
kann sehr hoch sein, wobei hier
schon ein Anteil von unter 1°/oo
eine schwere Erkrankung bedeu-
ten kann. Dies gilt insbesondere
vor dem Hintergrund, dass der
Erregeranteil stark ansteigt, wah-
rend gleichzeitig die Erythrozy-
tenzahl sinkt.

6.Ein weiteres hamatologisches
Merkmal ist die sich verschlim-
mernde Andmie.

7.Daneben ist auch eine Thrombo-
zytopenie und Leukozytopenie
sowie das Auftreten einer Mono-
zytose typisch fiir das Krank-
heitsbild. In einem sehr spdten
Stadium kann die Anzahl der Leu-
kozyten dann wieder ansteigen.

Gliicklicherweise birgt eine {iber-
standene Malaria tropica Infektion
nicht mehr das Risiko eines wieder-
auftretenden Fiebers Monate oder
Jahre nach der Erstinfektion, da der
Erreger nach dem ersten Entwick-
lungszyklus nicht in der Leber ver-
bleibt, im Gegensatz zu den ande-
ren Malaria hervorrufenden Erre-
gerstammen.

Plasmodium vivax - Erreger der
Malaria tertiana

Grundsatzlich verlduft der Lebens-
zyklus von Plasmodium vivax ganz
dhnlich wie jener von Plasmodium
falciparum. Vom Krankheitsbild her

ist die Malaria tertiana jedoch
nicht anndhrend so gravierend wie
die Malaria tropica.

So werden nur junge Erythrozyten
befallen, was die Gesamtanzahl
der infizierten Blutzellen erheblich
verringert und damit die Pathoge-
nitdt des Erregers im Vergleich zu
Plasmodium falciparum deutlich
vermindert. Die befallenen Erythro-
zyten haften nicht an Endothelzel-
len, da ihnen die ,,klebenden“ Ei-
genschaften fehlen. Somit sind die
schwerwiegenden Komplikationen
einer Malaria tropica in diesen Fal-
len nicht prédsent. Fieberschiibe
treten oft, jedoch nicht immer in
sehr regelméaBigen Abstanden von
etwa 48 Stunden auf, mit fast fie-
berfreien Phasen dazwischen [7].

Auch im Blutbild lassen sich einige

Unterschiede im Vergleich zu Plas-

modium falciparum erkennen:

1.Die Hamolyse junger Erythrozy-
ten stimuliert die Produktion von
Retikulozyten, deren Anteil im
Verlauf der Infektion leicht an-
steigt. Freien Erregern im Blut
dienen diese jungen Zellen wie-
derum als Ziel.

2.Da Erythrozyten nicht an Endo-
thelzellen der Blutgefafie haften
bleiben, finden sich alle Rei-
fungsformen in den roten Blut-
zellen des peripheren Blutes,
d. h. neben den Trophozoiten
(Ringformen) auch Merozoiten,
Schizonten und Gametozyten.

3.Plasmodium vivaxbaut Himo-
globin zu Hdmozoin ab; auch be-
zeichnet als Schiiffnersche
Tiipfelung oder Malariapigment
und im Ausstrich als kristalline
Struktur deutlich erkennbar
(siehe Abb. 4). Da alle befallenen
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Abb. 4: Schizonten und Hdmozoin
in einem Erythrozyten enthalten

Zellen im peripheren Blut weiter-
hin zirkulieren, sind auch diese
Zellen detektierbar.

4.Die befallenen Erythrozyten ver-
groBern sich mit Wachstum und
zunehmender Reifung der Erreger
innerhalb der Zellen, bevor sie
platzen.

Allerdings birgt Plasmodium vivax
auch ein besonderes Charakteristi-
kum, das fiir betroffene Patienten
sehr unangenehm ist: Zirka alle 6
Monate ist mit einer erneuten Ma-
lariainfektion zu rechnen, da einige
Erreger in der Leber in einem spe-
ziellen Entwicklungsstadium
(Hypnozoit) verharren und sich erst
nach Reaktivierung zu einem spa-
teren Zeitpunkt weiterentwickeln.
Im Extremfall kdnnen diese Riick-
fdlle noch Jahre bis Jahrzehnte
nach der ersten Infektion auftreten.

Die Malaria tertiana wird auch von
dem Erreger Plasmodium ovale
verursacht, wahrend der vierte der
Malaria-Erreger, Plasmodium mala-
riae, die Malaria quartana verur-
sacht.

Fluoreszenzbasierte Technologie
von XE-2100 und XT-2000i —

Wo finden sich Malariaerreger im
Scattergram?

Fast alle der unter beiden Malaria-



erregern aufgelisteten hamatologi-
schen Merkmale kann man sowohl
im Ausstrich als auch in den Hima-
tologie-Analysegerdten XE-2100
und xT-2000i wieder finden. Vor-
nehmlich sind es zwei Kandle der
beiden sysmex Gerdte Xe-2100 und
XT-2000i, in denen die Blutparasi-
ten bei entsprechend starkem Be-
fall auffindbar sind:

e RET-Kanal

e DIFF-Kanal

Fiir beide Kandle werden spezielle
Fluoreszenz-Farbstoffe eingesetzt,
die sehr spezifisch Nukleinsduren
anfarben. Je hoher der Anteil der
Nukleinsduren (DNA und RNA) in
der Zelle ist, desto grofier ist auch
das resultierende Fluoreszenzsig-
nal. Im Folgenden werden beide
Kandle etwas detaillierter vorge-
stellt und Hinweise geliefert, wo
und warum im Scattergram von Ma-
lariaerregern befallene Erythrozy-

ten zu finden sind. Dariiber hinaus
gibt es noch weitere Parameter des
Blutbildes, die in Kombination zu-
satzlich auf eine Malariainfektion
hindeuten kdnnen und Basis fiir
die von sis (SYSMEX INFORMATION
SYSTEM) angegebenen Warnmel-
dungen sind. Aufgrund vielfacher
Erfahrungen mit Einzelfdllen bietet
SYSMEX im SIS auch eine entspre-
chende Warnmeldung ,,Malaria,
die die im Folgenden beschriebe-
nen Phanomene in einem regel-
basierten System zusammenfasst.

RET-Kanal

Einziges morphologisches Unter-
scheidungskriterium zwischen
Erythrozyten und Retikulozyten ist
der RNA-Anteil der Retikulozyten,
und dies gilt auch fiir die automati-
sierte Zahlung (Abb. 5). Dieser Nuk-
leinsdureanteil wird mittels eines
patentierten Fluoreszenz-
Farbstoffes im RET-Kanal speziell
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Abb. 5: Der RET-Kanal von XE-2100 und xT-2000i. Auf der X-Achse ist aufstei-
gend die Fluoreszenzintensitdt basierend auf dem Nukleinsdureanteil der
Zelle aufgetragen. Die Y-Achse dagegen markiert aufsteigend die Grof3e der

Zellen.

angefarbt. Je hoher der Nukleinsdu-
reanteil der Retikulozyten, desto
jlinger sind die Zellen und desto
grofBer ist gleichzeitig auch ihr Flu-
oreszenzsignal im RET-Kanal. Die-
ses verhdlt sich proportional zum
RNA-Anteil der Retikulozyten, d. h.
reife Erythrozyten weisen ein sehr
geringes bzw. gar kein Fluores-
zenzsignal auf und sind somit auf
der X-Achse sehr weit links anzu-
treffen. Leukozyten, die in diesem
Kanal nicht lysiert werden, besit-
zen einen Zellkern mit deutlich
mehr Nukleinsduren als Retikulozy-
ten und liegen deshalb auerhalb
des Scattergrams.

Malariaerreger enthalten ebenfalls
Nukleinsduren. Auch diese werden
im RET-Kanal angefarbt und detek-
tiert. Angesichts der unterschiedli-
chen hdamatologischen Merkmale
der beiden wichtigsten Malariaer-
reger Plasmodium falciparum und
Plasmodium vivaxist das Erschei-
nungsbild der beiden Typen im
Scattergram jeweils sehr unter-
schiedlich. So ldsst sich ein Befall
mit Plasmodium vivaxErregern auf-
grund der niedrigen Gesamtanzahl
infizierter Erythrozyten und der er-
wahnten geringen Sensitivitat fiir
die Detektion von diesen Blutpara-
siten in den Hamatologiegeraten
XE-2100 und XT-2000i zumindest
im RET-Kanal nicht erkennen.
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Anders ist dagegen die Situation
bei einer Malaria-Infektion mit
Plasmodium falciparum. Der Anteil
an infizierten Erythrozyten ist mit-
unter relativ hoch, wahrend gleich-
zeitig mehrere Ringformen und sol-
che mit mehreren Chromatinknoten
auftreten konnen. Beides fiihrt da-
zu, dass der Anteil an Erythrozyten,
die einen nicht unerheblichen An-
teil an Nukleinsduren enthalten,
deutlich steigt. Abb. 6 zeigt an, wo
genau sich bei einer Malaria
tropica die befallenen Erythrozyten
finden: Die mit Plasmodium falci-
parum infizierten Erythrozyten wei-
sen ein durch die parasitaren Nuk-
leinsduren erhdhtes Fluoreszenz-
signal im RET-Scattergram auf.
Gleichzeitig sind die befallenen
Zellen jedoch nicht vergroBert,
weshalb das Vorwartsstreulicht
nicht erhoht ist.

Abb. 6: Das RET-Scattergram eines
mit Plasmodium falciparum
infizierten Patienten

Warnmeldungen aus dem
RET-Kanal

Alle derzeitig auf dem Markt be-
findlichen Hamatologie-
Analysegerdte sind konzipiert Ano-
malien im Blutbild festzustellen,
jedoch nicht um spezielle Inhalts-
stoffe von Blutzellen zu erkennen.
Die Sensitivitat eine Malaria-
Infektion zuverldssig diagnostizie-
ren zu kdnnen, beispielsweise in
Form einer Warnmeldung des Ha-
matologiegerdtes, ist zu gering.
Hierfiir bleibt der ,,Dicke Tropfen*
nach wie vor unersetzlich. Dies gilt
auch fiir die Gerate xe-2100 und
XT-2000i, die sehr spezifisch den
intrazelluldaren Nukleinsduregehalt
von Blutzellen detektieren, aber
nicht zwischen parasitaren Nuk-
leinsduren und zelleigener DNA/
RNA oder bei Retikulozyten RNA
unterscheiden kénnen.

XE-2100 und XT-2000i zeigen bei

Malariainfektionen durch Plasmo-

dium falciparum, die auch im RET-

Scattergram sichtbar sind, {ibli-

cherweise folgende Resultate an:

e ,RET Abn Scattergram* lautet die
angezeigte Warnmeldung

e Scheinbar stark erhghte
»Retikulozytenanzahl®, speziell
der reiferen ,,Retikulozyten®. Ins-
besondere der LFR-Wert (Low
Fluorescence Ratio) der Retikulo-
zytenparameter kann enorm er-
hoht sein und einen Anteil von

ca. 90% erreichen.

o Die Anzahl sehr junger Retikulo-
zyten, IRF (Immature Retikulocyte
Fraction), ist gering bzw. nor-
mal,wdhrend gleichzeitig die
»Retikulozytenzahl“ scheinbar
stark erhdht ist. Physiologisch ist
eine solch stark erhohte Gesamt-
zahl von Retikulozyten bei nor-
maler Produktion nicht moglich.
Die Konstellation dieser Parame-
ter kann jedoch durch eine Infek-
tion mit dem Plasmodium falcipa-
rumausgelost sein.

Insbesondere die Retikulozyten-
zahlund der prozentuale Wert des
LFR kénnten herangezogen werden,
um das Anschlagen der Therapie
bei einer Malariainfektion zu tiber-
priifen. Die Retikulozytenzahl sollte
deutlich zuriickgehen, wenn der
Befall der Erreger in den Erythrozy-
ten riicklaufig ist.

DIFF-Kanal

Im DIFF-Kanal werden Leukozyten
nach ihrem Nukleinsdureanteil und
ihrer inneren Struktur unterschie-
den, nicht nach ihrer Gréfle

(Abb. 7). Dies gewahrleistet eine
exakte Zahlung von Lymphozyten,
Monozyten, Eosinophilen und
Neutrophilen. Gleichzeitig bietet es
eine exzellente Registrierung unrei-
fer Blutzellen und damit ein ver-
ldssliches Flagging auch von hoch-
pathologischen Proben. Grund
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Abb. 7: Der DIFF-Kanal von xg-2100 und xT-2000i. Auf der Y-Achse ist aufstei-
gend die Fluoreszenzintensitdt basierend auf dem Nukleinsdureanteil der
Zelle aufgetragen. Die X-Achse dagegen markiert aufsteigend die zunehmen-
de Komplexitdt der Zellen, inshesondere basierend auf dem Anteil an Granula

hierfiir ist der betrachtliche Nuk-
leinsdureanteil von jungen tei-
lungsaktiven Blutzellen im Ver-
gleich zu ausgereiften Leukozyten
im Blutkreislauf, denn je unreifer
die Blutzelle, desto hoher ihr Anteil
an RNA.

Auch wenn die durch Malariaerre-
ger befallenen Erythrozyten einen
deutlich erhohten Nukleinsdurean-
teil im Vergleich zu nicht befalle-
nen Erythrozyten aufweisen, ist das
resultierende Signal dennoch viel
kleiner als von jeder kernhaltigen
Zelle, die DNA enthélt und daher
immer ein stdrkeres Fluoreszenz-
signal hervorruft. Dementspre-
chend finden sich Erythrozyten
oder Retikulozyten, befallen oder
nicht, im DIFF-Scattergram im Be-
reich der,,Ghost Area“ (dunkelblau
gekennzeichneter Bereich in

Abb. 7).

Vor allem bei Plasmodium vivax
Infektionen ldsst sich bei Vorliegen
jener freien Erregerformen der

Schizonten und Gametozonten im
DIFF-Scattergram ein erhohtes Seit-
warts- und Fluoreszenz-Streulicht
im Detektionsbereich der
Eosinophilen beobachten (Abb. 8).
Auch das freigesetzte Himozoin
diirfte zu diesem erhohten Seit-
warts- und Fluoreszenz-Signal sei-
nen Beitrag leisten. Weniger spezi-
fisch lassen sich dagegen Infektio-

Abb. 8: Schizonten und Gameto-
zonten verursachen das deutlich
erhdhte Seitwdrtsstreulichtsignal
speziell im Detektionsbereich der
Eosinophilen.

nen mit Plasmodium falciparumim
DIFF-Scattergram erkennen.

Warnmeldungen aus dem
DIFF-Kanal

XE-2100 und XT-2000i zeigen bei
Malariainfektionen durch Plasmo-
dium vivax, die auch im DIFF-
Scattergram sichtbar sind, {ibli-
cherweise folgende Resultate an:

o Bei Resultaten wie in Abb. 8 dar-
gestellt, wird das Eosinophilen-
Ergebnis komplett gesperrt auf-
grund der storenden zusatzlich
detektierten Partikel.

o Als angezeigte Warnmeldung fin-
det sich hdufig auch ,,Atypical
Lymph?“, hervorgerufen durch
reaktive Lymphoyzten.

sis-Regelwerk fiir Malaria Warn-
meldungen

Sofern ein starker Befall mit Mala-
ria-Erregern vorliegt, der sich deut-
lich im RET- oder DIFF-Scattergram
zeigt und in unterschiedlichen Ge-
ratewarnmeldungen resultiert,
kann mit Hilfe entsprechender Re-
geln im SYSMEX INFORMATION
SYSTEM (S1s) das Resultat zuverlés-
sig nach technischen Gesichts-
punkten interpretiert werden. Eine
solche technische Validierung re-
sultiert dann in einer genaueren
Warnmeldung: ,,Malaria? Ausstrich
priifen!. Voraussetzung fiir eine
solche Warnmeldung vom sis ist,
die zuvor beschriebenen malariaty-
pischen Charakteristika fiir RET—
und DIFF-Scattergramme mit héa-
matologischen Basisregeln zu
kombinieren. Gleichzeitig werden
die urspriinglichen Geratewarnmel-
dungen nicht mehr angezeigt.
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Abb. 9: Befund fiir eine Plasmodium falciparum Infektion, die mit Hilfe von
SIS die Warnmeldung ,,Malaria?“ generiert hat.
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