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ONDERWERPEN

- Vaststellen parasitemie in uitstrijk en dikke druppel

- Het belang van:
- de aanwezigheid van gametocyten
- van oudere ontwikkelingsstadia (schizonten)
- van malaria pigment in leukocyten
bij P.falciparum infecties

- Hoe kun je oudere stadia van P.falciparum van die van andere
Plasmodium-soorten onderscheiden?

- Gevaar van verlies van schizonten in de dikke druppel.



De diagnose “ernstige malariatropica” kan gesteld worden op basis van
zowel klinische als laboratorium observaties®).

Er sprake van ernstige malaria tropica indien er sprake is van 1 of meer van de
volgende situaties:

- Cerebrale malaria (coma of Glasgow Coma Scale score < 9)

- Anemie (hematocriet <15% / hemoglobine <50 g/l + >10.000 par./ul)
- Nierfalen (urine prod.<400 ml/24 uur + serum creatinine >265 pmol/l

- Pulmonair oedeem als gevolg van acute long schade

- Hypoglykemie (glucose concentratie <2.2 mmol/l of <40 mg/dl)

- Circulatie stoornis (systolische bloed druk <70 mmHQ)

- Abnormale bloedingen

- Convulsies (>2in 24 uur)

- Acidose (arteriéle pH <7.25 of plasma bicarbonaat <15 mmol/l)

- Hyperparasitemie (> 5% parasitaemie of > 250 000 parasieten/ul)

- Hyperpyrexie kern lichaamstemperatuur >40°C

- Geelzucht (hyperbilirubinemie, totaal bilirubine >43 umol/l of > 2.5 mg/dI)

*)_http://www.who.int/malaria/publications/atoz/9789241547925/en/index.html



http://www.who.int/malaria/publications/atoz/9789241547925/en/index.html
http://www.who.int/malaria/publications/atoz/9789241547925/en/index.html

Richtlijn voor de diagnostiek van malaria voor laboratoriain de
gezondheidzorg in Nederland (Versie: 9 november 2009)

- Bepaling van de parasitemie.

- Bij een infectie met P. falciparum wordt de hoeveelheid parasieten in het
bloed bepaald.

- In aanwezigheid van grote aantallen parasieten wordt de parasitemie in het
uitstrijkpreparaat bepaald als een % geinfecteerde RBC'’s aan de hand van
10.000 RBC's.

- Bij lage dichtheden (< 0,1 %) wordt in het dikke druppel preparaat het aantal
parasieten geteld per 200 of 500 witte bloedcellen en omgerekend naar het
aantal per ul of het % RBC's.

- Het voorkomen van oudere of rijpe trofozoieten, schizonten en/of
gametocyten van P.falciparum en malariapigment in WBC'’s moet worden
vermeld bij de uitslag.

- Gametocyten en schizonten worden niet meegeteld bij de bepaling van de
parasitemie.



Tellen in de uitstrijk

Bij hoge dichtheden wordt het % geinfecteerde erytrocyten in de
uitstrijk geteld per 10.000 RBC'’s.

Stel het aantal RBC'’s vast
per gezichtsveld.




Tellen in de uitstrijk

Bij hoge dichtheden wordt het % geinfecteerde erytrocyten in de
uitstrijk geteld per 10.000 RBC's.

Stel het aantal RBC'’s vast
per gezichtsveld.

Het aantal RBC’s/gezichtsveld is
niet bij alle microscopen gelijk maar
afhankelijk van de oppervlakte




Tellen in de uitstrijk

Op het oculair staan aanduidingen voor de oculaire vergroting (A) en voor het
gezichtsveld (B): (A x B).
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Deze getallen zijn verschillend voor verschillende microscopen bijv. 7 x 18;
10 x 20; 10 x 23 enz.

Om nu te bepalen hoe groot je gezichtsveld is moet je B delen door de vergroting
van het objectief dat je gebruikt (bij malaria 100 x).



Tellen in de uitstrijk

Wanneer ik het aantal RBC'’s tel met een oculair 10 x 20 tel ik bijvoorbeeld 308
RBC'’s per gezichtsveld.

Ik stel dit op 100%. Het aantal RBC’s per gezichtsveld van andere oculairen kan
ik dan berekenen op de volgende wijze:

getal B vergroting berekening gezichtsveld oppervlakte aantal ery’s /

objectief in mm gezichtsveld gezichtsveld
18 100 18 : 100 0,18 81% 250
20 100 20 : 100 0,20 100% 308
23 100 23 :100 0,23 132% 407
Eric Brienen

Het aantal RBC's per gezichtsveld verschilt dus aanzienlijk per microscoop!!



Tellen in de uitstrijk

Bij hoge dichtheden wordt het % geinfecteerde erytrocyten in de
uitstrijk geteld per 10.000 RBC's.

Het aantal RBC’s per gezichtsveld:

Tel het aantal RBC in ¥ deel van
het gezichtsveld en vermenigvuldig
met 4

Tel elk vijffde veld opnieuw. Voor de
velden 1 t/m 5 wordt het aantal
RBC’s genomen van veld 1; voor de
velden 6 t/m 11 van veld 6; etc.
totdat je in totaal 10.000 RBC'’s hebt
gezien.




Parasitemie Pfalciparum
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Tel het aantal geparasiteerde RBC’s ( = N) per 10.000 RBC'’s
Het percentage geparasiteerde RBC’s (N) is dan:

N :10.000 x 100% = ...... %



L
Tellen in de dikke druppel

- zoek een parasiet en begin met tellen van:

O het aantal parasieten (N)
® het aantal WBC'’s (200)




Parasitemie P.falciparum

| wBCs ____|Trofo's | Gametocyten | Opmerkingen
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- Tel in geval van een hoge parasietendichtheid (> 10 parasieten per
200 WBC) het aantal malariaparasieten ten opzichte van 200 witte
bloedcellen

- Tel in geval van een zeer lage parasietendichtheid (< 10 parasieten
per 200 WBC) het aantal malariaparasieten ten opzicht van 500 witte
bloedcellen



Stel het aantal WBC'’s per ul bloed is 6000 (aanname):
dan is het aantal parasieten per pl:

aantal getelde parasieten (N) x 6000 : aantal getelde WBC’s
Voorbeeld
N =64

aantal getelde WBC'’s = 200
Dan is de parasitemie: 64 x 6000 : 200 = 1920 par/pul

NB: in de tropen wordt vaak 8000 WBC'’s per pl als aanname gebruikt!
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Het aantal RBC’s per ul bloed is 4.000.000 (aanname):
dan is het % geinfecteerde RBC's:

aantal parasieten (trofo’s) per pl gedeeld door 4.000.000 x 100%

In ons voorbeeld:
1920 : 4000.000 x 100% = 0,048%
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Richtlijn voor de diagnostiek van malaria voor laboratoriain de
gezondheidzorg in Nederland (Versie: 9 november 2009)

Bepaling van de parasitemie.

Bij een infectie met P. falciparum wordt de hoeveelheid parasieten in het
bloed bepaald.

In aanwezigheid van grote aantallen parasieten wordt de parasitemie in het
uitstrijkpreparaat bepaald als een % geinfecteerde RBC'’s aan de hand van
10.000 RBC's.

Bij lage dichtheden (<0,1 %) wordt in het dikke druppel preparaat het aantal
parasieten geteld per 200 witte bloedcellen en omgerekend naar het aantal
per ul of het % RBC's.

Het voorkomen van oudere of rijpe trofozoieten, schizonten, gametocyten van
P.falciparum of malariapigment in WBC’s worden vermeld bij de uitslag.

Gametocyten en schizonten worden niet meegeteld bij de bepaling van de
parasitemie.






A-sexuele ontwikkeling in het bloed

merozoieten

tyofozoieten




Na een aantal cycli:
ontwikkeling gametocyten.
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 Plasmodium falciparum gametocytes appear in the peripheral circulation after 8 - 11 days of patent parasitaemia and by then, they have assumed their typical crescentic shapes. They soon reach their peak density, and then decline in numbers, disappearing in about 3 months as a rule. 
 The female form, or macrogametocyte, is usually more slender and somewhat longer than the male, and the cytoplasm takes up a deeper blue colour with Giemsa stain. The nucleus is small and compact, staining dark red, while the pigment granules are closely aggregated around it. The male form, or microgametocyte, is broader than the female and is more inclined to be sausage shaped. The cytoplasm is either pale blue or tinted with pink,and the nucleus, which stains dark pink, is large and less compact than in the female, while the pigment granules are scattered in the cytoplasm around it. 
 In humans, gametocytes do not multiply, nor cause symptoms but they are the forms which are infective to the mosquito. When a female Anopheline mosquito takes a blood meal, the male and female gametocytes continue their sexual development.



Gametocyten van P.falciparum




Bij P.vivax, P.ovale, P.malariae en P.knowlesi circuleren alle
(sexuele en a-sexuele) stadia in het perifere bloed.
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P.falciparum:

Alléén jonge trofozoieten en gametocyten in het perifere bloed.
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Op de wand van door P.falciparum geinfecteerde RBC wordt
histidinerijk eiwit afgezet.

De RBC ‘plakken’ aan het endotheel van de bloedvaten en aan elkaar
(roset-vorming) = ‘cyto-adherantie’.

Door het proces van cyto-adherantie verdwijnen ouder-wordende
P.falciparum-trofozoieten uit de perifere circulatie.

De afwezigheid van rijpere vormen in de perifere circulatie staat bekend
als ‘sequestratie’.
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Sequestration of infected red cells:
A characteristic feature of P.falciparum infection is the accumulation of mature parasites in capillaries and postcapillary venules in many tissue of the body, including muscle, brain and kidneys. This process of withdrawal from the peripheral circulation is known as sequestration. When sequestration is heavy the flow of red cells through tissues is likely to be compromised, leading to tissue hypoxia. Sequestration is caused by infected red cells adhering to specific molecules (cytoadherence receptors) expressed on the endothelial cells lining blood vessels. Although several cytoadherence receptors have been identified, two key ones are CD36 and intracellular adhesion molecule 1 (ICAM 1). CD 36 is distributed widely throughout the body but is largely absent on the endothelium of cerebral vessels, whereas ICAM 1 is present in cerebral vessels. This difference in distribution has led to the idea that cerebral malaria may be caused by parasites with a particularly strong ability to adherence to ICAM 1. There is some evidence to support this hypothesis, though in practice it is likely to be more complex. Another example of cyto-adherence to specific receptors being associated with the particular clinical picture occurs in placental malaria in pregnant women. Here, parasites with the ability to bind to chondroitin sulphate, which is found on the surface of syncytiothrophoblast, are concentrated in the placenta of infected women.



P.falciparum

oudere trofozoiet

rijpe schizont
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P.falciparum:

alléén jonge trofozoieten en gametocyten in het perifere bloed.

Zijn er wel oudere vormen aanwezig: indicatie voor ernstige
vorm van malaria:
grotere parasitaire biomassa in de capillairen!

Relation of the stage of parasite development in the peripheral blood to prognosis in severe falciparum
malaria; K Silamut, NJ White - Transactions of the Royal Society 1993 trstmh.oxfordjournals.org
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Relation of the stage of parasite development in the peripheral blood to prognosis in severe falciparum malaria
K Silamut, NJ White - Transactions of the Royal Society of …, 1993 - trstmh.oxfordjournals.org
These observations are consistent with the hypothesis that a predominance of mature parasites in the peripheral blood reflects a greater sequestered biomass, and thus more severe disease. Simple microscopical assessment of parasite maturity on an admission blood slide provides important pathophysiological and prognostic information in severe falciparum malaria. 

http://trstmh.oxfordjournals.org/content/87/4/436.abstract
http://trstmh.oxfordjournals.org/content/87/4/436.abstract

Malariapigment in schizonten van:
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Malariapigment

- In de RBC voedt de malariaparasiet zich met hemoglobine.

- Hiervoor bezit de parasiet een digestieve vacuole welke enkele
proteinasen (plasmepsine en falcipaine) bevat.

- De vertering van hemoglobine laat een ijzerhoudend pigment achter:
haemozoine. Dit kan worden waargenomen als malariapigment.
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Zware anemie treedt op door:
 hemolyse (zowel van geparasiteerde als niet-geparasiteerde rode bloedcellen - dit laatste via immuungemedieerde mechanismen), 
 door overdreven werking van de milt (tot weken na de infectie), 
 door eventuele bloedingen (lage bloedplaatjes, miltruptuur) en 
 door gestoorde aanmaak van nieuwe bloedcellen in het beenmerg (dyserythropoësis). Malariapigment interfereert met de differentiatie van bloedcellen in het beenmerg en kan aldus bijdragen tot de anemie.

Hyperpyrexie dient bestreden te worden door de patiënt af te koelen en door paracetamol toe te dienen. Men veronderstelt dat malariakoorts veroorzaakt wordt wanneer bij lyse van de rode bloedcellen, malariapigment (haemozoïne) vrijkomt die nadien door het reticulo-endotheliale stelsel wordt opgenomen. Dit stelt op zijn beurt endogene pyrogenen vrij (cytokine netwerk). De concentratie van "tumor necrosis factor" is gecorreleerd met de ernst van de malaria. Bij herhaalde malaria aanvallen zullen onder andere lever, milt en beenmerg zwart verkleuren door de enorme hoeveelheden haemozoïne.

Overtollig proteine, een ijzerporfirine en hematine vormen het malariapigment. 


Malariapigment

- Men veronderstelt dat malariakoorts wordt veroorzaakt doordat bij de
lyse van de RBC’s malariapigment (haemozoine) vrijkomt dat
vervolgens door het reticulo-endotheliale stelsel wordt opgenomen.
Dit stelt op zijn beurt endogene pyrogenen vrij (cytokine netwerk).

- Malariapigment interfereert met de differentiatie van bloedcellen in het
beenmerg en kan aldus bijdragen tot de anemie.
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Zware anemie treedt op door:
 hemolyse (zowel van geparasiteerde als niet-geparasiteerde rode bloedcellen - dit laatste via immuungemedieerde mechanismen), 
 door overdreven werking van de milt (tot weken na de infectie), 
 door eventuele bloedingen (lage bloedplaatjes, miltruptuur) en 
 door gestoorde aanmaak van nieuwe bloedcellen in het beenmerg (dyserythropoësis). Malariapigment interfereert met de differentiatie van bloedcellen in het beenmerg en kan aldus bijdragen tot de anemie.

Hyperpyrexie dient bestreden te worden door de patiënt af te koelen en door paracetamol toe te dienen. Men veronderstelt dat malariakoorts veroorzaakt wordt wanneer bij lyse van de rode bloedcellen, malariapigment (haemozoïne) vrijkomt die nadien door het reticulo-endotheliale stelsel wordt opgenomen. Dit stelt op zijn beurt endogene pyrogenen vrij (cytokine netwerk). De concentratie van "tumor necrosis factor" is gecorreleerd met de ernst van de malaria. Bij herhaalde malaria aanvallen zullen onder andere lever, milt en beenmerg zwart verkleuren door de enorme hoeveelheden haemozoïne.

Overtollig proteine, een ijzerporfirine en hematine vormen het malariapigment. 


Malariapigment in WBC'’s (P. falciparum)

- De parasietendichtheid weerspiegelt tot op zekere hoogte de
klinische toestand van de patiént.

- Het aantal parasieten in het perifere bloed is echter niet altijd een
juiste afspiegeling van het aantal gesequestreerde parasieten.

- Malaria pigment kan dienen als indicator voor de parasitaire
biomassa omdat dit pigment onder de microscoop kan worden gezien
iIn de monocyten en polymorfnucleaire leukocyten (PMN’s).

. . -
- Gepigmenteerde WBC'’s worden in verband =i

gebracht met cerebrale malaria en de sterfte “
van kinderen met ernstige malaria. |
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Lyke, K.E.D.A. Diallo, A. Dicko, A. Kone, D. Coulibaly, B. Dakouo, T.E. Taylor, O.K. Dougo, and C.V. Plowe. 2003. Association of interleukocytic Plasmodium falciparum malaria pigment with disease severity, clinical manifestations, and prognosis in severe malaria. Am. J. Trop. Med. Hyg. 69: 253-259.



Malariapigment in WBC's

Lyke, K.E.D.A. Diallo e.a. 2003. Association of interleukocytic Plasmodium falciparum
malaria pigment with disease severity, clinical manifestations, and prognosis in severe
malaria. Am. J. Trop. Med. Hyg. 69: 253-2509.



Gevaar van verlies van oudere stadia in de dikke druppel.
Kijk ook in de uitstrijk!!!

Gebruik het sjabloon voor het maken van gestandaardiseerde
bloedpreparaten:

«— 3 ul —6ul

— 6 ul

— 6 ul
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Gebruik het sjabloon voor het maken van gestandaardiseerde
bloedpreparaten:

— 6 ul

— 6 ul
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Doorsnede 12 mm






Hartelijk dank voor uw aandacht !



	Bloedonderzoek op parasieten
	onderwerpen
	De diagnose “ernstige malaria tropica” kan gesteld worden op basis van zowel klinische als laboratorium observaties*).��
	Richtlijn voor de diagnostiek van malaria voor laboratoria in de gezondheidzorg in Nederland (Versie: 9 november 2009)
	Slide Number 5
	Slide Number 6
	Slide Number 7
	Slide Number 8
	Slide Number 9
	Parasitemie P.falciparum
	Slide Number 11
	Tellen in de dikke druppel�
	Slide Number 13
	Slide Number 14
	Slide Number 15
	Slide Number 16
	Richtlijn voor de diagnostiek van malaria voor laboratoria in de gezondheidzorg in Nederland (Versie: 9 november 2009)
	Slide Number 18
	A-sexuele ontwikkeling in het bloed
	Slide Number 20
	Gametocyten van P.falciparum
	Slide Number 22
	Slide Number 23
	Slide Number 24
	P.falciparum
	Slide Number 26
	Malariapigment  in schizonten van:
	Malariapigment
	Malariapigment
	Malariapigment in WBC’s (P. falciparum)
	Malariapigment in WBC’s
	����
	����
	Slide Number 34
	Slide Number 35

