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Lamina 1

Introduccion

Entre 300 y 500 millones de personas del mundo entero
resultan infectadas por el paludismo cada afio, yentre 1,5y 2,7
millones, principalmente nifios, mueren a causa de la
enfermedad. La mayoria de los casos ocurren en los paises en
desarrollo, particularmente de Africa. El paludismo es causado
por parasitos protozoarios del género Plasmodium, que
comprende cuatro especies importantes para el ser humano:
P. falciparum (causante de la forma mas grave de paludismo y
de la mayoria de las defunciones), P. vivax, P. ovale y P.
malariae. El parasito ataca y destruye los glébulos rojos y
puede afectar a érganos vitales, en particular el cerebro: la
mayoria de las defunciones por paludismo falciparum se deben
a paludismo cerebral.

Estos Medios auxiliares para el diagndstico de las infecciones
paludicas presentan microfotografias - con textos explicativos
- que muestran las diversas especies y formas morfoldgicas de
los parasitos del paludismo humano en extensiones (frotis) de
sangre en capa finay en capagruesa. Se facilitan descripciones
de P. falciparum, P. vivax, P. ovale y P. malariae, asi como
instrucciones para la preparacién y utilizacion de soluciones
amortiguadoras y de tincién. Las microfotografias, todas
aumentadas mil vecesy tefiidas con colorantes de Romanowsky,
muestran muchas de las posibles variantes de los parasitos del
paludismo. Las diferencias de los procedimientos de fijacion
y tincién resultan en una coloracién de las extensiones muy
variable; en consecuencia, el fondo de la extension y los
organismos pueden variar considerablemente de un
portaobjetos a otro. Los parasitos que se observan en las
microfotografias de extensiones en capa gruesa (gota gruesa)
suelen tener menor definicidon que los de las extensiones en
capa fina: una extension de gota gruesa consta de varias capas
de células, lo que hace dificjl enfocar las diferentes capas.

Estos medios auxiliares estan destinados a los laboratoristas
encargados deldiagnéstico del paludismo mediante el examen
microscopico de frotis sanguineos, pero también seran utiles
como material pedagégico. Los agentes de salud con
experiencia a menudo pueden diagnosticar el paludismo por
el aspecto y las manifestaciones del paciente. Para confirmar
el diagnostico, sin embargo, se debe hacer un anélisis de
sangre: en consecuencia, se deben preparar extensiones en
capa gruesa y en capa fina para la observacion microscopica.
Un frotis de gota gruesa por lo general permite al microscopista
con experiencia identificar las especies de Plasmodium, pero
cuando persiste alguna duda se debe examinar una extensién
en capa fina para confirmar laidentidad. Es indispensable que
el diagnostico sea exacto, pues el tratamiento varia segun las
especies. Los errores de diagnostico pueden ser fatales para el
paciente, particularmente en el caso de infeccién por P.
falciparum.

La edicién anterior de los medios auxiliares (Medios auxiliares
para el diagnédstico del paludismo), publicada por la OMS en
1988, conteniailustraciones en color de las diferentes fases del
ciclo biolégico de las cuatro especies de Plasmodium que
causan el paludismo humano. En la presente edicion, las
ilustraciones se han sustituido por microfotografias en color,
que ofrecen una representacion mas exacta de esas fases. Se
han afiadido directrices de bioseguridad para la manipulacién
de muestras de sangre, en vista de la incidencia creciente de la
hepatitis y la infeccién por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH)/sindrome deinmunodeficiencia adquirida (SIDA).

Ciclo biolégico y diagnostico

El paludismo es transmitido por la hembra del mosquito
anofeles. Un 70% de {as aproximadamente 420 especies de
Anopheles que existen en el mundo sonvectoresdel paludismo
humano, y alrededor de 40 de ellas revisten gran importancia.
El mosquito se infecta con parasitos del paludismo cuando
pica a una persona cuya sangre contiene las formas sexuadas
del parasito (gametocitos). Los macrogametocitos femeninos
y los microgametocitos masculinos asi ingeridos se transforman
en gametos maduros en el intestino medio del mosquito. La
fecundacién de un gameto femenino (macrogameto) por un
gameto masculino {microgameto) da lugar a un cigoto movil
(ooquineto u oocineto) que emigra a la pared del estémago,
donde se convierte en ooquiste (u oocisto). Por division
asexuada se generan dentro del ooquiste hasta 10 000
esporozoitos alargadosy fusiformes, que son liberados cuando
el ooquiste finalmente se rompe y emigran por la cavidad
corporal para acumularse en las glandulas salivales del
mosquito. Cuando la hembra anofelina infectada vuelve a
picar para alimentarse con sangre, inocula los esporozoitos en
el torrente sanguineo del huésped humano. Por la sangre
liegan al higado, del que invaden las células parenquimatosas,
donde se transforman en esquizontes exoeritrociticos.

Sigue una fase de multiplicacion, que suele durar entre 5 dias
ymedioy 15dias, segun la especie de Plasmodium. Transcurrido
ese lapso, el esquizonte maduro estalla, liberando miles de
merozoitos (hasta 30 000 en el caso de P. falciparum) en el
torrente sanguineo. En el paludismo debido a P. vivaxy a P.
ovale, sin embargo, algunos esporozoitos no se transforman
inmediatamente en esquizontes; permanecen en estado latente
durante meses en las células hepaticas. A menos que estas
formas latentes - hipnozoitos - sean destruidas en el higado
por medicamentos antipaludicos especificos, su desarrollo

ulterior da origen a las recaidas dbbservadas en las infecciones

por P. vivax y P. ovale. Como P. falciparum y P. malariae no
producen hipnozoitos, no provocan recaidas, aunque la
recrudescencia de esas infecciones es comun.

En el torrente sanguineo, los merozoitos invaden los glébulos
rojos, en los que la hemoglobina les proporciona elementos
nutritivos parasu transformaciéon en trofozoitos; los trofozoitos
jovenesse conocen como formas anulares (o anillos) a causa de
su aspecto. Los trofozoitos se convierten en esquizontes
durante esta fase eritrocitica (es decir, en los glébulos rojos) y
producen pigmento palidico como subproducto de su
metabolismo. La reproducciéon en esta fase es por division
asexuada (esquizogonia eritrocitica); después de varias
divisiones, cada esquizonte maduro habitualmente contiene
entre 6 y 24 merozoitos (margen de variacién 6-40), segin la
especie de Plasmodium de que se trate. Al romperse los
glébulos rojos infectados, los merozoitos son liberados en el
torrente sanguineo, donde infectan otros nuevos glébulos
rojos dando comienzo asi a un nuevo ciclo eritrocitico. Lla
repeticion de este ciclo acarrea un aumento de la parasitemia.
Después de varias series de esquizogonia eritrocitica, algunos
de los merozoitos se diferencian en microgametocitos y
macrogametocitos que, ingeridos por el mosquito hembra al
alimentarse con sangre, dan origen a otro ciclo de transmision
del paludismo.
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Medios auxiliares para el diagnéstico de las infect

Lamina 2

Plasmodium falciparum

Esta especie de Plasmodium es la mas importante de las cuatro
especies causantes del paludismo humano. Su distribuciéon se
concentra en las zonas tropicales y subtropicales del planeta,
particularmente Africa y Asia. En el Africa subsahariana es
responsable de casi todos los casos de paludismo registrados y,
junto con el sarampion, la malnutricién, ladiarreayla neumonia,
es causa de la mayoria de las defunciones de nifios. En laszonas
muy palddicas, las mujeres embarazadas pueden contraer
anemia grave; el paludismo es una causa importante de
defuncion fetal. En las zonas de transmision baja, todos los
gruposde edad estan expuestosy, ocasionalmente, se producen
epidemias de P. falciparum que causan la muerte de miles de
personas. Unavez que el paciente es infectado por P. falciparum,
los primerosssignos clinicos tardan entre 7y 27 dias (en promedio
12) en aparecer (periodo de incubacién). Si el paciente carece
de inmunidad, la infeccion puede adoptar rapidamente una
forma grave, produciendoserios dafios en el cerebro (paludismo
cerebral) y otros 6rganos. El paludismo cerebral se caracteriza
- por el estado de coma, que puede conducir a la muerte.
Algunos pacientes que se recuperan del paludismo cerebral
pueden sufrir secuelas neuroldgicas por el resto de su vida.
Como en la infeccién por P. falciparum no hay hipnozoitos, sélo
se produce una generacién de parasitos, pero la recrudescencia
puede sobrevenir hasta un afio después.

En las extensiones de sangre, el microscopista suele observar
s6lo trofozoitos jovenes (anillos). También pueden verse
gametocitos; los trofozoitos mas maduros y los esquizontes se
mantienen escondidos {secuestrados) en los 6rganos del cuerpo.

En realidad, cuando se encuentran esquizontes en un frotis de
sangre, ello suele ser signo de que la infeccién es grave y ha
alcanzado un estadio critico. Ocasionalmente, el microscopista
puede observar granos o acimulos de pigmento (hemoglobina
digerida), producidos por el parasito del paludismo, dentro del
citoplasma de los leucocitos que han destruido parasitos del
paludismo maduros (h). En algunas extensionessélo se cbservan
gametocitos. Los individuos infectados que sélo tienen
gametocitos en circulaciéon pueden no presentar signos ni
sintomas de la enfermedad, pero aun asi pueden infectar a los
mosquitos anofeles que los piquen. El ciclo eritrocitico de P.
falciparum dura alrededor de 48 horas (es decir que se repite
cada tres dias), aunque también son posibles intervalos mas
breves.

Problemas de diagndstico: Si en las extensiones de sangre sélo se
encuentran unas pocas formas anulares, puede ser dificil
diferenciarlas de otras especies de parasitos del paludismo. La
presencia de gran cantidad de anillos cuando no se observan
otras fases es un fuerte indicio de infecciéon por P. falciparum;
las formas accolées o appliquées y la infeccién maltiple de los
hematies son elementos que han dereforzar el diagnéstico. Los
gametocitos no se observan al comienzo de la infeccién, porlo
que su ausencia en los frotis sanguineos no debe inducir a
desechar el diagnéstico de paludismo por P. falciparum.
Ocasionalmente, en extensiones de sangre periférica se puede
encontrar sélo gametocitos.

Preparacion de soluciones amortiguadoras para la tincion de parasitos del paludismo

Para teiir los pardsitos del paludismo pbr el método de Giemsa
es indispensable disponer de una solucion amortiguadora de
fosfato bien equilibrada a pH 7,2.

Preparacion de una solucion para el trabajo diario

1. Disolver 1,0 g de fosfato disédico (NaZHPOQ) anhidro y0,7
g de fosfato monopotasico (KH2P04) en 1000 ml de agua
destilada o desionizada. También puede usarse agua de
Hluvia filtrada o incluso agua del grifo si no se dispone de
otra.

2. Determinar el pH con un pehachimetro o con indicadores
colorimétricos.

3. SielpHesinferiora7,2, afadir pequefas cantidades de una
solucion de Na,HPO, al 2%, si es superior a 7,2, afnadir
pequefas cantidades de una solucion de KH_PO, al 2%.

4. Una vez equilibrado el pH a 7,2, guardar {a solucién en un
frasco cerrado con tapén bien ajustado, preferentemente
de vidrio oscuro, en un sitio fresco que no reciba la luz solar
directa.

Esta solucion se conserva bien durante algunas semanas, pero
hay que examinarla regularmente para cerciorarse de que no se
hayandesarrollo mohos u otros organismos. Esto se comprueba
agitandola; si se enturbia, deséchese.

’ 1
Preparacion de una solucion madre concentrada
(atil para operaciones sobre el terreno o el envio

a zonas distantes)

1. Disolver 3,0 g de Na,HPO, anhidroy 2,1 g de KH,PO, en 25
ml de agua destilada o desionizada.

2. SielpHesinferiora7,2, afadir pequefias cantidades de una
solucion de Na,HPO, al 2%; si es superior a 7,2, afadir
pequenias cantidades de una solucion de KH,PO, al 2%.

3. Guardar en frasco oscuro al abrigo de la luz solar directa;
esta solucion se conserva bien durante varias semanas.

4. Para obtener una solucién de trabajo, diluir 1 ml del
concentrado en agua destilada o desionizada hasta llegar a
un volumen de 20 ml.

Preparacion de envases conlas cantidades pesadas

previamente

Cabe la posibilidad de pesar previamente las dos sales de
fosfato y envasarlas juntas en un tubo o frasco provisto de un
tapén ajustado o en una bolsa de plastico que cierre bien,
rotulando claramente los envases y almacenandolos en un
bocal con tapa de rosca. Para preparar la solucién, afiadase el
contenidodelosenvases a 1 litro de agua destilada o desionizada
y ajustese el pH a 7,2.

Tabletas amortiguadoras

Los proveedores de laboratorios ya ofrecen tabletas
amortiguadoras que al disolverse producen una solucion de pH
7,2, pero su precio es bastante elevado.
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Extension en capa fina con Plasmodium falciparum
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Trefozoites: Los merozoltos invaden los globulos rejos de cualguier edad. Los trofozoitos de P, falciparum son mas pequedos que los de los demas parasitos del paludismo
humano y seelen tener un delicado y fino anillo de citoplasma azul, con una vacuoda y una prominente mancha de cromating roja {a-e). Los glébulos rojos infectadas con das
manchas de cromatina (e, @) y la invasion miltiple de fos eritrocitos (h) son caracteristicas frecusntes de esta nfeccion. Las globulos rojos infectados no sufren agrandamiento.
Los pardsitos a menudo se encuentran en e borde de los eritrocitos; se llama a estas formas accoldes o appligudes [d). Su reconocimiento es 01l para el diagnéstica. En algunes
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casos, estas formas marginales estan notablemente desplazadas, de modo que gran parte del pardsito se extiende més alla del borde celular (f; g). Las manchas de Maurer (f,
gl aparecen mas tarde en |2 infeccidn por P, falcparum que los puntes de Schifiner en la infeccdn por P wvax. Las machas de Maurer e observan en eritrocitos que contiensn
trofozoitos mas viejos y se tiflen mejor cuando ef pH es alcaling (pH 7,2-7,6). En las extensiones de sangre periférica na se sualen ohservar trofozoitos en crecimiento ni madures
a menas que la infeccitn sea grave v la parasitemia alta. Ocasionalmente pueden verse granulos de pigmento en el citoplasma de los granulocitos.
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E'sqnii:nnte's: Se observan raramente en las sxlensiones de sangré periférica, excepto en iNfecciones graves, LOs esquizontes maduros 500 CUBTpOS Compacias y redondeados
que por lo general contienen entre 16 v 24 merozaitos (margen de variacion 8-40) (5, j). El pigmanto en'los esquizontes suele amalgamarse en una masa Unica o doble y puede
encontrasse en cualquier parte del artrocito infectade (i, j).

R | 0 P

Gametocitos: Inicialmente son cuerpes redondeados que carecen de pigmento ¥ no tenen vacuolz, A medida que maduran, ad;i;jieren un aspecto fusiforme {k, 1) y luego se
convierten en caracteristicos cusrpos en forma de banana o saichicha conlos extremos redondeados (m-a). Confrecuenciase puede abservar la membrana del glébulo rojo durante
la maduracidn del gametocito {n, flecha). En los macrogametocitos, el citoplasma se tife de azul y la cromating esta concentrada en una masa violacea (m, n); el pigmento suele
estar mas cencentrado gue en fos microgametocitos y aparece en forma de granules o bastoncilos irrequlares en el centro del pardsite. £l citoplasma de fos microgametocitos
es 3 menude de on plrpura rosdceo y la cramating es mas difusa (o) los granulos de pigmento suelen estar mas dispersos gue en los macrogametocitos. Ocasionalments, Jos
gametocites pueden adoptar formas extrafias (p).
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Medios auxiliares para el diagnéstico de las infecciones

Lamina 3

Preparacion de una extension en capa fina y una gota gruesa en el mismo portaobjetos

Para el diagnéstico microscopico ordinario del paludismo se preparan una extension fina
y una de gota gruesa en el mismo portaobjetos. La primera sirve para marcar o identificar
el portaobjetos pero, si estd bien hecha, puede utilizarse también para confirmar la
especie. El examen debe hacerse en la gota gruesa.

Para preparar las extensiones de sangre se necesitan los elementos siguientes: portaobjetos
limpios empaquetados, lancetas estériles, alcohol etilico al 70% y agua, algodon en rama
absorbente, guantes de cirugia, pafio de algodén que no deje pelusa, estuche para los
portaobjetos (o cubierta para protegerios de las moscas y el polvo), formulario o fichas
de registro, lapiz de grafito blando y boligrafo.

1. Sosteniendo la manoizquierda del paciente, con ia palma hacia arriba, elijase el dedo
medio. (Si se trata de un nifio puede utilizarse el dedo gordo del pie. Nunca debe
utilizarse el pulgar, ni en adultos ni en nifios.)

Limpiese el dedo con un algodén ligeramente embebido en alcohol etilico al 70%,
frotando la yema enérgicamente para eliminar la suciedad y la grasa.

Séquese el dedo con un pafo de algodén limpio, con movimientos enérgicos para
estimular la circulacion sanguinea.

2. Conuna lanceta estéril, puncionese layema del dedo, haciendo un rapido movimiento
de rotacién.

Apretando ligeramente el dedo, hagase brotar la primera gota de sangre, que se
enjugara con un algodén seco, cerciorandose de que no quedan adheridas hebras de
algodén que luego puedan mezclarse con la sangre.

3. Utilizando portaobjetos limpios que se manipularan solamente por los bordes,
recéjase rapidamente la sangre del modo siguiente:

Apriétese suavemente el dedoy depdsitese una pequefia gotade sangre, aproximadamente
de estetamanio e, en el centro del portaobjetos. Esta gota se utiliza para la extensién fina.

Apriétese otra vez para extraer mas sangre y depositense en el portaobjetos dos o tres
gotas mayores, aproximadamente de este tamafio @, a 1 cm aproximadamente de lagota
para la extension fina (véase la ilustracién).

Enjuguese con un algodon la sangre que quede en el dedo.

4. Extension en capa fina. Colocando sobre una superficie plana y firme el portaobjetos
que contiene las gotas de sangre, toquese la gota pequefia con el borde de otro
portaobjetos limpio de manera que la sangre se extienda a lo largo de ese borde.
Deslicese con firmeza este “portaobjetos extensor” sobre el primero, manteniéndolo en
un angulo de 45°. Importa que durante toda la extension de la sangre los dos
portaobjetos estén en contacto uniforme.

5. Gota gruesa. Manipulense siempre los portacbjetos por sus bordes o por un angulo
y procédase del siguiente modo.

Utilizando un angulo del portaobjetos extensor, mézclense rapidamente las gotas de
sangre y extiéndase la mezcla para obtener una pelicula gruesa y uniforme. No se debe
remover demasiado la sangre, sino extenderla en forma circular o rectangular mediante
tres a seis movimientos. La pelicula gruesa circuiar debe tener alrededor de 1 ¢cm de
didmetro.

6. Marquese la extensién fina seca con lapiz de grafito blando escribiendo en su parte
mas gruesa el nombre o numero del pacientey la fecha. No debe utilizarse boligrafo para
rotular el portaobjetos. Déjese secar la gota gruesa en posicion horizontal, al abrigo de
las moscas, el polvo y el calor extremo.

7. Envuélvase el portaobjetos seco en la ficha clinica del paciente y enviese lo antes
posible al laboratorio.

8. El portaobjetos utilizado para extender la sangre podra usarse ahora para recoger la
sangre del paciente siguiente, empleando otro portacbjetos limpio del paquete para
hacer la extension.
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Medios auxiliares para el diagnéstico de las infecciones palidicas Lamina 3

Extension en capa gruesa con Plasmodium falciparum
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Los anillos (a-c) suelen ser pequeiios, @ menudo numerosos, con citoplasma escaso y delicado. Los anillos y las formas en coma (anillos deformados) son frecuentes; pera los
anillos mas viejos pueden tener mds citoplasma (a). Son comunes los anillos con manchas de cromatina dobles, La presencia de un gran nimero de formas anulares en ausencia
da otras fazes morfoldgicas es generalmente indicadora de esta especie (c),
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En las infecclones fuertes, se pueden encontrar pequenos esquizontes compactos (d, flechas), que perlo general contienen entre 16 y 24 merozoitos (margen de variacidn 8-a0),
afratimados en oo a Una pequeda masa oscura di pigmenta {d); también se observa un gran nimero de anillos. Es posible encontrar formas anulates junto con gametocitos
1€}y, en algunas infecciones, se pueden observar gametocitos en un campo en ausencia de anillos (F].
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Los gametocitos con las caracteristicas farmas de banana o satchicha (g, h), 3 veces llamadas medias lunas o semilunas, son ficiles de identificar. Sin embarge, cuando resultan
dafiados o modificadas en el proceso de preparacidn de la gota gruesa, los gametocitas (i, flechas), en ausencia de formas anufares, puaden ser mas dificiles de reconocer
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En infecciones mixtas por £, faloparum y P, vivax (=), son visibles un tipico gametocito y numerosos anilles pequefios de £ falciparum, Junto con un trofozeito de P, vivax [j,
ﬂfecha}. En (k) se observan anillos y un gametocito junto con un gran trofozoito de £ vivax (flecha); en () es visible un gametacite junta con un prominente trofozoito de P. wax
(flecha).
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Medios auxiliares para el diagnéstico de las infecciones palddi

Lamina 4

Plasmodium vivax

Plasmodium vivax se encuentra en las zonas tropicales y
subtropicales y es también la especie predominante en los
climas templados. Es muy rara en Africa occidental. El periodo
de incubacién por lo general dura entre 13 y 17 dias, aunque
algunas cepas pueden tener periodos de incubacion
prolongados, de hasta 6 a 12 meses. Una caracteristica
importante de esta especie es la presencia y persistencia de
fases exoeritrociticas (hipnozoitos) en el higado, que pueden
producir recaidas de la infeccién repetidamente a lo largo de
muchos afios. El ciclo eritrocitico suele durar alrededor de 48
horas y en la sangre periférica se pueden encontrar todas las
fases morfolégicas caracteristicas: trofozoitos, esquizontes y
gametocitos.

Problemas de diagnéstico: Si en las extensiones sanguineas sélo
se encuentran unos pocos anillos, el diagnéstico es muy dificil.
Puede ser necesario realizar un examen mas amplio de la
muestra para encontrar otras fases, asi como el punteado de
Schuffner. El examen de extensiones en capa gruesa puede ser
necesario para determinar la presencia de otros parasitos. Cabe
recordar que en las extensiones en capa fina, la periferia de la
extension puede estar poco lisada y los “fantasmas” de los
hematies pueden revelar la presencia de organismos, asi como
signos de punteado (lamina 5, f).

Bioseguridad en la manipulacion de las muestras de sangre de los pacientes

Los peligros a que esta expuesto el personal técnico de los
laboratorios estan ampliamente reconocidos. Todos los
laboratorios deben sequir pautas de seguridad nacionales o
bien pueden aplicar directrices elaboradas localmente. La OMS
también ha facilitado una serie de directrices, por ejempio
Safety in health-care laboratories; Guia de métodos eficaces de
esterilizacion y desinfeccion contra el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), 22 ed.; Normas de bioseguridad
para laboratorios de diagndstico e investigacion que trabajan
con el VIH, y Preventing HIV transmission in health facilities
(véase la seccion “Bibliografia complementaria”).

Todas las muestras de sangre se deben considerar
potencialmente infecciosas. Dos de las enfermedades mas
peligrosas transmitidas por la sapgre son la hepatitis (causada
principalmente por los virus de ta hepatitis By C) y el VIH/SIDA.
Alrecoger muestras de sangre para el diagnéstico de paludismo
se deben observar las normas de bioseguridad pertinentes.

El principal peligro para los laboratoristas que toman muestras
de sangre es la contaminacion de las manos y de las mucosas de
los ojos, la nariz y la boca por sangre infecciosa. Esa
contaminacion se produce a raiz de lesiones penetrantes
causadas por objetos punzantes o cortantes, y de derrames o
salpicaduras de la muestra. En las directrices que se ofrecen
aqui se presentan practicas y procedimientos concebidos para
reducir al maximo esos accidentes.

1. Todos los laboratoristas deben estar suficientemente
capacitados en relaciéon con las tareas que desempefian y
con todos los aspectos del trabajo de laboratorio.

2. Elprocedimiento estdndar de funcionamiento, incluidastodas
las etapas de las operaciones que han de realizarse, debe
‘estar claramente consignado por escrito.

‘

3. Enellaboratorio se debe usar tunica, batin o uniforme. Esta

ropa de proteccidn se quitara antes de salir del laboratorio.

4, Se deben usar guantes al tomar y maniputar muestras de
sangre.

5. Nosedeben tocar los ojos, la nariz u otras mucosas expuestas
ni la piel con las manos enguantadas.

6. No se debe salir del lugar de trabajo ni caminar por el
laboratorio con los guantes puestos.

7. Cuando se considere que los guantes se han contaminado,
deben descartarse; es preciso lavarse las manos y ponerse
guantes nuevos.

8. Sedeben lavar las manos con agua y jabén inmediatamente
después de cualquier contaminacién y una vez finalizado el
trabajo. Sise usan guantes, se lavaran las manos con agua
y jabén después de quitados los guantes.

9. Lasheridas punzantes, los cortes y la piel contaminados por
derrames o salpicaduras de sangre deben lavarse a fondo
con agua y jabén. Conviene hacer sangrar la herida.

10. Debe comunicarse de inmediato al supervisor del laboratorio
todo derrame, accidente y contacto manifiesto o probable con
muestras infecciosas, y se adoptaran las medidas apropiadas
para evitar su repeticion en el futuro.

11. Las lancetas usadas se deben colocar en un recipiente
resistente a los pinchazos.

12. Sedeben desinfectar las superficies de trabajo al concluir las
operaciones y al final del dia. Un desinfectante eficaz para
todo uso es una solucién de hipoclorito cuya concentracién
(1 g/l) provee de un 0,1% de cloro disponible.

13. No se debe comer, beber ni fumar en el laboratorio.

14. Sélodebetener acceso al laboratorio el personal autorizado.
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Lamina 4

Medios auxiliares para el diagnéstico de las infecciones paludicas

Extension en capa fina con Plasmodium vivax
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Trofozoitos: Los merozoitas por lo general invaden los eritrocitos jovenes. Los hematies infectados se agrandan, muchas vetes mas de un 50% {aproimadamente el tamafio
de un levcocitol, y su forma puede variar de redonda a oval. Los trofozeitos muy jovenes (anillos) habitualmente miden alrededor de un tercio del didmetro da los hematlas: tisnen
una prominente mancha de cromatina roja y un fino circulo de citoplasma azul (a-d). Ocasionalmente pueden tener dos manchas de cremating. Los trofozoftos [dvenes en
crecimiento tienen una masa de citoplasma mayor

.
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¥ per lo general un aspecto ameboide irrequiar (e), Los roforoitos mas viejos adguieran gran tamafio y un aspecto pronuncisdamente ameboide v puedan ocupar totalmente
el gidbula rojo (f-h). Su masa de cromating es grande y compacta; presentan granos de pigmento dispersos en el ciroplasma y casi siempre una vacuala de gran tamanio (h)
Los trofozoitos maduros pueden ser dificiles de diferenciar de los gametocitos (h, m). En extensiones de sangre correctamente tefidas, se pueden ver los puntos de Schijfiner
en los hematies que contienen trofozoitos [dvenes (e-g) y, raras veces, mas temprano (d).
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Esquizontes: Al principio de su desarrollo, el esquiznte es grande y ameboidal, Ls cromatin se divide en pequefias masas irrequtares, para formar finalmente entre 14 y 20
merozoltos (margen de variacion 12-24) {I-1). En ef esquizonte maduro puede haber uno o dos acémulos de pigmento en &l centro del racimo de merozoites (1), Cada mersroito
estd compuesto de una mancha de cromatina rodeada de una pequefia masa de citoplasma (I}, El esguizonte madura por lo general ocupa todo &l globulo rojo 2grandada (k,
1). El punteado de Schiifiner suele ser patente en el hematie infectado (k).
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Gametocitos: Los pardsitos suelen ser de forma redonda a oval y de contosne regular (m-p). Los macrogametocitos (m, 0 son por lo general grandes y azules y tienen una
peguedia masa compacta de cromatina excéntrica. Presentan pigmento marron dispersa por el citoplasma y carecen de vacuolas, Erparas'lm maduro ocupa casi todo el glébulo
rojo agrandada (m, n); esta fase suele ser dificil de distinguir de un trofozoito madurs (h), Los microgametocitos (o, p) tienen una gran masa difusa de cromating que se tine
de rosado y citoplasma azul claro a rosade o violices con granulos dispersos de pigmento osoure.
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Lamina 5

Tincion de extensiones de sangre para la deteccion de parasitos del paludismo

La utilizacién de colorante de Giemsa es el procedimiento
recomendado y mas fiable para teiir extensiones de sangre en
capa fina y en capa gruesa con objeto de detectar la presencia
de parasitos del paludismo. El colorante se puede obtener en
forma de solucién comercial ya preparada o en poivo; sin
embargo, como la calidad del colorante puede variar, es
conveniente adquirirlo a un fabricante reputado asi como
evaluar cada lote que se prepare antes de utilizarlo para tefir
gran cantidad de muestras. Se facilita mas informacion sobre la
preparacion del colorante y de soluciones amortiguadoras y
sobre los procedimientos de tincién en la publicacién de la OMS
Métodos basicos de laboratorio en parasitologia médica (véase
la seccion “Bibliografia complementaria”).

Preparacion de solucion madre de colorante de Giemsa
Férmuladel colorante: polvo de Giemsa, 3,8 g; alcohol metilico,
250 ml; glicerol, 250 ml.

Preparacion de colorante de Giemsa

1. Colocar en un frasco oscuro 50 perlas de vidrio. Si no se
dispone de un frasco oscuro puede usarse un frasco de vidrio o
polietilenotransparente, secoy quimicamente limpio, de tamafio
apropiado. Afnadir la cantidad medida de alcohol metilicoy el
polvo de Giemsa.

2. Cerrar bien el frasco. Esperar a que el polvo se vaya
hundiendo lentamente en el alcohol metilico hasta depositarse
en el fondo. Agitar el frasco, imprimiéndole un movimiento
circular, durante dos o tres minutos.

3. Afadir la cantidad medida de glicerol y agitar otra vez.
Seguir agitando durante dos o tres minutos cada media hora
por lo menos seis veces.

4. Guardar el frasco durante dos a tres dias, agitdandolo
periodicamente tres o cuatro veces por dia hasta que el colorante
esté completamente mezclado. Esta es la solucidén madre.
Reservar una pequenia cantidad de esta solucion madre en un
frasco pequefio para el trabajo corriente a fin de evitar la
contaminacion de la solucién madre.

Cada lote recién preparado se debe rotular adecuadamente,
indicando la fecha de preparacion, y someter a prueba para
cerciorarse de que la dilucién y el tiempo de tincién son
correctos. El frasco siempre debe guardarse, bien cerrado, en
un sitio fresco, resguardado de la luz solar directa. Los frascos
de vidrio claro se deben cubrir con un papel grueso y oscuro
para que no les dé la luz.

Técnica de tincion con Giemsa: método ordinario
Para obtener una tincién de la mejor calidad posible, lo ideal es
que la gota gruesa y la extension fina se hagan en portaobjetos
separados. Como esto no suele ser posible, por {o general se
preparan en el mismo portaobjetos, en cuyo caso essumamente
importante tefiir bien la gota gruesa. Déjese secar la gota
gruesa en posicion horizontal y al abrigo de las moscas, el polvo
y el calor excesivo. Importa sefalar que en los paises tropicales
puede producirse el fendmeno de autofijacion. Se trata de un
proceso en el cual los frotis de sangre se fijan graduaimente al
contacto con la atmésfera. En condiciones tropicales, este
proceso puede encontrarse muy avanzado incluso en frotis que
s6lo se han almacenado durante unos pocos dias. Cuando se
almacenan extensiones en capa gruesa para tefiirlas
ulteriormente, es muy importante mantenerlas enuna atmésfera
seca; se puede usar para ello un desecador.

Procedimiento de fijacién

Una vez que la extension fina se ha secado, se fija afiadiendo
unas gotas de alcohol metilico o sumergiéndola durante pocos
segundos en un recipiente con alcohol metilico. Una fijacion
prolongada puede dificultar la observacién de los puntos de
Schuffnery las manchas de Maurer. Déjese secar por completo
la extension por evaporacién. Debe evitarse el contacto de la
gota gruesa con alcohol metilico o con vapores de alcohol
metilico. Si el alcohol metilico fija la gota gruesa, la
deshemoglobinizacién no sera posible.

Procedimiento de tincion (para 20 portaobjetos o mas)

Colocar los portaobjetos en una cubeta de tincién. Preparar
una soluciéon de Giemsa al 3% en agua destilada o desionizada,
amortiguada a pH 7,2, en cantidad suficiente para llenar la
cubeta y cubrir los portaobjetos. Dejar tefir durante 30 a 45
minutos, al abrigo de la luz solar. Verter con cuidado agua
limpia en la cubeta para separar la espuma iridiscente de la
superficie del colorante. Enjuagar répidamente en agualimpia.
Retirar los portaobjetos uno por uno y colocarlos en una
gradilla para que escurran y se sequen, de manera que la
extension de sangre quede hacia abajo perosintocarla gradilla.

Resultados de la tincién

En la gota gruesa, el fondo debe aparecer limpio y exento de
residuos; los nucleos de los leucocitos deben aparecer tefiidos
de unintenso color parpura oscuro, y los parasitos del paludismo
debenverse con lacromatina de color rojo oscuroy el citoplasma
azul purpureo péalido. En la periferia de la gota gruesa, los
eritrocitos no estan lisados y en las infecciones por P. vivaxy P.
ovale puede llegar a verse el punteado de Schuffner.

Técnica de tincion con Giemsa: método rapido
Este es un procedimiento satisfactorio pero entrafia un gasto de
colorante mucho mayor que el método ordinario. :

Procedimiento de fijacién

Una vez que la extension fina se ha secado, fijarla afiadiendo
unas gotas de alcohol metilico o sumergiéndola durante pocos
segundos en un recipiente con alcohol metilico. La gota gruesa
no debe fijarse para no impedir la deshemoglobinizacién; por
consiguiente, hay que evitar su contacto con alcohol metilico o
con vapores de alcohol metilico. Déjese secar completamente
por evaporacion.

Pracedimiento de tincion

Preparar una solucién de Giemsa al 10% en agua destilada o
desionizada, amortiguada a pH 7,2; si se utiliza poca cantidad, tres
gotas de colorante por cada mililitro de agua amortiguada daran
la concentracién correcta de solucion de Giemsa. Un portaobjetos
requiere aproximadamente 3 ml de colorante preparado. Verter
con cuidado el colorante sobre el portaobjetos o utilizar una
pipeta. Otra posibilidad es colocar el portaobjetos hacia abajo en
unabandeja de tincién concava e introducir por debajo el colorante.
Tefir durante 5 a 10 minutos. Eliminar con cuidado el coiorante
ahadiendo agua limpia gota a gota; nunca se debe eliminar
directamente, inclinando el portaobjetos antes de lavarlo, ya que
en este caso quedaria un depésito de espuma de colorante sobre
la extension. Colocar el portacbjetos en una gradilla, con la
extensién hacia abajo, para que escurra y se seque, cerciorandose
de que la extension no esté en contacto con la gradilla.

Resultados de la tincién
Sonlos mismos que los que se obtienen con el método ordinario
de tincién con Giemsa.
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Medios auxiliares para el diagnéstico de Ias infecciones palidicas Lamina 5

Extension en capa gruesa con Plasmodium vivax
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Las formas anulares caracteristicas (a-c), una de ellas con mancha de cromatina doble (¢, flecha), varian alge en tamafio ¥ tienen prominentes manchas de cromatina raja.con
cantidades variables de cromating azul clara. Les anilles sen generalmente mas grandes que los de . faldiparum, a menudo sin un circalo completo de citoplasma azul, Son
visibles trofozoitos jovenes en los “fantasmas® de los eritrocitos (b, c).

¢

d d . |
Las trofozoitos {d-) de esta especie estan presentes en tamano y ndmero variables. i citoplasma es mas oscuro ¥ mas dénso (d, e} gue ef que seveen los "fantasmas” de

les hematies gue contienen organismaos ameboides con citoplasma irregular y fra‘?mentada {fr. El punteado de Schiffner es evidente en varios de los eritrocitos infectados ().
También es visible un gametocito (f, flechal. Los wofazoitos grandes son a menuda densos y compactes, se tifen de oscuro y contienen pigmento disperse; pueden confundirse

€on macregametocitos.
’ . -
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Los esquizontes inmaduros (@, h) y maduros (i) habitualmente son grandes y estén presentes en cantidades pequefias a moderadas, Los esquizontes maduros suelen cantener
entre 16y 24 merozoftos y tienen una masa d:{ggmenm poco compacta. Las masas de cromating tienen forma irregular v a menudo son bastante grandes en los esquizontes

inmaduros. Los esquizontes inmaduzos se pueden confundir con los de P, malariae,
ra
: o
. .

- ‘Q
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Los gametocitos (j-} de £, vivaxson por lo general mas grandes gue los de otras especies. Las formas maduras suelen ser grandes y redondas; lnsacrénulus de pigmento son finos

y éstan dispersos por todo el citoplasma no vacuolado. Las masas de cromatina son densas y pueden estar bien definidas o ne. Muchas veces es difici diferenciar los Qametocits,
especialmente las formas inmaduras, de los trofozoitos madures (j, flechal,
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Lamina 6

Plasmodium ovale

La distribuciéon mundial de P. ovale es mas limitada que la de
otras especies del género Plasmodium; se encuentra
principalmente en el Africa tropical, donde P. vivax es muy poco
comun. También esta presente en Nueva Guinea y Filipinas, y
ocasionalmente se ha notificado su presencia en otras partes de
Asiasudoriental. Al igual que P. vivax, P. ovale tiene un periodo
de incubacién de aproximadamente 16 a 18 dias, un ciclo
asexuado de unas 50 horas y fases exoeritrociticas persistentes
(hipnozoitos) en el higado, que pueden producir recaidas de la
infeccion. Como en la infeccién por P. vivax, en los glébulos
rojos se aprecia habitualmente el punteado de Schiffner; por
lo general, esta formacion se desarrolla mucho mas temprano
en los trofozoitos jovenes y los granulos suelen ser mas
prominentes. De ordinario, todas las fases eritrociticas estan
presentes en el torrente sanguineo.

Problemas de diagnostico: Esta especie es la mas dificil de
diagnosticar a causa de las semejanzas morfoldgicas con P.
vivaxy P. malariae. El punteado de Schuffner es similar al que
se observa en P. vivax. Los hematies infectados ovalados o
alargados, que son muy comunes en lasinfecciones por P. ovale,
se observan ocasionalmente en las infecciones por P. vivax. Para
hacer el diagnéstico es importante conocer antecedentes sobre
lugares de residencia y viajes del paciente.

Tincién rapida de extensiones de sangre para la deteccion de parasitos del paludismo

Una técnica de tincion rapida de frotis de gota gruesa que
puede arrojar excelentes resultados es la utilizacién de colorante
de Field; este procedimiento es especialmente Gtil cuando hay
que evaluar sélo frotis de gota gruesa. Se proporciona mas
informacién sobre la preparacion del colorante y soluciones
amortiguadoras, asi como sobre los procedimientos de tincién,
en la publicacién de la OMS titulada Métodos bdsicos de
laboratorio en parasitologia médica (véase la seccidon
“Bibliografia complementaria”).

Preparacion de colorante de Field para la tincion de
parasitos del paludismo

Este colorante es util para detectar rdpidamente los parasitos
del paludismo; se utiliza generalmente en frotis de gota gfuesa.
Con este procedimiento no siempre quedan tefidos.los puntos
de Schiffner. Debe prepararse colorante A de Field y colorante
B de Field para la tincién de las muestras, pues en este
procedimiento se utilizan ambos.

Solucion madre de colorante A de Field

La solucién madre de colorante A de Field puede prepararse de
dos maneras, segun se utilicen polvos preparados o colorantes
y productos quimicos originales.

Elaboracion a partir de polvo preparado

1. Anadir 5,9 g de polvo para colorante A de Field a 600 m| de
agua destilada caliente (aprox. 60° C).

2. Mezclar hasta que el polvo se disuelva.

3. Filtrar fa mezcla cuando se haya enfriado.

Elaboracion a partir de colorantesy productos quimicos originales

1. Disolver 10,0 g de fosfato disédico (Na,HPO,) anhidroy 12,5
g de fosfato monopotasico (KH,PQ,) en 1000 ml de agua
destilada.

2. Verter la mitad de esta solucion en un frasco de 1 litro que
contenga algunas cuentas de vidrio. Afadir 1,6'g de azul de
metileno (medicinal) y 1,0 g de azur | y mezclar bien.

3. Afadir el resto de la solucién de fosfato.

4. Mezclar bien y filtrar.

Solucion madre de colorante B de Field

La solucién madre de colorante B de Field puede prepararse de
dos maneras, segun se utilicen polvos preparados o colorantes
y productos quimicos originales.

Elaboracidn a partir de polvo preparado

1. Anadir 4,8 g de polvo para colorante B de Field a 600 ml de
agua destilada caliente (aprox. 60° C).

2. Mezclar hasta que el polvo se disuelva.

3. Filtrar la mezcla cuando se haya enfriado.

Elaboracion a partir de colorantesy productos quimicos originales

1. Disolver 10,0 g de fosfato disédico (Na,HPO,) anhidroy 12,5
g de fosfato monopot-sico (KH,PO,) en 1000 ml de agua
destilada.

2. Afadir 2,0 g de eosina (hidrosoluble, amarilla).

3. Mezclar hasta que se disuelva.

4. Filtrar.

Tincion con colorante de Field (gota gruesa y capafina)

Procedimiento para teiiir frotis de gota gruesa

1. Sumergir el frotis sin fijar en una cubeta con colorante A de
Field durante 3 segundos.

2. lLavar con cuidado sumergiéndolo una vez en una cubeta
con agua limpia.

3. Sumergir el portaobjetos en una cubeta con solucién de
colorante B de Field durante 3 segundos.

4. Lavar con cuidado como se indica en el apartado 2.

5. Colocar verticalmente el portaobjetos en un escurridor para
que se seque al aire.

Procedimiento para teiiir frotis en capa fina

1. Fijar el frotis en metano! durante un minuto.

2. Eliminar el metanol con agua.

3. Utilizando una pipeta, cubrir el frotis con colorante B de
Field diluido (una parte por volumen de solucién madre de
colorante mas cuatro volimenes de agua destilada
amortiguada a pH 7,2).

4. Anadir inmediatamente un volumen igual de solucion de

colorante A de Field y mezclar bien inclinando el

portaobijetos.

Dejar actuar el colorante durante un minuto.

Eliminar el colorante con agua limpia.

7. Colocar verticalmente el portaobjetos en un escurridor para
que se seque al aire.

o w
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Trofozoitos: Los merozoitos, como los de £. viva, mvaden los eritrocitos jovenes; 1a fase anular se parece a la de las demis especies de pardsitos del paludismo humano (a,

b). Los hematies infectados pueden ser redondes, pere a menude fienen forma oval y pueden presentar o no un borde irregular (e, d}, En Ios trofozoitos jévenes, la masa de
B
. e
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ol * 2
"’Jﬂ - P ™ h@ N ._.NA

cromating puede ser grande, de forma irreqular y presentar &l punteado de Sdu?ﬂﬁér_{m Muchas veces se encuentran trofozoitos mas maduros en hematies levemente
agrandados (f), que pueden tener formas caprichosas con bordes festoneadas (fimbriados) (g, h), Los trofazaitos suelen tener un aspecta menos ameboide que los de £, wax

! ) | _
Esquizontes: Los esquizontes en desarralio (i-k) y maduros (1) son frecuentes ?Iﬁhulqs :::ius avalados, muchos de ellos con bordes irregulares (i), Los eritrocitos pusden
aparecer sdlo levemente agrandados. Los esquizontes maduros tienen por Inagane.rE Emre"ﬁy}e 2 mirozoitos, pero ocasionalments hasta 18 {E 1), Muchas veces se encusniran
acdmules de pigmento en &l centro del racimo de merozoites. Fl punteado de Schiffner suele ser muy visi i

Eﬂ“ ftos maduros EFFDGJP”I._ - et des, que pueden ser redondos U ov '-:'"“... s irregulares algunas veces |
grantlos de pigmentas dispersos én el citoplasma o, en el case de | metacitos (m, n, concentrados hacia la periferia de los organismos, Los gametocitos

de P. avale a menudo son dificiles de distingui de los de P, vivax. Los microgametocitos (m, n) par lo general son mas pequefios gue los macr b er o
tinguir de. crog Sehor fejo oécro. Ef pntesda e ScHOMRGS i-mmwvﬁé&?ﬂ lesglobolos

difusa de color rosado. En los macragametocitos {o, p), la cromating es compacta y habitualmente de color rajo oscura, )
rojos infectadas.
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Medios auxiliares para el diagnéstico de las infecciones paludicas

Lamina 7

Efecto del pH en la tincion con Giemsa de los parasitos del paludismo

Estas cuatro figuras de P. wivax ilustran el efecto del pH en la
tincidn con Giemsa de los parasitos del paludismo v loselementos
de la sangre. En {a), obsérvese la intensa coloracion azul
verdosa de los eritrocitos a un pH de 7,6. Se puede reconocer
un trofozofto, pero el punteado de Schiiffner en el citoplasma
del eritrocito es débil. A un pH de 7.4 (b), el eritrocito que
contiene un trofozoito tiene un tinte azul verdoso claro y

también eneste caso el punteado de Schitffner en el citoplasma
es palidoy apenas recenocible: Enlosvaloresde pH masideales,
de 6,8 (¢ y 7,0 {d), los globulos rojos tienen una apariencia
rosacea, lostrofozeitosse tinen bieny el punteado de Schiffner
25 miy visible,

Examen sistematico de extensiones de sangre para la deteccion de parasitos del paludismo

Examen de extensiones en capa fina

El examen sistematico de extensiones en capa fina no es
recomendable, pues se tarda tres veces mas en examinar la
misma cantidad de sangre en una extension fina que en un
frotisde gota gruesa. Seexceptuan de estaregla las extensiones
en capa gruesa mal preparadas o los casos en que es necesario
confirmar la identificacion de especies,

Frocedimiento _

Por lo general es en el tercio distal del frotis sanguineo donde
las ceélulas: i) estdn distribuidas de manera mas uniforme; ii) se
encuentran &n una sola capa; vy iii} presentan una distorsién
minima. Alll es donde el microscopista debe concentrar su
atencion. Cologquese el portaobjetos sobre la platina mecanica
¥ pongase en posicion el objetivo.de inmersion en aceite x100,
como se muestra en la letra X de |a figura 1. Afadese una gota
de aceite de inmersion al portachjetos y hagase descender el
objetivo hasta quetoque el aceite. Examinese el frotissiguiendo
la pauta de maovimiento indicada.

=

———

Fig. 1

Examen de extensiones en capa gruesa

Procedimiento

Habitualmente, el examen se hace en las extensiones en capa
gruesa. Siempre gue se hayan preparado bien y se hayan tedido
antes de que pudiera producirse la autofijacion, no deberia
haberningun problema para identificar lasespeciesde parasitos
del paludismo. Colédquese el portachjetos sobre la platina
mecanica y dispongase el objetive de inmersion en aceite x100
como se indica en la letra X de la figura 2. Anadase al
portacbjetos unagota de aceite de inmersion y hagase descender
el objetive hasta gue entre en contacto con el aceite. Deben
examinarse 100 campos, siguiendo la pauta de movimiento
indicada, Si se encuentran parasitos, examinense otros 100
campos antes de confirmar la identificacion de las especies
presentes; esto posibilita la deteccion de una eventual infeccion
mixta. Para ayudarse en el examen, es posible utilizar un
contader manual para contar los campos. Anotense los
resultados en la ficha o el formulario de registro apropiado.
Puede incluirse un recuento de pardsitos.

Il

— -

Fig. 2
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Medios auxiliares para el diagnéstico de las infecclones

Lamina 7

Extension en capa gruesa con Plasmodium ovale

.'I-
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Lac formas anulares y los trafozsitos jovenes (a-c) de P ovaleson similares a los de P wvax. Seobserva un tipico anillo con ena mancha prominente de cromatina y unas

c o

L4

de citoplasma azul {a, flecha), pero'la mayorla de las formas {a=c) son trofozoites jévenes con una prominente masa de color azul

hedbras

d

=

e o

f

S obsenvan trofozoltos jovenes compactos (d}, pero muchos de los trofozoitos que se ven (e, f) son maduros y tienan una forma ligeramente ameboide, £ punteado suele ser
pronunciado y aparece en forma de “nube” rosada alrededor del pardsite (d-hj,

.
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Los esquizontes de P ovale son generalmente pocos y de tamano similar a los de P. malariae. Se observan diaramente esquizontes inmaduros con poco pigmenta ig). Las

esquizontes maduros contienen entre 6 y 12 merozoltos y el pigmento aparece por lo general como una masa concentrada (h). Se puede distinguir un esquizonte madure con
una masa compacta de pigmentao, junio con dos trofozoitos v un esquizonte inmaduro (i, lecha).
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Lews gamietocitos inmaduros y madures de £, ovale pueden ser dificiles de distinguir de los trofozaitos maduros, Ademas, los gametocitos de esta especle son de tamafio y

marfolodia simitares & los de P wivax, Dos gametocitos redondeados con considerable pigmento grueso y un trofozoits (j, fecha) ilustran lo diticil que es distinguir entra esas
fases, Son visibles dos trofozoltos y dos gametocitos (k), v tambign un gametocite Gnico conpigmente ()

THNE Lam|ueEan R o



Medios auxiliares para el diagnéstico de las inf

Lamina 8

Plasmodium malariae

Este parasito tiene una distribucién muy amplia en las zonas
tropicales y subtropicales del mundo, en particular el Africa
tropical, Asia sudoriental y, menos cominmente, las Américas.
Su prevalencia es considerablemente inferior a la de P. vivaxy
P.falciparum. P. malariae tiene un periodo de incubacion largo,
normalmente entre 28 y 30 dias (margen de variacién 23-69).
Como ocurre con P. falciparum, tiene sélo un ciclo de
esquizogonia exoeritrocitica. Es posible la recrudescenciade la
infeccién, araizdeinfecciones persistentesdurante largo tiempo
con niveles de parasitemia bajos o no detectables. Pueden
ocurrir infecciones mixtas, particularmente con P. falciparum.
Todas las infecciones eritrociticas tienen lugar en la sangre
periférica. La parasitemia es habitualmente baja. Los globulos
rojos infectados no se agrandan, y s6lo muy pocas veces se
observa un punteado rosado péalido (punteado de Zieman). El
ciclo eritrocitico dura 72 horas.

Problemas de diagnostico: Las infecciones por P. malariae suelen
presentar una parasitemia mas baja que las causadas por las
demas especies del paludismo humano y esto aumenta la
dificultad de observar los organismos. En las extensiones en
capa fina, la presencia de trofozoitos con la caracteristica forma
en banday de esquizontes dispuestos en roseta alrededor de un
acimulo de pigmento es una caracteristica importante para el
diagndstico. En los frotis de gota gruesa, los trofozoitos
maduros pueden ser dificiles de diferenciar de los gametocitos
de la misma especie. La fase mas distintiva de P. malariae en
gota gruesa es el esquizonte maduro.

Métodos de recuento de parasitos del paludismo en extensiones de sangre en capa

gruesa

A menudo es necesario determinar la densidad de parasitos del
paludismo en frotis de gota gruesa para que el médico conozca
lagravedad de la infeccion paludica asi como la respuesta de los
parasitos al tratamiento.

Para contar los parasitos del paludismo en gota gruesa pueden
emplearse dos métodos: la determinacion del niamero de
parasitos por pl de sangre y el sistema de cruces.

1. La determinacion del nimero de parasitos por (.l de sangre
se realiza haciendo el recuento de parasitos en relacién con un
namero estandar de leucocitos/ul (8000). Inicialmente, se
examina el frotis para determinar la presencia de parasitos e
identificar las especies. Utilizando dos contadores manuales,
uno para contar los leucocitos y el otro los parasitos, se seguira
uno de estos procedimientos:

i} sidespuésdehabercontado200leucocitosse hanencontrado
10 o mas pardsitos, se consignara el resuitado en la ficha
indicando el nimero de parasitos por 200 leucocitos;

ii) sidespuésde habercontado 200 leucocitosse hanencontrado
nueve parasitos o menos, se proseguira el recuento hasta 500
leucocitos, y se consignara el nimero de parasitos por 500
leucocitos.

Después de los procedimientos i) o ii), se aplica una sencilla
férmula matematica, multipiicando el nimero de parasitos por
8000 y dividiendo luego la cifra obtenida por el nimero de
leucocitos (200 6 500). El resultado es el nUmero de parasitos
por ul de sangre. Es practica corriente contar todas las formas
asexuadas de P. falciparum presentes. Esto es particularmente
importante cuando se vigila la respuesta a medicamentos
esquizonticidas, que se prevé no tendran efecto alguno en los
gametocitos.

(parasitos contados/numero de leucocitos) x 8000 = parasitos/ul
de sangre

Ejemplo

Si se han contado 200 ieucocitos:

(50 parasitos x 8000/200 leucocitos) = 2000 parasitos/ul de
sangre

Si se han contado 500 leucocitos:
(5 parasitos x 8000/500 leucocitos) = 80 parasitos/uul de sangre

2. Un método mas sencillo de recuento de parasitos en gota
gruesa es el sistema de cruces. Este sistema es menossatisfactorio,
empero, y debe utilizarse sélo cuando no es posible hacer el
recuento mas aceptable de parasitos por ul de sangre. En este
sistema se utiliza una clave de una a cuatro cruces de la
siguiente manera:

+ = 1-10 parasitos por 100 campos de gota gruesa

++ = 11-100 parasitos por 100 campos de gota gruesa
+++ = 1-10 parasitos por un campo de gota gruesa
++++ = mas de 10 parasitos por un campo de gota gruesa

Recuérdese que para identificar adecuadamente los parasitosy
hacer un recuento fiable deben utilizarse portaobjetos limpios
y frotis de gota gruesa bien preparados y bien tefidos.
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Medios auxiliares para el diagnéstico de las infecciones paludicas Lamina 8

Extension en capa fina con Plasmodium malariae

e

Trofozoitos: Los merozoitos invaden los hematies maduros. Las formas anulares son bastante grandes y la mancha de cromatina pusde st periférica (a-d). Ocasionalmente, la
mancha de cromatina puede estar situada en el centro de la vacuola. Son pococomunes |as manchas de cromating dobles y la inuasion de los hematles por més de un organismo (a).

| ] | \J - #-

§| | N '\ . |
Los trofozoitos crecen lentamente y @ menudo se estiran a lo largo del ecuador del hematie para producir las caracterfsticas formas en banda asociadas con esta especie (g, h).
Otras trofozoitos pueden presentar una gran vacuola rodeada de citoplasma dense y una masa de-cromatina alargada, lo que les da una apariencia de canasta if). Los trofozoitos
maduras tienen una masa considerable de pigmento grueso marran y ocupan casi por entera el eritracito {ﬂ..ag-
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Esquizontes: Los esquizontes inmaduros presentan menos divisiones de la cromating en tamafios y formas irregulares (i). Los esquizontes maduras tienen par o general 8 &
10 merozaitos (margen de variacion 8-12), que estdn caracteristicamente dispuestos en forma de roseta alrededor de una masa de ?mn’rﬂb marrén (K. Sin embargo, muchos

esguizontes, que por lo comin ccupan todo &l hematie {j, k), pusden tener el pigmenta aglomerado en la periferia del organismo

-
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Gametocitos: Enesta especie es dificll de diferenciar entre gemetocitosy trofozoitos. Los macrogametocitos (m, n} fienen un citoplasma mas azul y la mancha de cromatina
5 mas pequeha, mas roja y mds compacta gue la que se observa en los microgametocitos. El citoplasma de los microgametocitos es de color rasa azulado claro (p) y la cromatina
es difusa, de color azul rosaceo (o). Es muy vistble el pigmento marrdn con grénulos disperses por todo el citoplasma (m-p).
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Medios auxiliares para el diagnéstico de las infecciones:

Lamina 9

Errores comunes en la preparacion de frotis sanguineos

Al preparar los frotis es comin cometer ciertos errores, que
pueden afectar al etiquetado, la tincién o el examen de las
muestras, y en algunos casos a mas de una de estas operaciones.

Frotis mal colocados

Se debe tener cuidado en colocar correctamente los frotis
sanguineos en el portaobjetos. De lo contrario, puede ser dificil
examinar la gota gruesa. Ademas, alguna porcién del frotis
puede inclusoc desaparecer durante el proceso de tincién o de
secado.

Exceso de sangre

Después de tefiir un frotis que contenga demasiada sangre, el
fondo de la gota gruesa serd demasiado azul. Habra asimismo
muchos leucocitos por campo de gota gruesa, que pueden
oscurecer u ocultar los eventuales parasitos del paludismo. Sila
extension en capa fina es demasiado gruesa, los glébulos rojos
quedaran encimados y serda imposible examinarlos
adecuadamente después de la fijacion.

Muy poca sangre ,

Sial preparar el frotis se ha utilizado muy poca sangre, no habra
bastantes leucocitos en el campo de gota gruesa y no se podra
examinar suficiente sangre en el examen estandar. La extension
fina también puede resultar demasiado pequeiia para utilizarla
como etiqueta. .

SN
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Frotis extendidos en un portaobjetos grasiento

En un portaobjetos grasiento, los frotis no se extienden de
manera uniforme, lo que hace muy dificil el examen. Parte de
la gota gruesa puede desprenderse del portaobjetos durante el
proceso de tincion.

Portaobjetos extensor con borde astillado

Si el borde del portaobjetos extensor estd astillado, el frotis en
capa fina no se extiende de manera uniforme, queda veteado
y tiene muchas “colas”. La extensién de la gota gruesa también

puede resultar afectada.

—
Extension fina demasiado grande y gota gruesa
desplazada

Si la extensién fina es demasiado ancha, la gota gruesa quedara

desplazada y tal vez tan cerca del extremo del portaobjeto que
no se podra ver con el microscopio. Durante la tincién o el
secado es probable que algunas porciones de la gota gruesa
sean raspadas por los bordes de la cubeta de tincién o el
escurridor. Puede ser muy dificil, o imposible, colocar la gota
gruesa en la platina del microscopio en una posicion que
permita su examen.

Otros errores comunes

Otros errores que ocurren comunmente al preparar frotis de

sangre son los siguientes:

» Moscas, cucarachas u hormigas comen la sangre seca y dafian
los frotis.

e Los frotis se preparan en portaobjetos muy rayados o con
superficie “escarchada” o iridiscente.

» La gota gruesa se deja secar en forma despareja.

s Se produce la autofijacion de la gota gruesa por el transcurso
del tiempo o por exposicion al calor, y la tincién resulta
entonces dificil o insatisfactoria.

» Los portacbjetos se empaquetan antes de que todos los frotis
de gota gruesa estén suficientemente secos y se pegan unos
con otros.
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Medios auxiliares para el diagnéstico de las infecciones paliidi Lamina 9
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Las formas anulares suslen ser pequenas y poco numerosas; presentan grandes manchas de cromatin y una pequeia cantidad de citoplasma, a menuds sin vacuala (a, b). Los
anillos. pueden carecer de un circule completo de citoplasma (a), pero en un campo que contiene varios trofozoites se puede ver una forma anular completa (b). Los wofozaitos
idvenes {c} pueden no tener vacuola, El pigmento se forma tempranamente en esta especie y se presenta en forma de granos gruesos y ascuras (b, €
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Los trofozaltos en crecintiento (d, e) presentan formas variables, Se observan tres trofozoitos redondeados pequerios (e, flechas), junto con un trofozoite en crecimiento. £5visible
un esquizante (f, flecha) que contiene 8 merozoitos y una masa compacta de pigmento, junto con unos pocos trofazeltes redondeados ¢ dos leucocitos
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Se observan esquizontes maduros, que contienen & merozoftos {g-f); en tada uno de los esguizontes hay peruenas masas oscuras de pigmento concentradas. En (h) se ven al
esquizonte y un trofozeito redendeada. Un esquizonte inmaduro (i, flechal, se puede observar er &l mismo campo que tres esquizonies maduros (7).
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Se cbservan dos esquizontes maduros y un leucocito (), Dos gametocitos son méas grandes (k) que los trofozoitos pequuﬁﬂsl:,l redondeados (k. flecha). Se ve un gametocito (I,
flecha) con formas anuiares pequedas y rofozoitos en crecimiento. Los gametocitos pueden ser dificiles de distinguir de los trofozcitos madures; los gametocitos suslen presentar
granos de pigmento dures distribiidos en |a periferia, pero no asi los trofozoitos,




