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X Curso de Paludismo

OBJETIVOSDEL CURSO

Objetivos Generales:

Fortalecer a los Laboratorios de Referencia Jucsaiales de paludismo en sus
capacidades diagndsticas por microscopia bajo pdrdsnque aseguren la calidad
del resultado.

Certificar la competencia en el diagnéstico micépsco de paludismo de los
Referentes teméticos jurisdiccionales en el mareo Redes Nacionales de
Laboratorio y del personal a cargo del diagnostiependiente de la Direccién de
Epidemiologia del Ministerio de Salud.

Objetivos de Aprendizaje:
Que el participante sea capaz de:

1.

Adquirir conocimientos generales sobre la etiolpgilagnostico, clinica e
indicaciones terapéuticas del paludismo.

Practicar las técnicas de toma de muestras y a@iborapara diagnostico
laboratorial por métodos directos.

Reconocer morfolégicamente y diferenciar las esgegiestadios delasmodium
spp. en preparados hematicos.

Estimar la densidad parasitaria en muestras deggoésa y extendido hematico.
Incorporar el tema paludismo a los procesos deuasegento de la de calidad en
el diagndstico.

Incorporar conocimientos basicos sobre epidemialdgl paludismo.

Utilizar las herramientas informaticas disponibbesa la notificacion obligatoria
de casos de paludismo.

Desarrollar un pensamiento critico para la resolude casos.

Compartir experiencias y dudas personales soltezna paludismo.
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AUTORIDADESINSTITUCIONALES

INTERVENTOR DE LA ANLIS “DR. CARLOS G. MALBRAN":
= Dr. Carlos Alberto Ubeira

DIRECTORA DEL INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES
INFECCIOSAS:
= Biog. Viviana Edith Molina

JEFE DEL DEPARTAMENTO DE PARASITOLOGIA:
= Dra. Graciela Inés Santillan
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES
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Dia Hora Tema Metodologia
1 9:00 - 9:15 Inauguracion del Curso Reunién
Lunes 9:15 - 9:30 Revision de la estructura del cursoe@ls de Charla informativa
04/12 Aprendizaje
9:30 - 10:00 Marco para la eliminacién del paludism Clase expositiva
10:00 - 10:30 Evaluacién pre-Curso Evaluacion
10:30 - 10:45 Café
10:45 - 11:00 Historia del paludismo Clase expositiv
11:00 -11:45 Biologia y ciclo del géneéPtasmodium Clase expositiva
11:45-13:00 | Tomay procesamiento de muestrasgbaliagndstica Trabajo practico
de paludismo. Coloraciones.
13:00 - 14:00 Almuerzo
14:00 - 15:00 Diagndstico microscépicoRlasmodium Clase expositiva
Caracteristicas morfoldgicas Beasmodium spp.
Criterios de diferenciacion de especiedPtismodium
en humanos
15:00 - 16:30 Criterios macroscépicos y microscépicos de Trabajo practico
calidad de la gota gruesa y el extendido fing
coloreados con Giemsa
15:30 - 17:00 Microscopia Optica Beasmodium vivax Observacion
microscopica
17:00 - 17:15 Café
17:15-19:00 | Microscopia 6ptica Beasmodium vivax, Plasmodium Observacion
malariae y Plasmodium ovale microscopica
2 9:00 - 10:00 Microscopia Optica &asmodium falciparum Observacion
Martes microscopica
05/12 10:00 - 10:30 Cuantificacién de la carga parasitaria Clase tedrico-préacticg
10:30 - 10:45 Café
10:45 - 13:00 Manifestaciones clinicas del paludism Clase expositiva
13:00 - 14:00 Almuerzo
14:00 - 15:00 Aseguramiento de la calidad en grdiatico Clase expositiva
Taller
15:00 - 15:45 Guia para la certificacion de logip@antes Clase expositiva
15:45: 17:00 Microscopia Optica &evivax, P. falciparum, P. Observacion
malariaey P. ovale microscopica
17:00 - 17:15 Café
17:15 - 19:00 Practica para certificacion de lasigipantes
Revision de laminas con medicién de tiempo parfa Observacion
identificacion de resultados y especies microscopica
3 9:00 - 10:30 Practica para certificacion de logigigantes Observacion
Miércoles Revisidn de laminas con medicién de tiempo pafa  microscépica
06/12 identificacion de resultados, especies, estadio,
densidad
10:30 - 10:45 Café
10:45 - 12:00 Redes Nacionales de Laboratorio Clase expositiva
Plataforma Virtual de Informacién Georreferencigda
Gestion de Redes de Laboratorios de Salud Publica
12:00 - 13:00 Practica para certificacion de lasigipantes Observacion
Revision de laminas con medicion de tiempo pafa  microscopica
identificacion de resultados, especies, estadio,
densidad
13:00 - 14:00 Almuerzo
14:00 - 14:45 Diagndstico de hemoparasitos Clasesitya
Taller
14:45 - 16:15 Diagnéstico diferencial Observacion
microscopica
16:15-17:00 Diagndstico microscépico Observacion
Identificacion de los cuatro parametros microscopica
17:00 - 17:15 Café
17:15 - 19:00 Aspectos vectoriales Clase expositiv:
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4 9:00 - 10:30 Notificacion obligatoria de paludismo Clase expositiva
Jueves Sistema Integrado de Informacién Sanitaria Argentin Taller
07/12 SISA
Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud SNVS 2.0
10:30 - 10:45 Café
10:45 - 12:00 Revision de laminas con medicién empio para Observacion
identificacion de resultados, especies, estadio, microscopica
densidad
12:00 - 13:00 Ecologia del paludismo Taller de etabion
grupal
13:00 - 14:00 Almuerzo
14:00 - 16:00 Paludismo importado Clase expositivd
16:00 - 17:00 Diagndstico microscépico Observacion
Identificacion de los cuatro parametros microscopica
Clase de revision
17:00 - 17:15 Café
17:15-19:00 Estudio de endemias y epidemias Ghgsesitiva
Taller de elaboracion
grupal
5 9:00 - 10:00 Métodos de diagndstico rapido Clase expositiva
Viernes Diagndstico molecular
08/12 10:00 - 11:00 Programa de Evaluacion Externa Clase expositiva
del Desempefio para el Diagnéstico
Microscopico de Malaria
11:00 - 11:15 Café
11:15-13:30 Evaluacion final Evaluacion
Revision de laminas con medicién de tiempo parfa
identificacion de los cuatro parametros (resultado,
especie, estadio y densidad)
13:30 - 14:30 Almuerzo
14:30 - 16:00 Evaluacion del curso Reunién

Compromisos
Clausura y entrega de certificados

(participacion y certificacion)
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INDICE DE LA GUIA

Contenido Pagina
Taxonomia de plasmodios 1
Ciclo bioldgico de plasmodios 2
Diagndstico microscopico del Paludismo 4

Introduccion 4

Limpieza y almacenaje de portaobjetos 5

Recoleccion de muestras 6

Coloracion de Giemsa 10

Observacion microscoépica 12

Recuento de parasitos 19

Registro de datos 22

Graficos auxiliares 24
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CONTENIDO DEL PENDRIVE

Contenido Archivo

Curso 2017 - Parasitologia - INEI -ANLIS

Agenda agenda 2017.pdf

Guia teorico-practica guia Paludismo 2017.pdf
Ejercicios de microscopia ejercicios de microscopia.pdf
Paper taller grupo 1 paper taller g1.pdf
Paper taller grupo 2 paper taller g2.pdf
Listado de participantes listado de participantes.pdf

POEs Parasitologia - INEI -ANLIS

Toma de muestras por Puncion Digital Toma de masgor Puncién
Digital_IT_PR_04_CNC.pdf
Diagnéstico Microscopico de Paludismo Diagnéstiderbbkcopico de
Paludismo_POE_PR_20_CNC.pdf
Planilla de registro de Diagnéstico de Paludismo anifta de registro de Diagnéstico de
Paludismo_FI_PR_19 CNC.pdf
Microscopios opticos de campo claro Microscopioticdis de campo

claro_POE_PR_08_ CNC.pdf

CNRL - ANLIS
Plataforma Virtual de Informacion Georreferenciada Documento CNRL Curso Paludismo
Gestion de Redes de Laboratorios de Salud Publica 2017.pdf
Sistema Nacional de Laboratorios de ReferenciadeRe Sistema Nacional de LRR.pdf
(SNLRR)

Bibliografia y procedimientos OMS

Bases del diagnéstico microscopico del paludisn®® —  Bases del diagnéstico microscopico del

ed- Alumno paludismo — 22 ed- Alumno -
9789243547824 spa.pdf

Bases del diagnostico microscopico del paludisn® —  Bases del diagndstico microscépico del

ed- Instructor paludismo — 22 ed- Instructor -
9789243547916_spa.pdf

Malaria Microscopy Quality Assurance Manual — Malaria Microscopy Quality Assurance

Version 2 Manual — Version 2-
9789241549394 eng.pdf

CD de Diagnéstico microscépico microscopic_diagieostd_full.zip

Medios auxiliares para el diagnéstico de las infases  Medios auxiliares para el diagnéstico de las

paltdicas, 2000 infecciones paludicas.pdf

Marco para la eliminacion de la malaria Marco pareliminacion de la malaria -
9789275319659-spa.pdf

Terminologia del Paludismo Terminologia del Paow - WHO-HTM-

GMP-2016.6-spa.pdf

Vii
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World Malaria Report 2016

Estrategia Técnica Mundial contra la Malaria 2016-
2030

SOPs WHO

Procedimientos y laminas CDC

Preparation of blood smears

Staining for malaria parasites
Determination of Parasitemia
Comparison of th@lasmodium Species

Plasmodium spp. Blood Stage Parasites, Thin Blood
Smears

World Malaria report 801
9789241511711-eng.pdf

Estrategia Técnica Mundial contra la
Malaria 2016-2030 -
9789243564999 spa.pdf

Carpeta con 18 archivos

Preparation of blooekbss -
Malaria_procedures_benchaid.pdf

Staining for malgrarasites -
malaria_staining_benchaid.pdf

Determination of Béeania -
Parasitemia_and_LifeCycle.pdf

Comparison of the Plasmodium Species -
Malaria_Comparison_p1-2.pdf

Plasmodium spp. Blood Stage
Parasites,Thin Blood Smears -
Malaria_Comparison_p3-6.pdf

Plasmodium spp. Blood Stage Parasites, Thick Blood Plasmodium spp. Blood Stage Parasites,

Smears

Plasmodium vivax

Plasmodium falciparum

Plasmodium ovale

Plasmodium malariae

Thick Blood Smears -
Malaria_Comparison_p7-8.pdf

Plasmodium vivax -
Pvivax_benchaidV2.pdf

Plasmodium falciparum -
Pfalciparum_benchaidV2.pdf

Plasmodium ovale -
Povale_benchaidV2.pdf

Plasmodium malariae -
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OBJETIVOS DEL CURSO

Objetivos Generales:

Fortalecer a los Laboratorios de Referencia Jurisdiccionales de paludismo en sus
capacidades diagnosticas por microscopia bajo pardmetros que aseguren la calidad
del resultado.

Certificar la competencia en el diagnostico microscopico de paludismo de los
Referentes tematicos jurisdiccionales en el marco de Redes Nacionales de
Laboratorio y del personal a cargo del diagnostico dependiente de la Direccion de
Epidemiologia del Ministerio de Salud.

Objetivos de Aprendizaje:
Que el participante sea capaz de:

1.

Adquirir conocimientos generales sobre la etiologia, diagnoéstico, clinica e
indicaciones terapéuticas del paludismo.

Practicar las técnicas de toma de muestras y coloracion para diagndstico
laboratorial por métodos directos.

Reconocer morfologicamente y diferenciar las especies y estadios de Plasmodium
spp. en preparados hematicos.

Estimar la densidad parasitaria en muestras de gota gruesa y extendido hematico.
Incorporar el tema paludismo a los procesos de aseguramiento de la de calidad en
el diagndstico.

Incorporar conocimientos bésicos sobre epidemiologia del paludismo.

Utilizar las herramientas informaticas disponibles para la notificacion obligatoria
de casos de paludismo.

Desarrollar un pensamiento critico para la resolucion de casos.

Compartir experiencias y dudas personales sobre el tema paludismo.
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AUTORIDADES INSTITUCIONALES

INTERVENTOR DE LA ANLIS “DR. CARLOS G. MALBRAN":
= Dr. Carlos Alberto Ubeira

DIRECTORA DEL INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES
INFECCIOSAS:
= Biog. Viviana Edith Molina

JEFE DEL DEPARTAMENTO DE PARASITOLOGIA:

=  Dra. Graciela Inés Santillan
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»=  Biog. Gustavo Diego (Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas, ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”)
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

X Curso de Paludismo

Dia Hora Tema Metodologia
1 9:00 - 9:15 Inauguracién del Curso Reunién
Lunes 9:15-9:30 Revision de la estructura del curso. Objetivos de Charla informativa
04/12 Aprendizaje
9:30 - 10:00 Marco para la eliminacion del paludismo Clase expositiva
10:00 - 10:30 Evaluacion pre-Curso Evaluacion
10:30 - 10:45 Café
10:45 - 11:00 Historia del paludismo Clase expositiva
11:00 -11:45 Biologia y ciclo del género Plasmodium Clase expositiva
11:45 - 13:00 | Tomay procesamiento de muestras para el diagndstico Trabajo practico
de paludismo. Coloraciones.
13:00 - 14:00 Almuerzo
14:00 - 15:00 Diagnostico microscopico de Plasmodium Clase expositiva
Caracteristicas morfol6gicas de Plasmodium spp.
Criterios de diferenciacion de especies de Plasmodium
en humanos
15:00 - 16:30 Criterios macroscopicos y microscopicos de Trabajo practico
calidad de la gota gruesa y el extendido fino
coloreados con Giemsa
15:30 - 17:00 Microscopia 6ptica de Plasmodium vivax Observacion
microscopica
17:00 - 17:15 Café
17:15-19:00 | Microscopia ptica de Plasmodium vivax, Plasmodium Observacion
malariae y Plasmodium ovale microscopica
2 9:00 - 10:00 Microscopia ptica de Plasmodium falciparum Observacion
Martes microscopica
05/12 10:00 - 10:30 Cuantificacion de la carga parasitaria Clase tedrico-practica
10:30 - 10:45 Café
10:45 - 13:00 Manifestaciones clinicas del paludismo Clase expositiva
13:00 - 14:00 Almuerzo
14:00 - 15:00 Aseguramiento de la calidad en el diagnéstico Clase expositiva
Taller
15:00 - 15:45 Guia para la certificacion de los participantes Clase expositiva
15:45: 17:00 Microscopia dptica de P.vivax, P. falciparum, P. Observacion
malariae y P. ovale microscopica
17:00 - 17:15 Café
17:15-19:00 Préactica para certificacion de los participantes
Revision de ldminas con medicién de tiempo para Observacion
identificacion de resultados y especies microscopica
3 9:00 - 10:30 Préctica para certificacion de los participantes Observacion
Miércoles Revision de laminas con medicidn de tiempo para microscopica
06/12 identificacion de resultados, especies, estadio,
densidad
10:30 - 10:45 Café
10:45 - 12:00 Redes Nacionales de Laboratorio Clase expositiva
Plataforma Virtual de Informacién Georreferenciada y
Gestion de Redes de Laboratorios de Salud Piblica
12:00 - 13:00 Préactica para certificacion de los participantes Observacion
Revision de ldminas con medicién de tiempo para microscépica
identificacion de resultados, especies, estadio,
densidad
13:00 - 14:00 Almuerzo
14:00 - 14:45 Diagnostico de hemoparésitos Clase expositiva
Taller
14:45 - 16:15 Diagnostico diferencial Observacion
microscopica
16:15-17:00 Diagnoéstico microscopico Observacion
Identificacion de los cuatro parametros microscopica
17:00 - 17:15 Café
17:15 - 19:00 Aspectos vectoriales Clase expositiva
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4 9:00 - 10:30 Notificacion obligatoria de paludismo Clase expositiva
Jueves Sistema Integrado de Informacién Sanitaria Argentino Taller
07/12 SISA 2.0
10:30 - 10:45 Café
10:45 - 12:00 Revision de ldminas con medicién de tiempo para Observacion
identificacion de resultados, especies, estadio, microscépica
densidad
12:00 - 13:00 Ecologia del paludismo Taller de elaboracién
grupal
13:00 - 14:00 Almuerzo
14:00 - 16:00 Paludismo importado Clase expositiva
16:00 - 17:00 Diagndstico microscopico Observacion
Identificacion de los cuatro parametros microscépica
Clase de revision
17:00 - 17:15 Café
17:15-19:00 Estudio de endemias y epidemias Clase expositiva
Taller de elaboracion
grupal
5 9:00 - 10:00 Métodos de diagndstico rapido Clase expositiva
Viernes Diagn6stico molecular
08/12 10:00 - 11:00 Programa de Evaluacion Externa Clase expositiva
del Desempefio para el Diagn6stico
Microscépico de Malaria
11:00 - 11:15 Café
11:15-13:30 Evaluacion final Evaluacion
Revision de laminas con medicién de tiempo para
identificacion de los cuatro parametros (resultado,
especie, estadio y densidad)
13:30 - 14:30 Almuerzo
14:30 - 16:00 Evaluacion del curso Reunién
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(participacion y certificacion)




X Curso de Paludismo

INDICE DE LA GUIA

Contenido Pagina
Taxonomia de plasmodios 1
Ciclo biologico de plasmodios 2
Diagndstico microscépico del Paludismo 4

Introduccion 4

Limpieza y almacenaje de portaobjetos 5

Recoleccion de muestras 6

Coloracién de Giemsa 10

Observacion microscopica 12

Recuento de parésitos 19

Registro de datos 22

Graficos auxiliares 24



X Curso de Paludismo

CONTENIDO DEL PENDRIVE

Contenido

Curso 2017 - Parasitologia - INEI -ANLIS
Agenda
Guia tedrico-préactica
Ejercicios de microscopia
Paper taller grupo 1
Paper taller grupo 2

Listado de participantes

POEs Parasitologia - INEI -ANLIS
Toma de muestras por Puncién Digital

Diagnostico Microscopico de Paludismo
Planilla de registro de Diagndstico de Paludismo

Microscopios Opticos de campo claro

CNRL - ANLIS

Plataforma Virtual de Informacién Georreferenciada y
Gestion de Redes de Laboratorios de Salud Publica

Sistema Nacional de Laboratorios de Referencia y Redes
(SNLRR)

Bibliografia y procedimientos OMS

Bases del diagndstico microscopico del paludismo — 22
ed- Alumno

Bases del diagndstico microscopico del paludismo — 22
ed- Instructor

Malaria Microscopy Quality Assurance Manual -
Version 2

CD de Diagnostico microscépico

Medios auxiliares para el diagnostico de las infecciones
paltdicas, 2000

Marco para la eliminacion de la malaria

Terminologia del Paludismo

Archivo

agenda 2017.pdf
guia Paludismo 2017.pdf
ejercicios de microscopia.pdf
paper taller g1.pdf
paper taller g2.pdf
listado de participantes.pdf

Toma de muestras por Puncion
Digital_IT_PR_04_CNC.pdf

Diagnostico Microscopico de
Paludismo_POE_PR_20_CNC.pdf

Planilla de registro de Diagnostico de
Paludismo_FI_PR_19 CNC.pdf

Microscopios Opticos de campo
claro_POE_PR_08_CNC.pdf

Documento CNRL Curso Paludismo
2017.pdf

Sistema Nacional de LRR.pdf

Bases del diagnostico microscopico del
paludismo — 22 ed- Alumno -
9789243547824 _spa.pdf

Bases del diagnostico microscopico del
paludismo — 22 ed- Instructor -
9789243547916 _spa.pdf

Malaria Microscopy Quality Assurance
Manual — Version 2-
9789241549394 eng.pdf

microscopic_diagnostic_cd_full.zip

Medios auxiliares para el diagndstico de las
infecciones paludicas.pdf

Marco para la eliminacion de la malaria -
9789275319659-spa.pdf

Terminologia del Paludismo - WHO-HTM-
GMP-2016.6-spa.pdf

vii



X Curso de Paludismo

World Malaria Report 2016

Estrategia Técnica Mundial contra la Malaria 2016-
2030

SOPs WHO

Procedimientos y laminas CDC

Preparation of blood smears

Staining for malaria parasites

Determination of Parasitemia

Comparison of the Plasmodium Species

Plasmodium spp. Blood Stage Parasites,Thin Blood
Smears

Plasmodium spp. Blood Stage Parasites, Thick Blood
Smears

Plasmodium vivax

Plasmodium falciparum

Plasmodium ovale

Plasmodium malariae

World Malaria report 2016 -
9789241511711-eng.pdf

Estrategia Técnica Mundial contra la
Malaria 2016-2030 -
9789243564999 spa.pdf

Carpeta con 18 archivos

Preparation of blood smears -
Malaria_procedures_benchaid.pdf

Staining for malaria parasites -
malaria_staining_benchaid.pdf

Determination of Parasitemia -
Parasitemia_and_L.ifeCycle.pdf

Comparison of the Plasmodium Species -
Malaria_Comparison_p1-2.pdf

Plasmodium spp. Blood Stage
Parasites, Thin Blood Smears -
Malaria_Comparison_p3-6.pdf

Plasmodium spp. Blood Stage Parasites,
Thick Blood Smears -
Malaria_Comparison_p7-8.pdf

Plasmodium vivax -
Pvivax_benchaidV2.pdf

Plasmodium falciparum -
Pfalciparum_benchaidV2.pdf

Plasmodium ovale -
Povale_benchaidV2.pdf

Plasmodium malariae -
Pmalariae_benchaidV2.pdf

viii



X Curso de Paludismo

Taxonomia de los plasmodios

Los parasitos del paludismo son protozoos (del griego protos=primero; zoon=un animal
viviente) correspondientes a organismos unicelulares. Los esporozoos (del griego
sporos=una semilla; zoon=animal viviente), son protozoos que forman esporos después
de la union de las células sexualmente diferenciadas. La clase Sporozoea, a la cual
pertenecen los parasitos de la malaria, esta dividida en varios 6rdenes, clasificados a su
vez en sub-Ordenes, uno de los cuales es el sub-orden Haemosporidiidae. Los
Haemosporidiidae son parasitos que pasan una parte de su ciclo biologico en las células
sanguineas. Los tres géneros de los Haemosporidiidae incluyen el género Plasmodium,
en el cual la multiplicacion asexual o esquizogonia, toma lugar en los globulos rojos del
huésped (algunas especies pueden multiplicarse en células de otros tejidos).

Incluidas en el género Plasmodium hay mas de 100 especies, que infectan al hombre y
otros mamiferos, aves y reptiles. Las cinco especies que infectan al hombre son:
Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale
y Plasmodium knowlesi.

La posicioén taxondmica de los parasitos del paludismo es:
Subreino Protozoa
Phylum Apicomplexa
Clase Sporozoea
Subclase Coccidia
Orden Eucoccidiida
Suborden Haemosporidiidea
Familia Plasmodiidae
Género Plasmodium



X Curso de Paludismo

Ciclo bioldgico de plasmodios

El ciclo evolutivo de las cuatro especies de plasmodios que infectan al hombre es
similar. Comporta dos hospederos:

- los mosquitos del género Anopheles, en los cuales los parasitos efectian el ciclo
sexuado o esporogonia (del griego sporos=una semilla; genesis=produccion)

- el huésped vertebrado (humano), en donde se efectua la multiplicacién asexuada o
esquizogonia (del griego schizein=fragmentar; genesis=produccion), con dos fases:
la primera que ocurre en los hepatocitos (exoeritrocitica) y la segunda en los
eritrocitos (eritrocitica).

HUMANO (asexual) MOSQUITO (sexual)
Ciclo eritrocitico _A° & A9 »
— \ 4 -
\\ / %0 \ 7] ) =~ . &' Exflagelacion
il \ @ & A Microgametocito .\
7 N & Je .
8 o9 % — - \ ;
@ Esquizonte  \1oro70itos %0 - QQ ey /O,Microgameto
. Trofozoito / S \
{ § maduro Tr?feéglto )’ [J\ Macrogametocito 9y Ezp
Vl Macrogameto
Tubo digestivo
del mosquits

Ciclo exoeritrocitico

A ram M .t
en células hepaticas erozoitosy @

Ooquiste con Ooquiste Qokineto
esporozoitos

y Esporozoitos
Esporozmtos /
Piel humana

Celula hepatica ,;" n n

Esquizontes
hepaticos

Ciclo bioldgico de los parasitos del paludismo humano. Ciclo en el humano (1 a 10) y en el
mosquito (9 a 17). Los estadios exoeritrociticos son 1 a 3, los estadios eritrociticos son 4 a 8, y
las formas sexuales (también circulantes en sangre) son 9y 10.

1. Invasion del esporozoito en el hepatocito 11. Exflagelacion del microgametocito
humano 12. Macrogameto y microgameto
2. Esquizonte exoeritrocitico 13. Fertilizacion y formacion del zigoto
3. Ruptura del hepatocito liberando los 14. Ookineto e invacién en el epitelio del intestino
merozoitos medio del mosquito
4. Invasion del eritrocito humano por merozoito 15. Formaciéon de ooquiste y esporozoito en el
5. Trofozoito (forma de anillo) epitelio del intestino medio del mosquito
6. Trofozoito maduro 16. Ruptura del ooquiste y liberacion de los
7. Esquizonte esporozoitos
8. Ruptura del eritrocito liberando los merozoitos 17. Migracion de esporozoitos a las glandulas
9. Microgametocito masculino salivales del mosquito y luego, a través de la
10. Macrogametocito femenino probdscide en la proxima victima
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Diagnostico microscopico del Paludismo

1. Introduccion

La microscopia dptica convencional es el método establecido para la confirmacion
laboratorial de paludismo.

La observacion cuidadosa de un microscopista experto, asi como preparaciones
hematicas bien realizadas y coloreadas continfian siendo el “gold standard” para la
deteccion e identificacion de plasmodios. El estudio clasico consiste en:

1. Coleccidn de sangre por puncion digital

2. Preparacion de gota gruesa y extendido hemaético

3. Coloracioén de los preparados sanguineos (generalmente con Giemsa)

4. Examen microscopico a 1000X

Ventajas de la microscopia convencional

= Es un método sensible. Cuando se realiza por un microscopista experto, se
pueden detectar densidades parasitarias de hasta 10 parasitos/ul de sangre. Esta
sensibilidad es raramente alcanzada. En general, en condiciones tipicas de
trabajo, es de aproximadamente 100 parasitos/pl de sangre.

= Es informativa. Cuando se encuentran los parasitos, ellos pueden ser
caracterizados en cuanto a especie y estadio circulante. Los microscopistas
expertos pueden también detectar ocasionalmente alteraciones inducidas por
tratamientos recientes.

= Es cuantificable. Las densidades parasitarias pueden ser calculadas, demostrando
casos de hiperparasitemias (que pueden estar asociados a malaria severa) y
respuesta a quimioterapia.

= Esrelativamente de bajo costo. Ademas de su bajo costo intrinseco, el test puede
ser utilizado en servicios de salud para otros diagndsticos.

= Es una técnica de diagnostico general que puede ser acoplada a distintos
programas de control de enfermedades.

= Provee un registro permanente de hallazgos diagndsticos, que pueden ser sujetos
a control de calidad.

Desventajas de la microscopia convencional

= Requiere de trabajo intenso y con alto consumo de tiempo, ya que se necesitan al
menos 60 minutos desde la coleccion de la muestra hasta el resultado. Se ha
observado que la sensibilidad del método depende del tiempo de lectura de las
laminas.

» Depende absolutamente de la calidad de reactivos, de los microscopios y
esencialmente de personal bien entrenado y supervisado.

= Puede haber demoras en la obtencion de los resultados para su entrega a los
médicos.

Es importante recordar que precauciones universales deben ser usadas es todo
momento cuando se manipula sangre u otros fluidos biologicos.
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2. Limpieza y almacenaje de portaobjetos

Introduccion:

El objetivo es realizar de forma correcta el lavado, secado y almacenaje de los
portaobjetos destinados a la preparacion de la gota gruesa y extendido hematico.

Los portaobjetos aunque estén nuevos siempre presentan grasa adherida al cristal, la
cual es removida con ligeros movimientos con una esponja impregnada de jabon pH
neutro y enjuagues con metanol.

Materiales:

Metanol

Jabon liquido concentrado neutro

Laminas portaobjeto

Recipiente de plastico de tamafio mediano
Recipiente con tapa hermética de tamafio mediano
Probeta

Esponja suave

Pafios que no dejen pelusas (de los utilizados para secar la vajilla o la cristaleria)
Grifo con fuente de agua limpia.

Etiquetas

Cinta adhesiva

Marcador indeleble

Nota: El nimero maximo de laminas por recipiente es de 100-150 ldminas

portaobjeto.

Procedimiento

1. Colocar todos los materiales en la superficie de trabajo.

2. Preparar 200 ml de solucion jabonosa al 3%.

3. Colocarla en el recipiente plastico de tamafio mediano.

4. Separar los nuevos portaobjetos unos de otros e introducirlos en la solucion
jabonosa durante 4 a 8 horas (toda la noche para mayor comodidad).

5. Frotar ambas superficies de la lamina portaobjeto con la esponja, sujetando la
lamina entre el dedo pulgar y el dedo indice.

6. Enjuagar las ldminas portaobjetos una por una en agua limpia para eliminar el
detergente.

7. Eliminar el exceso de agua de las laminas portaobjetos.

8. Colocar las laminas portaobjeto en el recipiente con metanol y enroscar bien la
tapa. Mantenerlo alejado de la luz solar directa.

9. Sacar lamina por lamina e ir secando muy bien con un pafio limpio que no deje

pelusas. Sostener la ldmina portaobjeto siempre por los bordes.



X Curso de Paludismo

10. Colocar las 1aminas limpias en el portalaiminas, sellar y rotular. Estan listas para
ser utilizadas.

Interferencias

Los portaobjetos que tengan ligeros rallones no se consideran aptos para las
extensiones sanguineas ya que esto disminuye la calidad de la ldmina.

Si no se evita guardarlas en un medio seco, existe la posibilidad de que haya
crecimiento de hongos.

Esquema

Colocar todos los materiales Preparar la solucién jabonosa

Colocar lamina por lamina ‘

bordes lados de la lamina EBlisgarcorignna comente

Tomar la lamina por los Lavar con esponja ambos ‘

h -

Colocar las laminas en Limpiar con un pafio cada
e Rotular y almacenar
metanol lamina
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3. Recoleccion de muestras

Introduccion:
Las muestras a obtener son las siguientes:
o Extendido hemadtico: consiste en una capa simple de globulos rojos y es usado

como etiqueta para identificar al paciente. Revela detalles del globulo rojo
parasitado y permite la identificacion de especie.

e Gota gruesa: se efectia con un gran numero de globulos rojos
deshemoglobinizados. Todos los parasitos presentes son concentrados en un
area mas pequefia que en el extendido hemadtico, son observados mas
rapidamente por microscopia y permite el diagnostico con bajos niveles de
parasitemia.

Materiales:

o Portaobjetos limpios y envueltos individualmente
o Lancetas estériles

e Alcohol

e Algodén

o Caja para secado y almacenamiento de muestras
e Planilla de registro

o Lapiz de cera

o Lapiz

e Boligrafo

o QGuantes

Nota: Los portaobjetos deberan ser nuevos o usados, previamente lavados con agua
jabonosa, enjuagados con agua corriente, secados y almacenados libres de polvo.
No deberan utilizarse vidrios rayados o con roturas. Los portaobjetos limpios
deberan ser manipulados por los bordes para evitar marcas o grasitud sobre la
superficie. Ver instrucciones del item 2.
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Procedimiento:

Durante la toma de muestras el operador debera utilizar guantes. El extendido
hematico y la gota gruesa podran ser tomados en un solo portaobjetos, dividido con
un trazo de lapiz de cera. Para la obtencién de la muestra se realizaréd el siguiente
protocolo:

1.

2.

10.

11.

12.

Sostener la mano izquierda del paciente con la palma hacia arriba y seleccionar
el dedo anular.

Limpiar firmemente el dedo con algodon embebido en alcohol, para remover
suciedad o grasitud de la yema del dedo. Secar con un algodén limpio
fuertemente para estimular la circulacion sanguinea.

Punzar la cara lateral del dedo con una lanceta estéril. Aplicar una presion
suave para que salga la primer gota, descartarla en un algodon y asegurarse que
no quede resto de algodon en el dedo.

Colectar la sangre rapidamente manipulando un portaobjetos limpio por los
bordes.

Aplicar presion suave sobre el dedo y colectar una pequefia gota en el medio
del vidrio (para el extendido)

Aplicar mas presion y colectar 2 o 3 gotas mayores sobre el vidrio a 1 cm de la
colectada para el extendido

Limpiar la sangre remanente en el dedo con un algodon

Para el extendido hematico: usando un segundo portaobjetos como "extensor"
y con el vidrio con la gotas de sangre apoyado en una superficie plana y firme,
tocar la gota pequefia con el extensor permitiendo que la sangre corra por su
borde. Firmemente deslizar el extensor a lo largo del portaobjetos,
manteniendo el extensor en angulo de 45°. Asegurarse de que el extensor esté
continuamente en contacto con el portaobjetos durante todo el tiempo en que la
sangre estd siendo extendida.

Para la gota gruesa: usando la esquina del extensor, rapidamente juntar las
gotas de sangre y extenderlas para realizar la gota gruesa. La sangre no debe
ser mezclada excesivamente pero debe ser extendida con 3 a 6 movimientos
circulares o rectangulares. La gota gruesa debe ser de aproximadamente 1 cm
de didmetro.

Marcar el extendido con un l4piz blando escribiendo sobre la parte mas gruesa
el nombre o niimero de paciente y la fecha.

Permitir el secado sobre una superficie plana, protegido de insectos polvo y
calor extremo.

Realizar por lo menos 3 portaobjetos por paciente.

Comentarios:

Existen fallas comunes cuando se efectiian preparados hematicos:

demasiada sangre: en gota gruesa habra muchos globulos blancos por campo y
puden esconder los parésitos; en extendido hematico se superponen los globulos
rojos y no se podra observar.

poca sangre: la muestra sera escasa para examinar.

portaobjeto engrasado: el extendido puede estar distribuido no uniformemente y
la gota gruesa pude desprenderse.

Extensor roto en el borde: extendido hematico no uniforme y a rayas.
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Especificaciones de desempeiio del procedimiento:

Limite de deteccion: el umbral teérico de deteccion en gota gruesa es de cuatro
parasitos/ul de sangre (100 campos/objetivo de inmersidn es  equivalente
aproximadamente a 0.25 pl de sangre).

Sensibilidad: la gota gruesa tiene una alta sensibilidad por la que es considerada
estandar de oro para el diagndstico de la malaria.

Especificidad: el extendido hematico es especifico debido a que es tres veces menos
concentrado que la gota gruesa.

Esquema

\/
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4. Coloracion de Giemsa

Introduccion:

Para la identificacion de los parasitos es necesario colorear las muestras. La
coloraciéon de Giemsa es la mas comin. En ella, el fijador y el colorante estan
separados.

Materiales:

e Jarra de Coplin

e Solucion de Giemsa 20%
e Metanol

e Agua corriente

e Probeta

e Pipeta

e Reloj

e Gradilla de secado

¢ Guantes

Preparacion de soluciones

= Solucién de Giemsa 20%

Solucion stock de Giemsa 20 ml
Agua corriente 80 ml

Filtrar con papel Whatman #1 y usar inmediatamente.

Procedimiento:

1. Fijar los extendidos hematicos colocandolos en una jarra para portaobjetos
conteniendo metanol (s6lo hasta la altura del extendido). Evitar que el metanol o
sus vapores entren en contacto con la gota gruesa (ésta no se fija). Fijar durante
1 minuto.

Nota: Si se prolonga demasiado el tiempo de fijacion puede resultar dificil
observar las granulaciones de Schiiffner y Maurer. La gota gruesa no debe fijarse
para permitir la deshemoglobinizacion.

2. Colocar la solucion de Giemsa 20% en la jarra de coloracion hasta que los
portaobjetos se encuentren totalmente cubiertos.

3. Dejar en coloracion durante 20 minutos (este tiempo deberd ser controlado con
cada lote de solucion stock de Giemsa).

4. Lavar con agua corriente.

5. Secar al aire en una gradilla de secado de portaobjetos.

10
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Comentarios:

- Los preparados sanguineos deben ser coloreados lo mas pronto posible, ya que
periodos prolongados de almacenamiento pueden causar retencion del colorante.

- Después del secado, los preparados son observados por inmersion, colocando el
aceite directamente sobre la muestra sin cubrir.

- La solucion stock de Giemsa debe ser testada cada vez que se inicia un nuevo
lote. Deberan considerarse la concentracion y tiempo de coloracion adecuados
para la demostracion de plasmodios.

Esquema:

Fijar el extendido
hematico con metanol

Preparar la solucion Colocar la lamina en
o S 2 Agregar el colorante
de Giemsa de trabajo la bandeja

Quitar exceso de .
Dejar secar
colorante

—_

Py

Dejar colorear

11
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5. Observacion microscopica

Materiales:

e Microscopio binocular con ocular 10X y objetivo 100X
e Aceite de inmersion

e Xilol

e Papel tipo tissue

Procedimiento:

La observacion microscopica debe realizarse con aceite de inmersion a 1000
aumentos (ocular 10X, objetivo 100X), recorriendo la totalidad del preparado.

Exploracion de la gota gruesa

Se debe colocar la lamina sobre la platina del microscopio y se dispone del objetivo
de inmersion (100X) en direccion a la X marcada en el diagrama abajo. Se coloca
una gota de aceite de inmersion y se hace descender el objetivo hasta que hace
contacto con el aceite. Se debe observar la ldmina antes de iniciar el conteo
siguiendo la pauta de movimiento indicada. Si se encuentran parasitos, se debe
confirmar la especie encontrada antes de proceder a estimar la densidad parasitaria.
La observacion posibilita la identificacion de infecciones mixtas. Para el conteo de
leucocitos y de parasitos se puede utilizar un contador manual.

x

Exploracion del extendido hematico

El extendido hematico se observa en el borde distal (cola) debido a que es ahi donde
las células 1) estan distribuidas de manera mds uniforme, 2) se encuentran en una
sola capa, y 3) presentan una distorsion minima. Se debe colocar la ldmina sobre la
platina del microscopio y se dispone del objetivo de inmersion (100X) en direccion
a la X marcada en el diagrama abajo. Se coloca una gota de aceite de inmersion y
se hace descender el objetivo hasta que hace contacto con el aceite. Se debe
observar siguiendo la pauta de movimiento indicada.

—

12
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Comentarios:

Cuando se examinan los extendidos hematicos y las gotas gruesas coloreados con
Giemsa, es necesario reconocer los distintos componentes sanguineos:

- En extendido hemadtico: se observan globulos rojos, glébulos blancos y
plaquetas.
Globulos rojos: se observan redondeados o como discos biconcavos,
generalmente de color rosa palido, con un diametro aproximado de 7.5 pm. No
presentan nticleo.
Globulos blancos: Se tifien diferente segun las distintas subpoblaciones. El
nucleo se tifie de color purpura, con citoplasma palido; los granulos eosinéfilos
son rojo brillante y los granulos neutréfilos purpura oscuro.
Plaquetas: Se observan como cuerpos pequefios tefiidos de rojo, de forma
irregular, generalmente en grupos.

- En gota gruesa: se observan restos de globulos rojos, glébulos blancos y
plaquetas.
Identificacion de plasmodios:

- En extendido hematico: deben observarse los hematies infectados y los parésitos
dentro de ellos, en cuanto a tamafio y forma.

- En gota gruesa: los globulos rojos quedan lisados, de manera que el diagnostico
se basa en el aspecto del parésito. Los organismos suelen ser mas compactos y
densos que en el extendido hematico

A continuacion se presentan las principales caracteristicas de las cinco especies de
plasmodios que infectan al hombre, observadas en extendidos hematicos y gotas
gruesas coloreados con Giemsa.
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Plasmodium vivax

Estadio Extendido hematico Gota gruesa Grifico
Tamarfio: 2 a 3 pm de diametro (1/3 del Tamarfio: pequefios a grandes
diametro del glébulo rojo)
Numero: moderado; 1 por globulo rojo Numero: escaso a moderado
Trofozoito Forma: irregularmente redondeado Forma: anillo roto o formas irregulares -~
j oven Citoplasma: dispuesto regularmente en Citoplasma: irregular o fragmentado l\_ '
forma de anillo alrededor de la vacuola
Cromatina: punto Uinico importante Cromatina: botén simple bastante grande
Pigmento: granulos finos dificiles de Pigmento: dificil de distinguir
distinguir distribuidos principalmente
alrededor de la vacuola
Tamaio: grande. No es posible medirlo Tamafo: grande
pues los pseudopodos tienden a ocupar el
globulo rojo infectado
Numero: moderado Numero: moderado
Trof , Forma: ameboide, irregular Forma: compactas, densas
rofozoito Citoplasma: en jirones, unidos por finos Citoplasma: irregular, fragmentado
maduro puentes apenas visibles. Retiene 1 o0 mas
vacuolas
Cromatina: condensada como punto Cromatina: punto Gnico importante
importante
Pigmento: en forma de bastones finos, Pigmento: fino y desperdigado
cortos, visibles
| Tamaiio: grande Tamafio: grande
Numero: moderado Numero: moderado
Esquizonte Forma: ameboide, irregular Forma: compacta
joven Citoplasma: condensado, escasa vacuola Citoplasma: fragmentado
Cromatina: fragmentada en segmentos Cromatina: fragmentada
grandes
Pigmento: en forma de bastones finos Pigmento: discreto, suavemente
concentrado en 1 o 2 areas
Tamaio: aproximadamente 8 pm, ocupa la | Tamafo: grande
mayor parte del glébulo rojo
Numero: pocos a moderados Numero: escaso a moderado
Esquizonte Forma: redondeada, con 12 a 24 Forma: con 16 merozoitos en promedio en
d merozoitos grandes conglomerado irregular
maduro Citoplasma: organizado alrededor de cada | Citoplasma: en cada merozoito
granulo de cromatina, desaparece vacuola
Cromatina: en cada merozoito como Cromatina: en cada merozoito
granulo Unico
Pigmento: condensado en cualquier punto | Pigmento: aparece como una masa suelta
del parasito formando un bloque unico
(coalescente)
Tamafio: 4 a 7 pm de didmetro Tamafio: grande
Numero: cantidad variable segiin cepas Numero: pocos a moderado
Gametocito Forma: redondeado Forma: redondeada
Citoplasma: denso, con diferencias Citoplasma: denso, pero pueden aparecer
tintoriales seglin sexo formas erosionadas donde no se observa A :
citoplasma (s6lo cromatina y pigmento) - 4 - .
Cromatina: compacta, excéntrica Cromatina: unica, bien definida en el T _5‘ g
femenino y difusa en el masculino ! d
Pigmento: difuso y granuloso Pigmento: fino y desperdigado
1.5 a 2 veces mayor de lo normal Granulaciones de Schiiffner en fantasma
Globulo l'OjO Forma oval a normal. de eritrocitos, especialmente en el borde
infectado Granulaciones de Schiiffner finas del preparado

presentes (poco abundantes en trofozoito
joven y abundantes en el resto de los
estadios)

14




X Curso de Paludismo

Plasmodium falciparum

Estadio Extendido hematico Gota gruesa Grifico
Tamafio: pequefio y delicado; 1 a2 pm de | Tamafio: pequefio
diametro
Numero: puede haber dos o mas anillos Numero: abundante
por globulo rojo
Forma: de anillo; formas adheridas Forma: anulares, en coma y de herradura
, frecuentes, formas de herradura o
Trofozoito Citoplasma: forma de anillo delgado, pero | Citoplasma: anillo, coma, signo de k)
joven también puede disponerse como una masa | exclamacion <
paranuclear o como una cinta rodeando el { ¢
globulo rojo. Vacuola bien desarrollada \
Cromatina: granulos pequefios, 1 02, Cromatina: a menudo 2 granulos
excéntrico, frecuentemente hace saliente
fuera de la linea general del anillo ("anillo
de sello™)
Pigmento: no se observa Pigmento: no se observa
| Tamaiio: aproximadamente 2 pm Tamafio: moderado
Numero: muy escasos Numero: muy escasos
Forma: anillo Forma: anillo 5
Citoplasma: anillo ancho que puede estar | Citoplasma: compacto [V & U
Trofozoito méas engrosado en una direccion, dando a .
aspecto en llama de vela, red de mariposa, C ‘
maduro chal b
Cromatina: granulo simple o doble a veces | Cromatina: granulo simple o doble
en forma de haltera
Pigmento: en granulos Pigmento: pocos granulos gruesos
| Tamaiio: moderado Tamafio: moderado
mero: No se observan en sangre Numero: No se observan en sangre
periférica excepto en infecciones severas; | periférica excepto en infecciones severas;
las fases de desarrollo que siguen a la las fases de desarrollo que siguen a la
forma de anillo ocurren en los capilares de | forma de anillo ocurren en los capilares de
. las visceras las visceras
ESCIUIZOUte Forma: irregular Forma: compacto, oscuramente tefiido
joven Citoplasma: denso, homogéneo, y se Citoplasma: llena los espacios entre los
condensa secundariamente alrededor de las | fragmentos de cromatina como una
masas nucleares cubierta incompleta
Cromatina: en segmentos que pueden estar | Cromatina: segmentos claramente
escondidos definidos
Pigmento: agrupado en la zona central Pigmento: fusionado en una masa oscura
simple
| Tamafio: 5 a 6 um de didmetro Tamafio: pequeiio a moderado
Numero: No se observan en sangre Numero: No se observan en sangre
periférica excepto en infecciones severas periférica excepto en infecciones severas
Forma: masa redondeada Forma: redondeada
Esquizonte Citoplasma: con merozoitos (8-40) Citoplasma: rodeando a la cromatina,
pequefios y ausencia de vacuola formando los merozoitos agrupados o
maduro desperdigados
Cromatina: en bloques de tamafio y forma | Cromatina: granulos uniformes, ovales o
multiple; secundariamente esos redondeados
fragmentos se organizan en granulos
idénticos en nimero de 8-40
Pigmento: en masa inica Pigmento: masa coalescente Ginica oscura
| Tamafio: 8-10 ym x 2-6 pm Tamafio: moderado, largo
Numero: dependiente de la cepa y Numero: dependiente de cepa y
antigiiedad de la infeccion antigiiedad de la infeccidén t Q
Forma: semilunar o elipse irregular Forma: formas inmaduras puntiagudas \5
poco corrientes; formas maduras AW is.
semilunares \%‘F
Citoplasma: sin vacuola, con Citoplasma: con caracteristicas tintoriales A
Gametocito | caracteristicas tintoriales segun sexo segun sexo; oscuro en el femenino; palido .
en el masculino .
Cromatina: central y densa en el femenino | Cromatina: bien definida en el femenino;
(puede estar oculta por el pigmento); difusa en el masculino
menos densa y difusa en el masculino
Pigmento: color castafio oscuro en forma Pigmento: concentrado cerca del centro en
de granulos irregulares o de bastoncitos el femenino; disperso y granular en el .
cortos; condensado en el nacleo en el masculino . . v
femenino; distribuido en todo el ( y ,..'_" 3 d‘
citoplasma en el masculino ke
Glébulo l'OjO Tamafio y forma normal. Se pueden observar fantasmas de globulos
. Pueden observarse granulaciones de rojos
infectado Maurer.

Puede estar distorsionado con crenacion.
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Plasmodium malariae

Estadio Extendido hematico Gota gruesa Grifico
Tamafio: pequefio (menor que P. vivax); Tamaiio: pequeiio
ocupa 1/8 del globulo rojo; 1,5a 3 pm
Numero: escaso; 1 anillo por globulo rojo | Numero: generalmente escaso
Forma: anillo con cierta tendencia a Forma: anular o redondeada
deformarse; puede ser ovalado e inclusive
, tomar aspecto mas deformado (ej.: en
Trgfozmto gancho) o
joven Citoplasma: condensado en una sola Citoplasma: irregular q ’
direccion y tiende precozmente a formar
una banda ecuatorial a través del hematie;
con vacuola
Cromatina: unica, ovalada, en el interior Cromatina: inica, grande
del anillo
Pigmento: esparcido en el citoplasma Pigmento: desperdigado, abundante, con
tono amarillento
| Tamafio: 3 a 4 um de lado Tamafio: mayor que el trofozoito joven
Numero: moderado Numero: moderado a bajo
Forma: rigida, en cuadrilatero compacto, Forma: compacta, redondeada
en banda ecuatorial en la parte media del
Trofozoito gl.é bulo rojo - - ;
Citoplasma: denso y sin vacuola Citoplasma: contraido alrededor de la
maduro cromatina en forma redondeada, oval o de
banda; desaparece la vacuola
Cromatina: grande, densa, puede estar Cromatina: grande, densa, en masa inica
escondida por el pigmento
Pigmento: abundante, granuloso, con Pigmento: muy abundante
tendencia a distribuirse en la periferia
| Tamafio: aproximadamente 6 pm Tamafio: grande
Nimero: escaso Nimero: escaso
Forma: redondeada Forma: menos compacta que trofozoito
Esquizonte . maduro
joven Citoplasma: fragmentado Citoplasma: en trozos
Cromatina: fragmentada en granulos Cromatina: segmentada en tamafio y
individuales formas irregulares
Pigmento: en granulos dispersos en Pigmento: desperdigado como pequefios
periferia o centro granulos
| Tamafio: 4 a 6 um Tamafio: moderado
Numero: generalmente escaso Numero: escaso
Forma: masa redondeada de aspecto cada | Forma: compacta con 6-12 merozoitos en
vez mas regular a medida que se organiza | conglomerado laxo
E . la rosacea. Con 6 a 12 merozoitos
squizonte (habitualmente 8) que forman el "cuerpo
maduro en margarita"
Citoplasma: denso, acumulado alrededor Citoplasma: cubriendo el nucleo de cada
de cada granulo de cromatina, escaso merozoito
Cromatina: repartida , distribuida Cromatina: dvalo oscuro en cada
armoniosamente alrededor de un centro merozoito
Pigmento: forma un corpusculo central Pigmento: coleccion compacta de
granulos, color marrén verdoso
| Tamafio: 4 a 6 um de didmetro Tamafio: moderado =
Numero: cantidad variable, generalmente | Numero: escasos /:'h,':;
bastante escasos ) ;. Q
Gametocito Forma: redonda Forma: compacta, redondeada u oval ‘-,. 4
Citoplasma: bastante denso, sin vacuola Citoplasma: denso
Cromatina: de densidad variable segiin Cromatina: masa unica redonda o irregular
SEeX0 en le femenino; difusa en el masculino
Pigmento: granulos que tienden a Pigmento: distribuido en granulos con §
condensarse en la periferia arreglo periférico d
Gldbulo rojo Forma normal. Generalmente no se observan los
infectado Tamaio normal o retraido, con fantasmas de globulos rojos

granulaciones de Ziemann
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Plasmodium ovale

Estadio Extendido hematico Gota gruesa Grifico
| Tamaiio: semejante al anillo de P. vivax Tamafio: semejante a P. vivax
Numero: escaso; 1 anillo por globulo rojo | Numero: escaso
Trofozoito Forma: anular, redondeada, compacta Forma: anular o redondeada
joven Citoplasma: regular Citoplasma: bastante regular y grueso c
Cromatina: (inica y prominente Cromatina: inica, grande
Pigmento: desperdigado Pigmento: rugoso, distribuido en el
citoplasma
| Tamafio: 3a 5 um Tamafio: pequefio a mediano
Numero: generalmente escaso Numero: escaso £3
Forma: redondeada u ovalada, no Forma: redondeada, regular ) .’y
Trofozoito ~ |2meboide v c
maduro Citoplasma: denso, sin pseudopodos, y Citoplasma: compacto v
vacuola pequefia
Cromatina: Uinica, a menudo alargada Cromatina: en punto unico
Pigmento: marrdn oscuro Pigmento: oscuro a negro
| Tamafio: 3 a5 pm Tamafio: menor que P. vivax
Numero: moderado a escaso Nimero: escaso
Esquizonte Forma: compacta Forma: redondeada
j oven Citoplasma: condensado, sin vacuola Citoplasma: distribuido alrededor de los
puntos de cromatina
Cromatina: fragmentada Cromatina: en segmentos
Pigmento: abundante Pigmento: oscuro
| Tamafio: 3 a 5 um; ocupa % de la célula Tamafio: menor que P. vivax
Numero: generalmente escaso Numero: escaso
Forma: compacta con 6 a 12 merozoitos en | Forma: con 6-12 merozoitos
Esquizonte rosacea o clusters irregulares
maduro Citoplasma: distribuido alrededor de los Citoplasma: alrededor de los granulos de
granulos de cromatina cromatina
Cromatina: fragmentada en niimero de 6- | Cromatina: en puntos (6-12)
12 puntos (generalmente 8)
Pigmento: agrupado en masa tinica Pigmento: masa concentrada
Tamafio: 4 a6 um Tamafio: menor que P. vivax
Numero escaso Numero: escaso
Gametocito
Forma: redondeada Forma: compacta, redondeada Q
Citoplasma: denso Citoplasma: denso
Cromatina: unica Cromatina: unica, bien definida . .
Pigmento: desperdigado Pigmento: rugoso y difuso d
Agrandado, algunas veces distorsionado, Granulaciones de Schiiffner prominentes
Glébulo l'OjO con extremos fibrilados o forma oval. en eritrocitos "fantasmas" huéspedes,
infectado Con granulaciones de Schiiffner gruesas especialmente en los bordes del preparado

prominentes a lo largo del borde de la

célula
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Plamodium knowlesi

Estadio

Extendido hematico

Gota gruesa

Grafico

Trofozoito
joven

Tiene forma de anillo similares a P.
falciparum,. Pueden mostrar puntos dobles
de cromatina. Pueden aparecer anillos
rectangulares que albergan uno o mas
granulos de cromatina. Los globulos rojos
también pueden estar infectados de forma
multiple. Puede haber dos o tres parasitos
por globulo rojo Cuando maduran, los
anillos no ameboides pueden ocupar la
mitad o mas del globulo rojo.

Citoplasma denso; cromatina 1 o 2
granulos, ocasionalmente 3, dentro del
anillo

Pigmento: no se observa

Citoplasma denso; cromatina 1 0 2
granulos, ocasionalmente 3, dentro del
anillo

&)

o’

,

Trofozoito
maduro

Pueden aparecer formas en banda
similares en apariencia a P. malariae.
Como la vacuola se pierde durante la
maduracion, el parasito se vuelve mas
pequefio y mas compacto. El pigmento
aparece como granos oscuros y el nicleo
aumenta de tamaflo. Aparecera punteado, a
menudo denominado punteado de "Sinton
and Mulligan", ya que no es del tipo
Schiiffner.

Citoplasma denso, ameboide e irregular,
formas en banda, pigmento marrén oscuro

Citoplasma denso, ameboide e irregular,
formas en banda.

Esquizonte

En el desarrollo de esquizontes, se pueden
observar puntedo de Sinton y Mulligan. El
nucleo continua dividiéndose hasta que
haya 16 (promedio de 10) merozoitos. A
medida que el esquizonte madura, llena el
globulo rojo y el pigmento se acumula en
una o unas pocas masas. En el esquizonte
maduro, los merozoitos pueden aparecer
"segmentados" y el pigmento se ha
acumulado en una sola masa.

Con 10-16 merozoitos dispersos o en
racimo.

Gametocito

Los macrogametocitos suelen ser esféricos
y llenan el globulo rojo. El citoplasma se
tifie de azul y el nucleo excéntrico se tifle
de rojo. El pigmento es grueso y negro, y
esta disperso irregularmente en el
citoplasma. El microgametocito es a
menudo, pero no siempre, mas pequeflo
que el macrogametocito. El citoplasma
generalmente se tifie de un rosa palido,
mientras que el nucleo se tifie de un rojo
mas oscuro. El niicleo puede constituir la
mitad del parasito. El grueso pigmento
negro esta disperso de forma irregular en
el citoplasma.

Redondeado, compacto.

Globulo rojo
infectado

Tamafio y forma normal.

No distorsionado

Se pueden observar fantasmas de globulos
rojos
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6. Recuento de parasitos

Introduccion

Existen diferentes razones para realizar recuento de parasitos en preparaciones

sanguineas, tales como:

- conocer la severidad de la infeccion a nivel individual

- determinar la respuesta al tratamiento antimalarico (mediante monitoreo) a nivel
individual

- conocer la severidad a nivel poblacional

- testear sensibilidad de drogas

La magnitud de la parasitemia o densidad parasitaria permite estimar la intensidad
de la infeccion, la que a su vez se puede relacionar con la severidad de las
manifestaciones clinicas. En situaciones de transmision acentuada y estable del
paludismo, la adquisiciéon de semi-inmunidad produce una proteccion clinica de los
individuos, quienes podrian no presentar fiebre atn con densidades parasitarias
moderadas a altas. En la malaria aguda, la densidad parasitaria permite evaluar la
evolucion clinica del paciente y el manejo de complicaciones. En la malaria
cronica, la parasitemia es generalmente baja pero de larga duracion. La parasitemia
también proporciona al clinico un dato objetivo para evaluar la respuesta terapéutica
y permite vigilar la susceptibilidad in vivo a las drogas esquizonticidas sanguineas.
Al determinar la parasitemia, se debe informar de manera independiente los estadios
asexuales (trofozoitos y esquizontes) y los estadios sexuales (gametocitos).

El método utilizando para determinar la densidad parasitaria es un método
cuantitativo que permite estimar la parasitemia en la gota gruesa y en el extendido
hematico, que se informa como niimero de parésitos contados por leucocitos para la
gota gruesa o porcentaje de globulos rojos parasitados en el extendido hematico.
Tanto en la gota gruesa como en el extendido fino, el calculo inicial se puede
traducir a nimero de parasitos por microlitro de sangre si conocemos los parametros
hematologicos de los pacientes o utilizamos las constantes recomendadas.

Materiales:

e Gota gruesa coloreada o extendido hematico coloreado
e Microscopio binocular con ocular 10X y objetivo 100X
e Aceite de inmersion

e Xilol

e Papel tipo tissue

e Dos contadores de células
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Procedimiento:
1. Realizar los recuentos en gota gruesa y/o extendido hematico.

Criterio de lectura en la gota gruesa:

Utilizando los dos contadores proceder a la observacion de la gota gruesa,

contando separadamente leucocitos y parasitos.

a. Si después de 200 leucocitos contados, se identifican 10 o mas parasitos,
registrar los datos como nimero de parasitos / 200 leucocitos.

b. Si después de 200 leucocitos contados, se identifican 9 o menos parasitos,
continuar hasta alcanzar 500 leucocitos y registrar el nimero de parasitos /
500 leucocitos.

Ejemplos:

Q)

.

S EAS 3 EAS

()
1EAS

. -
1EAS =
2 EAS

< 2 EAS

Gametocito

o YERS
gE 1ESS
Campo 1 Campo 2:
EAS: 4 (2 anillos, 1 trofozoito, 1 esquizonte) EAS: 5 (4 anillos, 1 trofozoito)
ESS: 1 (1 gametocito) ESS: 0 (0 gametocito)
Leucocitos: 3 Leucocitos: 5

Criterio de lectura en extendido hemaético:

Utilizando los dos contadores proceder a la observacion del extendido hematico,

contando separadamente eritrocitos y parasitos.

a. Localizar una porcion en la cola del extendido en que los campos sean
uniformes y se cuenta el nimero de globulos rojos en un campo.

b. Contar simultdneamente globulos rojos parasitados y campos hasta llegar a
un numero de campos equivalentes a 10000 glébulos rojos. Los globulos
rojos infectados por mds de un parasito se cuentan como uno. Por ejemplo,
si el area escogida contiene 280 globulos rojos por campo, se deben contar
los parésitos presentes en 36 campos. Si el conteo arroja un resultado de 40
parasitos en 10000 globulos rojos, la parasitemia se informa como 0.4%.
Una parasitemia de 1% es una densidad parasitaria elevada y de 5% es
hiperparasitemia que puede poner en peligro la vida del paciente.

2. Estimar la densidad parasitaria por microlitro de sangre.
Se debe disponer del conteo de globulos rojos y leucocitos del paciente. Sino se
dispone de esta informacion, se asumen concentraciones constantes de 5000000
eritrocitos/pl y 6000 — 8000 leucocitos/pl.
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Estimacién en la gota gruesa;:

Convertir el nimero de parasitos relativo a leucocitos a parasitos/pul de sangre,
mediante la siguiente férmula:

N° de parasitos x 6000 = parasitos/pl
N° de leucocitos

Estimacién en el extendido hemético:

Convertir el nimero de parésitos relativo a eritrocitos a parasitos/pul de sangre,
mediante la siguiente férmula:

% de parasitemia x 5000000 = parasitos/ul
100

Nota: Pueden registrarse separadamente formas asexuales y gametocitos.
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7. Registro de datos

El paludismo no se descarta con un resultado de gota gruesa negativo. Cuando se
estd examinando un paciente individual de quien se posee evidencia clinica y
epidemiologica de paludismo, es necesario tomar una o dos muestras adicionales si
la primera gota gruesa es negativa. El resultado de la observacion microscopica se
debe informar en el formulario respectivo y no debe ser escrito sobre la ldamina para
no alterar el control de calidad.

Las planillas de registro de laboratorio deberan contener, como minimo, los datos
que se consignan a continuacion:
 region, provincia, distrito y zona donde se efecttia el trabajo
 ciudad o pueblo donde vive el paciente
o calle y nuimero de casa donde vive el paciente o a través del cual puede ser
contactado
 lugar de procedencia anterior inmediata (viajeros)
« nombre del paciente, edad y sexo
« numero de preparado hematologico
 resultados del examen microscopico:
- negativo para parasitos de paludismo
- positivo para parasitos de paludismo
~ especie de plasmodio
— estadios parasitarios observados
— recuento parasitario (opcional)

Reporte de resultados

Resultado negativo: cuando la observacion de 500 campos en gota gruesa no ha
permitido identificar parasitos.

Resultado positivo: cuando se observa una gota gruesa o un extendido en donde se
evidencia la presencia de plasmodios.

Especies: Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae,
Plasmodium ovale, Plasmodium knowlesi, Infeccion mixta (detallar especies)

Estadios presentes:

Estadios Asexuales Sanguineos (EAS): trofozoitos jovenes, trofozoitos maduros,
esquizontes jovenes, esquizontes maduros.

Estadios Sexuales Sanguineos (ESS): Gametocitos

Densidad parasitaria: EAS/ul, ESS /ul
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Esquema

Colocar la muestra en el
microscopio

X Curso de Paludismo

Explorar la muestra con
objetivos de baja dimension

Explorar la muestra con objetivo .

100x

Contar densidad parasitaria

Aplicar la formula y reportar
resultados
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Graficos auxiliares

En las siguientes figuras se observa el aspecto de los diferentes estadios de las especies

que infectan al hombre. También se grafica el aspecto de elementos celulares y el efecto
del pH en la tinciéon de plasmodios.

Fuentes: OMS y CDC
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Plasmodium vivax

Gota gruesa
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Plasmodium falciparum

W

GAMETOCITOS

L
., &
-
N =
¥
. -
-

Gota gruesa
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Extendido hamitico

X Curso de Paludismo

Plasmodium malariae

GAMETOCITOS

Gota gruesa
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Extendido hematico
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Plasmodium ovale

GAMETOCITOS

Gota gruesa
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Aspecto de elementos celulares y efecto del pH

M

L

Extensién sanguinea fina

LEUCOCITOS

Preparacion de gota gruesa
N = Neutrdfilos, e = Eosindfilos, M = Monocitos, L = Linfocitos, P = Plaquetas

MC

NC

PB

PC

Extensién sanguinea

ERITROCITOS

pH 6-4

Preparacion de gota gruesa
NC = Normocitos, MC = Microcitos, PM = Macrocitos policromaticos, Pc = Poiquilocitos,
PB = Basofilia puntuada, CR = Anillo de Cabot, HJ = Cuerpos de Howeii-Jolly, RC = «Nubes»
reticulares y érganos cromatoides en anemia aguda

L

72

76

TINCION PALUDICA Y pH

29



X Curso de Paludismo

L
e o i
» e 4
/ 2 3 4 5
- y: ._ iy .
Fy } i_h )'E.-L" : X N -

4 t = ‘-\-' i - ol '-“p\. f'l.
Fas ks 7 S0 L  ERER
(s Neb LG e gy

& 7 8 9 /0

™

Vi S# PLASMODIUM VIVAX

Desarrollo de las etapas eritrociticas de Plasmodium vivax. 1, globulo rojo normal; 2 a 6, trofozoitos
jovenes; 7 a 18, trofozoitos maduros; 19 a 24, esquizontes jovenes; 25 a 27, esquizontes maduros; 28 y

29, macrogametocito maduro; 30, microgametocito maduro.
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PLASMODIUM FALCIPARUM

(¢
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Desarrollo de las etapas eritrociticas de Plasmodium falciparum. 1, globulo rojo normal; 2 a 10,
trofozoitos jovenes; 7 a 18, trofozoitos maduros; 19 a 23, esquizontes jovenes; 24 a 26, esquizontes

maduros; 27 y 28, macrogametocito maduro; 29 y 30, microgametocito maduro.
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Desarrollo de las etapas eritrociticas de Plasmodium ovale. 1, gldbulo rojo normal; 2 a 5, trofozoitos
jovenes; 6 a 15, trofozoitos maduros; 16 a 20, esquizontes jovenes; 21 a 23, esquizontes maduros; 24,

macrogametocito maduro; 35, microgametocito maduro.
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Desarrollo de las etapas eritrociticas de Plasmodium malariae. 1, glébulo rojo normal; 2 a 5, trofozoitos
jovenes; 6 a 13, trofozoitos maduros; 14 a 20, esquizontes jovenes; 21 y 22, esquizontes maduros; 23,
gametocito en desarrollo; 24, macrogametocito maduro; 25, microgametocito maduro.
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PLASMODIUM KNOWLES/

Desarrollo de las etapas eritrociticas de Plasmodium knowlesi. 1, globulo rojo normal; 2 a 6, trofozoitos
jovenes; 7 a 14, trofozoitos maduros; 15 a 18, esquizontes jovenes; 19 a 23, esquizontes maduros; 23,
gametocito en desarrollo; 24, macrogametocito maduro; 25, microgametocito maduro.
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