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PRESENTACION

El Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social como ente rector de la salud a
nivel nacional, conciente de la necesidad de contar con procedimientos técnicos
estandarizados que contribuyan a garantizar la calidad de la deteccién oportuna
de enfermedades transmisibles como la Malaria, ha considerado necesaria la
elaboracion del “ Manual de Procedimientos Técnicos para el Diagnéstico

Microscopico de la Malaria “.

El presente manual contiene los lineamientos técnicos para realizar
adecuadamente los procedimientos relacionados con el diagnostico microscépico

de la Malaria, aspecto fundamental en la prevencién y control de la enfermedad.

Este documento ha sido elaborado a iniciativa del Laboratorio Central “Dr. Max
Bloch” siguiendo los lineamientos establecidos por la Direccion de Regulacion del
Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social y su contenido fue rigurosamente

revisado por un equipo idéoneo multidisciplinario de diferentes entidades.

Se espera que los lineamientos y disposiciones incluidos en este manual sean
cumplidos estrictamente por el personal de salud encargado de su aplicacién y
contribuir asi a mejorar la calidad del diagnéstico microscopico de la Malaria en los

establecimientos de la red.

Ministro de Salud
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1. INTRODUCCION

En El Salvador la Malaria ha tenido un descenso muy importante seguin su evolucion,
con un total de mas de 95 mil casos confirmados en 1979, afio en el cual se report6
el mayor numero de casos, conservando una tendencia epidemiolégica estable en la
ultima década, reportandose un total de 49 casos en el afio 2006 con predominio del

agente etiolégico Plasmodium vivax.

Este logro ha sido atribuido a las estrategias y actividades implementadas por el
Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social (MSPAS), a la labor desarrollada por
el equipo de microscopistas responsables del diagnéstico laboratorial de la Malaria y
a la implementacién de procedimientos técnicos que van desde una buena toma de

muestra hasta su diagnostico y tratamiento eficiente y eficaz.

En la dltima década la Malaria se encuentra con una tendencia estable, sin
embargo, existen factores determinantes tales como: presencia del vector,
circulacién del parasito en areas endémicas, constante migracién e incremento de la
poblacion de inmigrantes portadores sintomaticos y asintomaticos, lo que hace

posible el riesgo de brotes epidémicos de esta enfermedad.

Lo anterior obliga a garantizar la calidad del diagnéstico que fortalece la vigilancia

epidemiologica.

Este manual contiene los lineamientos para la toma, manejo, envio y procesamiento
de muestras para el diagnéstico microscopico de la Malaria segun los
procedimientos estandarizados por la Organizacién Panamericana de la Salud y la
experiencia técnica de microscopistas del diagnostico laboratorial de la Malaria del
MSPAS, también explica los diferentes controles de calidad que se realizan para

evaluar el desempefio del personal que hace este diagnéstico.
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2. OBJETIVOS.

2.1. General.

Estandarizar los procedimientos que se llevan a cabo para la deteccion de la

Malaria con el fin de contribuir a garantizar la calidad del diagnostico

microscopico de la enfermedad.

2.2. Especificos:

v

Proporcionar elementos basicos de bioseguridad al personal que realiza el

diagnostico microscoépico de la Malaria.

Establecer los lineamientos para la realizacién del control de calidad del

diagnostico microscépico de la Malaria.

Proporcionar al personal téecnico los lineamientos relacionados con la
toma, manejo, envio y procesamiento de muestra para el diagnoéstico

microscoépico de la Malaria.

Generar las instrucciones técnicas sobre el manejo y uso adecuado del

microscopio.

Facilitar el monitoreo, supervision y evaluacion de los procedimientos

técnicos.

Promover la mejora continua en el diagnoéstico microscopico de la Malaria.
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3. MARCO CONCEPTUAL

La Malaria o paludismo se define como una enfermedad infecciosa producida por un
parasito protozoario del genero Plasmodium y del cual se conocen cuatro especies:
Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae y Plasmodium
ovale. La infeccién sucede cuando un mosquito hembra del género Anopheles
(Figura 3.1) infectada pica al hombre y le inocula los parasitos.

La Malaria puede ser también adquirida por la inoculaciéon de sangre fresca o sus
derivados infectados, mediante el uso de agujas contaminadas o por medio de

transfusiones sanguineas que contienen Plasmodium.

3.1. Ciclo biolégico de la Malaria:

Un mosquito hembra, infectado con plasmodios, al picar vierte al torrente sanguineo
las formas infectantes para el hombre (esporozoitos), los cuales permanecen en
sangre periférica aproximadamente 30 minutos; luego penetran a las células del
higado, en donde comienzan a multiplicarse de inmediato, (fase preeritrocitica).
Mientras crecen, su nucleo se divide rapidamente formando esquizontes hepaticos,
los que se fraccionan dejando en libertad parasitos jovenes o merozoitos, que llegan
al torrente circulatorio e invaden los glébulos rojos, iniciandose la fase eritrocitica,
que produce el cuadro clinico ya descrito.

Algunos de éstos esporozoitos permanecen en las células del higado como formas
durmientes llamadas hipnozoitos, las que al reactivarse pueden dar lugar a las
recaidas, desarrollando una nueva esquizogonia exo-eritrocitica, dando lugar a la
repeticion del ciclo anterior. Las especies de plasmodios que producen recaidas son
Plasmodium vivax y Plasmodium ovale, este ultimo no se encuentra en América.
Estos merozoitos se desarrollan y adquieren la forma de anillo o trofozoito, cada uno
de éstos se multiplica dentro del glébulo rojo, dando lugar a merozoitos los que

forman una estructura en forma de roseta o margarita llamada esquizonte.
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Estos esquizontes al ser liberados invaden nuevos glébulos rojos, repitiendo el ciclo
anterior (esquizogbnico o asexual), mientras que otros parasitos invaden el glébulo
rojo convirtiéndose en forma sexuales o gametocitos, los cuales son infectantes para
el mosquito.

El mosquito al alimentarse de sangre de una persona infectada ingiere los gametos
masculinos y femeninos, el gameto masculino (microgametocito) sufre una
exflagelacion, estos flagelos fecundan a los gametocitos femeninos (macrogametos),

(fase sexual).

Cada macrogameto fecundado da origen a un huevo o cigoto, éste adquiere
movimiento (ooquineto), y se enquista en la pared del intestino del mosquito
(ooquiste), éstos se dividen formando el esporoquiste, el cual contiene unas formas
moviles llamadas esporozoitos las que se alojan en las glandulas salivales del
mosquito, que al alimentarse, las inocula y producen infeccion en el humano'.
(Anexo 1)

' Ministerio de Salud de Costa Rica, Normas técnicas para el control de la Malaria. 1997. Paginas 4 y 5.
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4. BIOSEGURIDAD

Todo laboratorio debe tener las instrucciones por escrito para el recibo, manejo,

envio, transporte y procesamiento de muestras’; se debe contar con el personal

capacitado y un area especifica para el recibo de éstas.

El personal involucrado en el diagnostico de la Malaria debe seguir las instrucciones
de bioseguridad ya que todas las muestras de sangre son potencialmente infecciosas
y pueden contaminar al personal de recepcién, al de transporte y al que lo

manipula.

Para reducir el riesgo de contaminacion del profesional que realiza el diagnéstico de
laboratorio de la Malaria y proteger al medio ambiente deben seguirse las siguientes

indicaciones:

» El trabajo en el laboratorio se debe realizar utilizando ropa de protecciéon como
gabacha manga larga la cual debe quitarse antes de salir del laboratorio.

» Se deben utilizar guantes descartables al manipular las muestras de sangre.

» No se debe salir, ni caminar por el laboratorio con los guantes puestos.

» No se debe tocar la boca, ojos, nariz u otras mucosas expuestas, con las
manos enguantadas.

» Se debe lavar las manos con agua y jabéon inmediatamente después de
cualquier contaminacion y una vez finalizado el trabajo.

» Cuando se considere que los guantes se han contaminado, deben descartarse
inmediatamente. Se deben lavar las manos y utilizar guantes nuevos.

» En caso de heridas corto punzantes debe apretarse fuertemente el area
proxima a la lesion, hasta hacerla sangrar. Lavar inmediatamente con
abundante agua y jabon, aplicar antiséptico, cubrir con gasa estéril. Si la

herida es profunda, se recomienda buscar atencién médica.

* Manual de Toma Manejo y Envio de Muestras, Ministerio de Salud Pablica y Asistencia Social, Laboratorio
Central “Dr. Max. Bloch”, Edicion 2006.




-

r

Las lancetas o jeringas usadas se deben colocar en un recipiente, resistente a
perforaciones y con cierre hermético, conteniendo una soluciéon de hipoclorito
de sodio al 0.5%. Nunca debe descartarse material cortopunzante en bolsas
plasticas.

Se deben desinfectar las superficies de trabajo al concluir los analisis y al final
del dia. Se recomienda una solucién de hipoclorito de sodio al 0.5%, la cual

debe estar protegida de la luz y el calor. (Anexo 2)




5. CONTROL DE CALIDAD

En la Seccion de Malaria de la Unidad del Laboratorio Central se verifican tres

modalidades de control de calidad:

» Control de calidad semanal.
» Control de calidad anual.

» Evaluacion externa del desempernio.

5.1. Control de Calidad Semanal:

5.1.1. Proposito: comprobar en el Laboratorio Central el diagndstico de
Plasmodium emitido por los microscopistas del diagnéstico laboratorial de la Malaria

del MSPAS.

5.1.2. Muestra requerida: Laminas con muestras de gota gruesa diagnosticadas por

los microscopistas del diagnostico laboratorial de la Malaria en los niveles locales.

5.1.3. Materiales.
» Formulario de reporte epidemiolégico Lab-2 (Anexo 3).

» Formulario de envio de resultados de la evaluacion del control de calidad

semanal. (Anexo 4)
» Aceite de inmersion.

» Papel limpia lentes.

5.1.4. Equipo:

» Microscopio.
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5.1.5. Procedimiento:

~» Los microscopistas del diagnostico laboratorial de la Malaria enviaran al

Laboratorio Central, el dia viernes de cada semana el 100% de muestras

positivas y el 10% de muestras negativas a Plasmodium, las cuales deben ser

seleccionadas por el microscopista del nivel local, en forma aleatoria.

» Las laminas enviadas para control de calidad semanal, deben cumplir los

siguientes requisitos:

a.

b.

Identificacion. numero correlativo y Clave del establecimiento.

La muestra tiene que ser significativa. (Ver pagina No. 16).

La lamina debe estar coloreada adecuadamente y sin restos de aceite de
inmersion.

Proteger la ldmina para su transporte con el fin de evitar que se dafnen,
envolviendo la lamina en papel absorbente, luego empaquetandola con

papel bond o colocandolas en cajas de baquelita si fuere posible.

Adjuntar las laminas con el formulario del Reporte Epidemiologico LAB-2

debidamente lleno. (Anexo 3).
El paguete de laminas se identifica de la siguiente manera (Figura 5.1):

Remitente: Se anota la siguiente informacion: nombre del responsable
del envio, nombre del establecimiento de donde proceden las muestras

y teléfono de contacto.

Destinatario: Se anota la siguiente informacion: Seccion de Malaria,
Laboratorio Central “Dr. Max Bloch”, Alameda Roosevelt, Frente a

parque Cuscatlan, San Salvador.

Contenido: Se anota la siguiente informacion: Laminas referidas para

el control de calidad de la Malaria.
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Figura 5.1: Ejemplo de Paquete de laminas para el transporte de muestras
referidas a Control de Calidad para el Diagnédstico de la Malaria.

Se evaluan los siguientes aspectos.

Calidad técnica de la preparacion de la muestra, de acuerdo a los siguientes

criterios: Identificacion, cantidad, tamafio y grosor de la muestra.

Calidad de la coloracion de la muestra: El fondo de la muestra debe ser
transparente y lo mas claro posible sin existencia de precipitado. Se deben
comprobar sistematicamente los colores de los elementos, siempre en el
mismo orden como sigue: Azul los restos de glébulos rojos, de rosa intenso a
violeta las plaquetas, de azul intenso a violeta los ntcleo de leucocitos, azul
palido el citoplasma de los linfocitos y azul el citoplasma de los monocitos.

Grosor: Se mide teniendo como parametro un promedio de 10 a 20 leucocitos

por campo microscopico 100x.
Densidad de parasitos reportada.

Concordancia entre el resultado del evaluado y el evaluador.

5.1.6. Fuentes de error:

T
e

b

r

s

Identificacion incorrecta de la muestra
Deterioro de muestras por manejo inadecuado de las laminas.

Muestras no representativas en cuanto a su cantidad, tamafio y grosor.
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» Formulario LAB-2 con informacién incorrecta.

5.1.7. Forma de reporte:
Si el control de calidad es concordante:

Se informa mensualmente a los jefes de laboratorio y a los microscopistas

participantes el resultado obtenido de las muestras enviadas.

Si en el control de calidad se encuentran discordancias:

a) Se informa de inmediato al microscopista responsable del error y al supervisor
departamental de vectores via telefonica, para que se corrijan los errores
detectados.

b) Se devuelve la lamina problema al microscopista responsable del error con
sus respectivas observaciones.

c) Se envia un informe mensual con los resultados obtenidos en el control de

calidad para los jefes de laboratorio y a los microscopistas participantes.

5.1.8. Responsable: Microscopistas del diagnéstico laboratorial de la Malaria del

Laboratorio Central y nivel local.
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5.2. Control de Calidad Anual.

5.2.1. Propdsito: Evaluar el desempefio de los microscopistas que realizan el
diagnoéstico de la Malaria por medio de un panel de laminas caracterizadas por el

personal de Malaria del Laboratorio Central.

5.2.2. Muestra requerida: Laminas con muestras de diagnoéstico laboratorial de

Plasmodium, caracterizadas por el Laboratorio Central.

5.2.3. Materiales:

» Formulario de respuestas del control de calidad del diagnéstico anual
(Anexo 5).

» Tirro.

Papel craft.

Y

» Marcador de vidrio.

5.2.4. Procedimiento:

» EI Laboratorio Central con una periodicidad de una vez al afo, envia a los
microscopistas del diagnéstico laboratorial de la Malaria, un panel de laminas

conteniendo muestras positivas o negativas a Plasmodium.
» Las laminas se envian con un cédigo de identificacion.

» Cada panel lleva un formulario que el microscopista evaluado llena

completamente.
» El evaluado debe observar lo siguiente:
a. Presencia o no de Plasmodium.

b. La especie.
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c. Los estadios.
d. La densidad parasitaria.

» El microscopista dispone de un plazo maximo de 15 dias para enviar su
reporte al Laboratorio Central, devolviendo las laminas proporcionadas,
tomando en consideracion los cuidados que se explican en el “Control de

calidad semanal”, en este manual, pagina No. 7.
» Se evaluan los siguientes aspectos:

a. Concordancia entre el resultado del evaluado y el del control de calidad del

Laboratorio Central.
b. Densidad de parasitos reportada.

c. Laforma correcta de llenado del formulario de reporte.

5.2.5. Fuentes de error:
» Deterioro de muestras por manejo inadecuado de las laminas.

» Llenado del formulario de forma incorrecta.

5.2.6. Forma de reporte:

» El resultado de la evaluacion del control de calidad de cada uno de los
participantes, se envia a través de los supervisores de vectores o por medio

del Supervisor de Laboratorio Clinico.

» Si el resultado del control de calidad es concordante: se le informa por escrito

al participante.

» En aquellos casos que los microscopistas no obtengan el 100% de
concordancia, ademas de informarles por escrito, se les apoya con una nueva
capacitacion sobre el diagndstico microscopico de Plasmodium y se analizan

otras posibles causas del error.
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5.2.7. Responsables: Microscopistas del diagnéstico laboratorial de la Malaria del

Laboratorio Central y nivel local.

12
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5.3. Evaluacion Externa del Desempeiio:

5.3.1. Proposito: Evaluar el desempefio de los microscopistas de la seccion de
Malaria del Laboratorio Central, a través de un panel de laminas enviadas por un

organismo internacional especializado.

5.3.2. Muestra requerida: Laminas con muestras sanguineas negativas o positivas

de las cuatro especies de Plasmodium enviadas por el organismo internacional.

5.3.3. Materiales:
» Informacion clinica de cada muestra.
» Formato para el reporte de resultados.

Papel limpia lentes.

v

» Aceite de inmersion.

5.3.4. Equipo:

» Microscopio.

5.3.5. Procedimiento:

» Colorear con Giemsa las laminas que contienen muestras sanguineas, tal

como se describe en el procedimiento 6.2.4. de la pagina 19.

v

Observar las muestras coloreadas al microscopio.
» Evaluar la informacion clinica recibida con cada lamina.

» Comparar los resultados con la informacion clinica recibida.

\’f

Reportar los resultados en el formato indicado.
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Remitir resultados del diagnéstico por via electrénica o fax al organismo
internacional especializado responsable de la evaluacion externa del

desempeno en el plazo indicado a partir de la recepcion de las muestras.

5.3.6. Fuentes de error:

Vg
>
>

~

Identificacién incorrecta de la muestra.
Deterioro de muestras por manejo inadecuado de las laminas.

Muestras no representativas en cuanto a su cantidad, tamafio y grosor.

Formulario con informacion incorrecta.

5.3.7. Forma de reporte:

Se reportan los resultados obtenidos en la Seccion de Malaria del Laboratorio Central

en un formato recibido junto con el panel de laminas, el cual contiene los siguientes

parametros:

Fecha de recepcion de laminas.

Fecha de envio de resultados.

Caodigo de Laboratorio participante.

Técnica de tincidon empleada.

|dentificacion de la lamina.

Resultado correspondiente en caso positivo especificar la especie y el estadio
del Plasmodium.

Comentarios.

El organismo internacional envia el analisis de este control de calidad en forma

codificada para que el laboratorio participante se autoevalle.

5.3.8.

Responsables: Microscopistas del diagnéstico laboratorial de la Malaria del

Laboratorio Central y organismo internacional evaluador.
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6. DIAGNOSTICO MICROSCOPICO DE LA MALARIA.

En el MSPAS se realiza el diagnéstico de la Malaria a través del examen
microscopico de la gota gruesa, en el que se observan los diferentes estadios del
Plasmodium; éste es considerado el estandar de oro para el diagnéstico de la
enfermedad, que proporciona informacién sobre la presencia del parasito y la
estimacion de la densidad parasitaria, ya que es util para evaluar la respuesta al
tratamiento. El diagnostico microscépico de la Malaria se ejecuta a través de cuatro
procedimientos.

» Toma de muestra (gota gruesa).

» Coloracion de la gota gruesa (método de Giemsa).

» Observacion microscopica de la muestra.

» Calculo de la densidad parasitaria.

6.1. Toma de muestra de gota gruesa.

6.1.1. Propésito: Obtener una muestra adecuada que cumpla con los requisitos
establecidos como: tamano, ubicacién y grosor, lo cual permite identificar
microscopicamente las formas del parasito, brindando un resultado oportuno,

confiable y de calidad.
6.1.2. Muestra requerida: Sangre periférica o venosa recien tomada.

6.1.3. Materiales y Reactivos:
» Formulario de registro de identificacion LAB-2.
» Lancetas estériles descartables.
» Algodoén.
» Papel toalla.
» Alcohol etilico al 70%.

» Jeringas de 3 cc por 1 %2 mm.
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Laminas portaobjetos 3 x 1", esmeriladas.
Caja de baquelita porta laminas.

Lapiz grafito.

Guantes descartables.

Recipiente para descarte de material corto punzante.

. Procedimiento:

Verificar que las laminas se encuentren limpias, desengrasadas y de
preferencia nuevas para que no haya interferencia con la adhesion de la
sangre a la superficie de la misma. (Anexo 6)

Identificar la lamina con lapiz grafito o indeleble, anotando en el esmeril de
ésta: el numero correlativo y clave del establecimiento o del colaborador
voluntario.

Frotar la yema del dedo del paciente que se punciona, de preferencia en el
dedo anular de la mano izquierda o en el caso de los nifios menores de 3 afos
el talon del pie o el I6bulo de la oreja.

Limpiar con algodén y alcohol al 70%.

Limpiar con algodén seco y puncionar en forma rapida con la lanceta segun
Figura 6.1.

Descartar la primera gota de sangre.

Hacer una leve presion en el dedo puncionado, en una lamina portaobjeto
coloque dos gotas de sangre, una en cada extremo. Utilizando la esquina de
otra lamina para extender la sangre de manera uniforme formando un

rectangulo aproximado de 1.5 x 1.0 cm. (Figura 6.2 - 6.4)

Figura 6.1: Puncién para la toma de Figura 6.2: Colocacion de la gota de sangre
muestra de gota gruesa en la lamina portaobjeto
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7 B
= A .

iy W :

Identificacion: 53 es el # correlativo de la
muestra en el establecimiento; 7 el coédigo del
Departamento y B corresponde al Hospital de
Suchitoto
Figura 6.3: Extendido de la sangre usando Figura 6.4: Forma correcta de ubicar la

la esquina de otra lamina. gota gruesa de sangre

~ Presionar el area de puncion con una torunda de algoddn seco para interrumpir
el sangrado.
» Dejar secar la gota gruesa por 30 minutos a temperatura ambiente sobre una

superficie plana.

6.1.5. Fuentes de error:

Muestra inadecuada por su tamafio, ubicacion y grosor.

Y VY

Identificacion incorrecta.

Uso de laminas portaobjetos no desengrasadas previamente.

‘/

Puncion inadecuada en el caso que sea dactilar.

v

Muestra de sangre diluida: con alcohol, sudor o linfa.

» Falta de uniformidad en el extendido de la gota gruesa.
6.1.6. Responsables: Microscopistas del diagnostico laboratorial de la Malaria,
medicos, enfermeras o auxiliar de enfermeria, colaborador voluntario del programa

de la Malaria.

6.1.7. Tiempo estimado de la toma de muestra: 10 minutos
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6.2. Coloracion de la gota gruesa (método de Giemsa).

6.2.1.

Propésito: Colorear laminas de muestras con colorante de Giemsa para la

identificacion de los diferentes estadios del parasito. Esta coloracion se basa en

destruir o deshemoglobinizar los glébulos rojos y tefiir los leucocitos, plaquetas,

parasitos hematicos y bacterias.

6:2.2.

6.2.3.
»

r

6.2.4.

Muestra requerida: Lamina de gota gruesa.

Materiales y Reactivos:

Bandeja de coloracion.

Laminas con las gotas gruesas (secas).
Lapiz grafito.

Colorante Giemsa concentrado.

Papel filtro.

Frasco de vidrio color ambar.

Frasco de vidrio boca ancha.

Soporte de laminas para secado.
Frascos de vidrios para hacer dilucion.
Guantes descartables.

Papel toalla.

Embudo.

Cilindro graduado o pipeta.

Procedimiento:

Preparar la dilucion del colorante de Giemsa de la siguiente manera:

r
>

~

Homogenizar la solucién de Giemsa antes de filtrar (Anexo 7).

Filtrar el colorante de Giemsa a diluir.

Diluir dos gotas de solucion de Giemsa por cada mL de agua destilada y
mezclar bien. Se debe preparar sélo la cantidad a utilizar, ya que los

colorantes diluidos pierden su accidon rapidamente.

18
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Una vez preparada la dilucién de colorante de Giemsa:

‘f’

YV VV VY V V

v

6.2.5.

6.2.7.

Colocar la lamina en bandeja de coloracién o en un lugar con superficie plana.
Cubrir la lamina portaobjeto con el colorante diluido de Giemsa por 10 a 15
minutos, procurando que no se derrame. El tiempo dependera de acuerdo a la
calidad, maduracion del colorante y calidad de la muestra.

Sumergir brevemente 2 veces la lamina portaobjeto en un frasco de boca
ancha conteniendo agua destilada o de grifo para eliminar exceso de
colorante.

Dejar secar en una gradilla.

Verificar que el nimero correlativo de la muestra y clave de identificacion del

establecimiento o colaborador voluntario esté intacto.

. Fuentes de error:

Falta de maduracion del colorante.

No homogenizar el colorante antes de filtrar.

No filtrar el colorante de Giemsa antes de la dilucion.
Dilucién inadecuada del colorante.

No cumplir con los tiempos de coloracion establecidos.
Calidad defectuosa de la lamina portaobjeto.

Calidad defectuosa del colorante de Giemsa.

Responsable: Microscopistas del diagnéstico laboratorial de la Malaria.

Tiempo estimado de la coloracion de gota gruesa: 20 minutos.
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6.3. Observacion microscoépica de la muestra.

6.3.1. Propésito: Identificar el Plasmodium y su especie, observando por lo menos
100 campos microscopicos en una gota gruesa. Se deben reconocer las
caracteristicas morfologicas del parasito en sus diferentes estadios de desarrollo:

trofozoito, ezquizonte y gametocito.
6.3.2. Muestra requerida: Lamina de gota gruesa coloreada con Giemsa.

6.3.3. Materiales y Reactivos:
» Papel lentes.
» Formulario LAB-2.
» Descarte de l[aminas.
» Aceite de inmersion (indice de refraccion np?® 1.515-1.517 con viscosidad de

100-120 mPas).

6.3.4. Equipo:
» Microscopio binocular con objetivos 4x, 10x, 40x y 100x.

6.3.5. Procedimiento:

» Colocar la lamina sobre la platina del microscopio.

» Verificar la calidad de la coloracion observando primero con el objetivo 10x.

» Colocar una gota de aceite de inmersién en la lamina coloreada.

» Enfocar con el objetivo 100x hasta que haga contacto con el aceite de
inmersion.

» Observar 100 campos siguiendo la pauta de movimiento recorriendo el campo
de abajo hacia arriba y de izquierda a derecha como se indica en la Figura 6.5.
cuando esta observacion no permita identificar el parasito, se deben observar
otros 100 campos 0 mas.

» El fondo debe aparecer limpio, exento de residuos y los parasitos deben

encontrarse en forma libre. Los nucleos de los leucocitos o glébulos blancos
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deben aparecer tefiidos de un color purpura oscuro intenso. Ver elementos
formes de la sangre en la gota gruesa. (Anexo 8)
» Los parasitos deben observarse con la cromatina de color rojo oscuro y el

citoplasma azul purpura palido.

Punto
inicial

v

Figura 6.5: Recorrido microscépico para la lectura de
Gota gruesa, usando objetivo 100x

En el Plasmodium se deben observar tres componentes:
a) El citoplasma azul.
b) La cromatina roja o rosada.
c) El pigmento amarillo a café oscuro a excepcion de las formas

anulares que carecen de este pigmento.

Trofozoito:

Parasito en estado de crecimiento, antes de que ocurra la divisién celular.

.-“‘ : . i
.4 4 @ X %
@ .-."" s
& e R 3
g . _"
Trofozoito de P. vivax — anillo joven, maduro, Trofozoito de P. falciparum — forma marginal,
trofozoito anillo, doble anillo
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o
-
-

. e A

Trofozoito de P. malarie — forma anillo,
banda temprana, banda

Esquizonte:

Trofozoito de P. ovale — anillo joven, viejo, forma

de cometa

En este estadio el parasito empieza a reproducirse, esta reproduccion se le

denomina asexual por que el parasito no es hembra ni macho pero se reproduce

por simple division celular. Hay varias fases en este estadio: desde parasitos con

dos fragmentos de cromatina hasta aquellos con muchos puntos de cromatina y

citoplasma definido.

Al proceso de formacion de esquizontes se le denomina esquizogonia; en la

sangre se le llama esquizonte sanguineo y en el higado esquizonte tisular.

Esquizontes de P. vivax — temprano,
Esquizonte, maduro

Esquizonte de P. falciparum — Esquizonte,
maduro

Esquizonte de P. malarie — Temprano,
maduro

Esquizonte de P. ovale — joven, Equizonte,
maduro
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Gametocito:

Es el estadio sexual en el cual el parasito se convierte en hembra o macho
preparandose para la siguiente fase que ocurre en el estdmago del mosquito
hembra del género Anopheles.

Los gametocitos pueden tener forma redonda o forma de banano o luna
creciente, dependiendo de la especie. La forma en que el parasito se colorea,
permite identificar si es un gametocito hembra o macho. El pigmento malarico es
un producto del metabolismo del parasito y no se colorea, pero tiene su propio
color, el cual oscila entre amarillo palido hasta café oscuro o negro, éste se

observa en todos los estadios con excepcion del trofozoito

3 : o
ety 5 ‘:_- .'c._,
il
%’4 &
gy
Gametocito de P. vivax — temprano, Gametocito de P. falciparum — femenino,
femenino, masculino masculino
Gametocito de P. malarie - femenino Gametocito de P. ovale — femenino, masculino

6.3.6. Fuentes de error:
» Observar menos de 100 campos microscopicos en la muestra de gota gruesa.

» No aumentar proporcionalmente el numero de campos microscopicos

examinados, cuando exista un inadecuado grosor y coloracion de la muestra.

» No observar 100 campos microscopicos siguiendo la pauta de movimiento

recorriendo el campo de abajo hacia arriba y de izquierda a derecha.
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» Utilizar aceite de inmersion de diferente indice de refraccion y viscosidad al

recomendado.

6.3.7. Forma de reporte:

En ausencia del parasito reportar:

No se observa Plasmodium.

Al observar el parasito reportar:

Género, especie, estadio y densidad parasitaria del Plasmodium (Ver ejemplos en
paginas 27 - 29)

6.3.8. Responsable: Microscopistas del diagnéstico laboratorial de la Malaria.

6.3.9. Tiempo estimado de observacion de gota gruesa: 5 minutos.
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6.4. Densidad parasitaria.

6.4.1.

Proposito: Contribuir con el epidemidlogo a calcular la proporcion de

parasitemias elevadas y por lo tanto a tener conocimiento de una transmisién

reciente, asi mismo contribuye a evaluar el tratamiento adecuado del paciente.

Este

calculo es importante hacerlo debido a que es mas probable que la

identificacion de la especie sea correcta cuando se efectua sobre la base de un gran

numero de parasitos.

6.4.2.

6.4.3.

V
Ve
P

6.4.4.

v

6.4.5.

6.4.6.

Muestra requerida: Lamina de gota gruesa coloreada con Giemsa.

Materiales y Reactivos:

Papel limpia lentes.

Formulario LAB-2.

Descarte de laminas.

Aceite de inmersion (indice de refraccion np?° 1.515-1.517 con viscosidad de
100-120 mPas).

Equipo:

Microscopio binocular con objetivos 4x, 10x, 40x y 100x.

Procedimiento:

Observar al microscopio con el objetivo 100x.

Establecer la presencia del Plasmodium.

Contar los parasitos encontrados en cada campo.

Anotar el numero de parasitos por campo. (Anexo 12)

Calcular la densidad parasitaria establecida con el numero de parasitos en

100 campos microscoépicos observados. (Anexo 12)

Fuentes de error:

» Observar menos de 100 campos microscopicos en la muestra de gota gruesa.
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» No aumentar proporcionalmente el nimero de campos microscopicos
examinados, cuando exista un inadecuado grosor y coloracién de la muestra.

» No observar 100 campos microscopicos siguiendo la pauta de movimiento
recorriendo el campo de abajo hacia arriba y de izquierda a derecha.

» Utilizar aceite de inmersién de diferente indice de refracciéon y viscosidad al

recomendado.

6.4.7. Forma de reporte:
Se reporta el total de Plasmodium encontrados en los 100 campos de la forma

siguiente:

Densidad parasitaria = Numero de Plasmodium / 100

A continuacion se presentan varios ejemplos de la forma de reportar resultados

obtenidos de una gota gruesa:

Para ello se utilizaran las siguientes abreviaturas:
F= Estadios asexuales sanguineos de Plasmodium falciparum.
Fg= Gametocitos de Plasmodium falciparum.

V= Diferentes estadios sanguineos de Plasmodium vivax.

Ejemplo 1:
Al observar 100 campos microscopicos de gota gruesa y no encontrar parasitos de
Plasmodium.

Reportar: No se observa Plasmodium en 100 campos microscopicos observados
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Ejemplo 2:
Al observar 100 anillos de Plasmodium falciparum en los 100 campos microscopicos.

Reportar: Positivo a Plasmodium falciparum 100 F/100 campos microscopicos

observados.

Ejemplo 3:

Al observar 100 gametocitos de Plasmodium falciparum en los 100 campos
microscopicos.

Reportar: Positivo a Plasmodium falciparum 100 Fg/100 campos microscopicos

observados.

Ejemplo 4.
Al observar mas de 20 anillos de Plasmodium falciparum por campo microscopico.

Reportar: Positivo a Plasmodium falciparum incontables F/100 campos

microscopicos observados.

Ejemplo 5:
Al observar mas de 20 anillos por campo y 50 gametocitos de Plasmodium
falciparum en 100 campos microscopicos.

Reportar: Positivo a Plasmodium falciparum incontables F y 50 Fg/100 campos

microscopicos observados.

Ejemplo 6:
Al observar 100 parasitos de diferentes estadios de Plasmodium vivax en 100
campos mIcroscopicos.

Reportar: Positivo a Plasmodium vivax 100 V/100 campo microscopicos observados.
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Ejemplo 7:

Al observar mas de 20 parasitos de Plasmodium vivax de diferentes estadios por
campo microscoépico.

Reportar: Positivo a Plasmodium vivax incontables V/100 campos microscopicos

observados.

Ejemplo 8:
Al observar 100 parasitos de los diferentes estadios de Plasmodium vivax y 30

gametocitos de Plasmodium falciparum en 100 campos.

Reportar: Positivo a Plasmodium vivax y Plasmodium falciparum 100 V y 30 Fg/100

campos microscopicos observados

6.4.8. Responsable: Microscopistas del diagnéstico laboratorial de la Malaria.

6.4.9. Tiempo estimado: 5 minutos.

28




MANUAL DE PROCEDIMIENTOS TECNICOS PARA EL DIAGNOSTICO MICROSCOPICO DE LA MALARIA

7. REVISION Y ACTUALIZACION.

Este manual sera revisado y actualizado al menos cada 5 afios por un equipo técnico

multidisciplinario y con asesoria técnica, a fin de integrar los conocimientos y
experiencias en el area.
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8. GLOSARIO DE TERMINOS.

AGENTE INFECCIOSO DEL PALUDISMO: Parasito del género Plasmodium de las

especies vivax, falciparum, malariae y ovale

ANILLO: Trofozoito joven del plasmodio que consta de una vacuola grande rodeada
por citoplasma y una masa de cromatina. Ocasionalmente, se observan dos masas
de cromatina (esto se llama “fragmentacion” de la cromatina y no representa division

nuclear).

CARACTERIZAR: Determinar los atributos particulares de una lamina de gota gruesa

para control de calidad del diagnéstico de la Malaria.

ESPOROGONIA: Ciclo vital del plasmodio dentro del mosquito (reproduccién

sexual).

ESQUIZONTE: Forma durante la cual ocurre division asexual.

ESQUIZOGONIA: Ciclo vital del Plasmodium sp. dentro del humano (Reproducciéon

asexual)

ESQUIZONTE INMADURO: Estadio de la reproduccion asexual del Plasmodium sp.

Contiene dos o mas masas de cromatina; pero sin division del citoplasma.

ESQUIZONTE MADURO: En este estadio del Plasmodium sp., la division del nucleo

y citoplasma es completa. Se observan grupos de parasitos individuales llamados

‘Merozoitos’. Los granulos de pigmento estan mas agrupados.

GAMETOCITO: Célula sexual del Plasmodium que se desarrolla dentro del eritrocito

y permanece alli hasta que muere. Es el estado infeccioso para el mosquito; cuando

se encuentra dentro de éste se convierte en gameto.

GRANULACION: Granulaciones presentes en el citoplasma de los eritrocitos

infectados; la granulacion de Shuffner es caracteristica de infecciones con P. vivax y

P. ovale.

MACROGAMETOCITO: Célula sexual femenina del Plasmodium sp.
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MEROZOITO: Es el estadio de division asexual del Plasmodium sp. Producido por

division asexual (esquizogonia). Consiste de una masa de citoplasma y una Unica

masa de cromatina.

MICROGAMETOCITO: Célula sexual masculina del Plasmodium sp.

MICROSCOPISTA DE LA MALARIA: Profesionales en laboratorio clinico y técnicos

capacitados en el diagndstico microscopico de la Malaria del MSPAS.

PAROXISMO: Fase de una enfermedad en que los sintomas se manifiestan en su

maxima agudeza.

PIGMENTO: Hematina producida como resultado de la digestion de la hemoglobina
por los parasitos del Plasmodium sp. Se observan particulas de pigmento en el

citoplasma del parasito.

PLASMODIO: Protozoario parasito que produce la enfermedad del Paludismo.

TROFOZOITO MADURO: Trofozoito mas grande y avanzado, generalmente

ocupando todo el interior del eritrocito. Presenta una Unica masa de cromatina y

granulos de pigmento.

TROFOZOITO: Es el estadio mas joven del Plasmodium (anillo) antes de que ocurra

la division celular. Presenta cromatina y citoplasma.
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9. ABREVIATURAS.

Buscador activo

Colaborador voluntario

Estadios asexuales sanguineos de Plasmodium falciparum
Gametocitos de Plasmodium falciparum

Hipoclorito disponible

Mililitro

Minipascales

Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social.

indice de Refraccion de aceite de inmersién para microscopio
Grados centigrados

Peso sobre peso.

Servicio médico oficial

Especie

Diferentes estadios sanguineos de Plasmodium vivax
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10. ANEXOS.
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Anexo 1: Ciclo biolégico del Plasmodium en el humano y en el mosquito.

MOSQUITO

Humano.

Reproduccion asexual. (Ciclo esquizogo6nico)
¢ 1-5 Fase pre-eritrocitica.
* 6-13 y 27 Fase exo-eritrocitica.

e 14-26 Fase eritrocitica.

Mosquito.
Reproduccion sexual.

¢ 28-40 Ciclo Esporogonico
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Anexo 2: Preparacion para una solucion porcentual de hipoclorito 3

Proposito: Desinfectar adecuadamente las superficies de trabajo para disminuir los

riesgos de contaminacién con materiales biolégicos peligrosos.
Para preparar una solucion porcentual de hipoclorito, se debe tomar en cuenta, la
concentracion de Cloro activo indicado en el rétulo de hipoclorito o lejia, que se tiene

disponible y utilizar las siguientes formulas:

1) Férmula para calcular el volumen necesario de hipoclorito disponible (Hd).

Volumen Hd = Volumen final X % necesario

% de Cloro activo de Hd.

Hd: hipoclorito disponible.

Volumen final: volumen deseado.

2) Calculo para el volumen de agua que se adiciona:

Volumen de agua a preparar = volumen final — volumen de Hd adicionado.

Ejemplo: Preparar 2000 mL de Hipoclorito al 0.5%, a partir de lejia con el 6% de

Cloro activo.
Volumen 2000 mL
% de Cloro activo de Hd 6%
% de Cloro necesario 0.5%
Volumen Hd = 2000 X 0.5 = 166 mL

6%

166 mL de hipoclorito Hd

¥ Ministerio de Salud publica y Asistencia Social Unidad de Laboratorio Central Dr. Max Bloch Manual de
Bioseguridad de los Laboratorios Clinicos 2" Edicion 2005. El Salvador, C.A.




MANUAL DE PROCEDIMIENTOS TECNICOS PARA EL DIAGNOSTICO MICROSCOPICO DE LA MALARI

Volumen de agua adicionado = 2000 mL — 166 mL = 1834 mL.
1834 mL da agua + 166 mL de hipoclorito al 6% = 2000 mL de hipoclorito al 0.5%.
Nota:
a) El hipoclorito debe ser preparado diariamente.
b) El hipoclorito de sodio es un oxidante poderoso, motivo por el cual no debe ser
utilizado para desinfectar objetos o superficies de metal, lo mas recomendable

es hacerlo con alcohol etilico al 70% (p/p). 4

* Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social Unidad de Laboratorio Central Dr. Max Bloch Manual de
Bioseguridad de los Laboratorios Clinicos 2* Edicion 2005. El Salvador, C.A.
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2@ amtto . Noseiros evasos SALUD Anexo 3: Reporte epldemlologlco. Un GObISITe Fon Sentito unane

Nombre del formato: Lab-2.

Utilizacion: Notificacion de sospecha de diagnostico de la Malaria (LAB-2).

REPORTE EPIDEMIOLOGICO LAB-2.

cv O Fecha de examen: N° Semana:
SMO O Departamento: Laminas examinadas:
BA O Municipio: Casos:
Mes
- Canton: Plasmodium vivax:
Ano
Caserio: Plasmodium falciparum:
Clave N° Lamina Fecha Edad Sexo Caodigo Resultado

CV = Colaborador voluntario, SMO = Servicio Médico Oficial, BA= Buscador activo.

Nombre completo del Microscopista responsable Sello Institucion
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INSTRUCTIVO DE LLENADO DE FORMULARIO LAB-2.

Nombre del formato: Reporte Epidemiologico LAB-2.

Propésito: Que los microscopistas del diagndéstico laboratorial de la Malaria y los
profesionales de Laboratorio del MSPAS, cuenten con un formato estandarizado

(LAB-2) para el registro de los datos.

Responsable del llenado: Todos los profesionales en laboratorio clinico y técnicos
que realizan el diagnostico microscopico de la Malaria e inspectores del programa de
la Malaria del MSPAS.

Periodicidad: Semanalmente.

Descripcion de llenado de formato

A continuacion se describe la forma para el llenado del formato LAB-2.
Marcar con una X el cuadro que corresponde a la fuente de informacion:
CV: Colaborador voluntario (Col- Vol).

SMO: Servicio medico oficial.

BA: Busqueda activa.

En las casillas

ANO Y MES: Anotar el afio y el mes que corresponde a la fecha que fue tomada la
muestra

FECHA DE EXAMEN: Anotar la fecha en que se realizé el diagnéstico microscopico
DEPARTAMENTO: Se anotara el nombre del departamento de donde proceden las
muestras.

MUNICIPIO: Se anotara el nombre completo de éste, de igual forma si proviene de
cantén o caserio.

N° SEMANA : Anotar el N° de la semana epidemiolégica que corresponde a la fecha

del diagndstico microscépico de las muestras enviadas a control de calidad.
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LAMINAS EXAMINADAS: Anotar el numero total de laminas observadas en el
laboratorio.

CASOS: anotar los casos de Malaria encontrados en la semana epidemiolégica de
este reporte y agregar a continuacion en la casilla vivax y falciparum el nimero de
especies encontradas segun corresponda.

CLAVE DEL ESTABLECIMIENTO: Se anotara en esta casilla generalmente 2
caracteres: El primero corresponde al departamento (recordar que son 14
departamentos por lo que les corresponde del 1 al 14.

El segundo caracter identifica al informante, que puede ser un nimero o una letra. Si
es un numero corresponde a un colaborador voluntario, si es una letra corresponde a
un establecimiento de salud (Unidad de Salud u Hospital).

N° LAMINA : Se anotard el numero correlativo de la muestra del lugar de
procedencia.

FECHA: Se anotara la fecha exacta de la toma muestra indicando dia, mes y afio.
EDAD: Se anotara en numero indicando afos y meses.

SEXO :indicar en la casilla donde corresponde si es del sexo femenino con una F y
masculino con una M.

CODIGO: Es referente a la direccion donde vive actualmente el paciente, esta
generalmente compuesto por 4 caracteres: El primero indica el departamento, el
segundo el municipio, tercero el cantdn y cuarto el caserio. En los casos positivos se
debera anotar el nombre completo del paciente y la direccion exacta al reverso del
formulario que permita ubicar con facilidad al paciente enfermo.

RESULTADO: En este espacio se anotara el resultado del examen de gota gruesa.

Si el resultado es negativo a Plasmodium debe decir No se observa Plasmodium.
en 100 campos microscopicos observados. Y si es positivo debera reportarse el
género y la especie del parasito con su respectiva densidad parasitaria.
RESPONSABLE: anotar el nombre completo y la firma de la persona que realiz6 el
diagnéstico.

SELLO Y NOMBRE DE LA INSTITUCION: En este espacio debe anotarse el

nombre de la Institucion que reporta y su respectivo sello.
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L FMINISTERIO ")\ y
‘& "DE SALU ; et o
efanito . Rosorros evames SHLUD Anexo 4: Control de calidad semanal o

Nombre del formato: Formulario de resultados del control de calidad semanal
Utilizacion: Envio de resultados de la evaluaciéon del control de calidad semanal a

los microscopistas participantes.

MINISTERIO DE SALUD PUBLICA Y ASISTENCIA SOCIAL
LABORATORIO CENTRAL “DR. MAX BLOCH”
SECCION DE MALARIA
CONTROL DE CALIDAD SEMANAL

FECHA: / / ESTABLECIMIENTO
MUESTRA RESPONSABLE
N° DE MUESTRAS RECIBIDAS N° DE MUESTRAS VERIFICADAS

% DE CONCORDANCIA

OBSERVACIONES:

SELLO

NOMBRE Y FIRMA RESPONSABLE NIVEL CENTRAL.
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o

~ ~YMINISTERIO
“}:‘:%“s"&g‘? Anexo 5: Control de calidad anual ‘,'_)!i‘LSA'\:’-’%!?”N
Nombre del formato: Formulario de resultado del control de calidad anual.
Utilizacion: Envio de resultados de la evaluacion del control de calidad anual a los
microscopistas participantes.
NOMBRE DE LA INSTITUCION:
NOMBRE MICROSCOPISTA RESPONSABLE:
FECHA DE RECIBO DE MUESTRAS: / /
FECHA DE REALIZACION DE PRUEBA: / /

CODIGO B DIAGNOSTICO NIVEL RESULTADO-
LAMINA DIAGNOSTICO NIVEL CENTRAL
LOCAL
% de Concordancia:
OBSERVACIONES
RESPONSABLE SELLO

NOMBRE Y FIRMA
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Anexo 6: Limpieza y almacenamiento de las laminas.

Proposito: Obtener laminas portaobjetos apropiadas que cumplan con los requisitos
establecidos para la toma de muestra de calidad en gota gruesa para el diagnostico

de la Malaria.

Tipo de muestra:
» Laminas portaobjetos 3 x 17, esmeriladas.
Las laminas portaobjetos son suministradas en cajas de 50 o 72. Aunque en la caja

se describe como lavadas o pre-limpiadas, las laminas deben ser lavadas

adecuadamente, secadas y envueltas.

Material y Reactivos:
» Un recipiente grande de plastico.
» Gasa.

» Detergente de buena calidad en polvo o liquido, aunque es mas recomendable

el detergente liquido.
» Dos a cuatro retazos de algodén seco, limpio y que no forme pelusa.

» Agua limpia.
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Procedimientos:

Laminas nuevas:

>

Todas las laminas nuevas deben lavarse con detergente y agua limpia

Después de estar en remojo por un periodo de 30-60 minutos.

Las laminas deben ser lavadas bajo agua corriente o en varios cambios de
agua limpia.
Cada lamina debe ser secada y pulida individualmente con retazo de tela

seca, limpia y que no forme pelusa.

Las laminas limpias y lavadas solamente deben manejarse tocandolas de los

bordes para evitar que se deposite sucio o grasa en su superficie.

Laminas usadas:

Y

v

Para lavarlas se deben sumergir por uno o dos dias en agua con detergente.

Cuando sea posible se debe utilizar agua caliente. Después debe limpiarse

uno por uno con gasa.

Se deben remover todos los restos de muestras, colorante y aceite de
inmersion. Nota: No se deben dejar las laminas en detergente por mas del
tiempo indicado (uno o dos dias) porque si el agua se evapora, el detergente

se deposita en la superficie de las laminas y es casi imposible de removerlo.

Después de lavadas, las laminas deben colocarse en una solucion nueva de
agua y detergente y después de una hora ser lavadas bajo agua corriente o

varios cambios de agua limpia.

Cada lamina debe ser secada y pulida individualmente como se describio

anteriormente.

Las laminas que se clasifiquen como inapropiadas (rayadas, opacas, bordes

astillados), deben descartarse.

Almacenamiento de las laminas:

43




Para almacenar correctamente las laminas se necesita:

» Hojas de papel limpio y delgado de aproximadamente 11x 15cm.
» Cajas de papel limpio y delgado de laminas vacias.

» Bandas elasticas o cinta adhesiva.

Las laminas limpias deben almacenarse en paquetes de 10 laminas envueltas
en papel. Cada lamina puede asegurarse con bandas elasticas o cinta adhesiva. Los
paquetes pueden colocarse en las cajas de laminas para ser enviados al campo. Las

laminas deben almacenarse en lugares secos.

Fuentes de error:
Utilizar laminas:
» Opacas.

Sucias.

\ 74

Y

Que tengan rayones en su superficie o bordes astillados.

» Con almacenamiento inadecuado.
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MANUAL DE PRO

Anexo 7: Solucion de Giemsa (1000 mL).

La coloracién de Giemsa dependera de varios factores:
» La calidad del reactivo

» El tiempo de coloracion, (varia segun la maduracion del colorante).

Equipo, material y reactivo:
» Balanza.

Bafio de Maria con termdmetro con rango de 55-60° C.

A 74

Reloj marcador de tiempo.

v

Marcador indeleble.

v v

Guantes descartables.

Espatula.

v

Mortero 10 cm. y pistilo.
Probeta graduada de 500 mL.
Erlenmeyer 1000 mL.

v oV

‘/f

50 perlas de vidrio.

Y

» Frasco ambar con cierre hermético.
» Papel Whatman N° 1.

Vifetas.

v

Embudo de 10 cm de diametro.

Y

v

Giemsa en polvo certificado 6 g.

Glicerina pura 500 mL.

Y

» Alcohol metilico puro, absoluto 500 mL.

Procedimiento:
» Mezclar el Giemsa en polvo poco a poco con la glicerina en un mortero.
» Deposite en un erlenmeyer que contenga perlas de vidrio y disolver a bafio de
Maria a 55 °C — 60 °C por dos horas.

» Agitar suavemente a intervalos de 30 minutos.
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Con el alcohol metilico se lavan los restos de reactivo que quedaron en el

mortero y se depositan en un frasco.

Dejar que la mezcla de estos reactivos se enfrie para agregarle el alcohol.
Mezclar y agitar bien, filtrar con papel Whatman N° 1 en un frasco oscuro que
contenga cuentas de vidrio y que pueda cerrarse herméticamente.

Almacenar durante al menos 2 semanas antes de usarlo.

Mantenerse siempre bien tapado.

Cuando se prepara una mayor cantidad, se recomienda fraccionar el colorante

en varios frascos, rotulados y enumerados correctamente.
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Anexo 8: Elementos

formes de la sangre.

Es necesario reconocer las diferentes células y componentes encontrados en la

sangre, ya que en la gota gruesa se encuentran.

a) Leucocitos.
b) Plaguetas o trombocitos.

c) Restos de glébulos rojos.

a) Leucocitos

Neutrofilo.

Poseen un nucleo segmentado, tienen
granulos bien definidos en el citoplasma
y el nucleo que se colorea de purpura
intenso.

Neutrofilo,
Basofilo.
Tienen

bilobulado
granulos superpuestos que se tifien
fuertemente de negro purpura.

un nucleo con

Basdfilo. ;

Eosinofilos.
Este posee un nucleo segmentado no
mas de dos a tres lobulos y su
citoplasma esta lleno por completo de
granulos color anaranjado.
TR BN e :

Eosinofilos.

Monocito.

Célula de mayor tamafo en sangre
periférica (con un promedio de 18um),
posee un nucleo con forma de rifén o
frijol y el citoplasma es bastante
delicado y a veces puede contener en
poca cantidad granulos de color rosado
0 rojo.
W, W

il

Monocito.
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Linfocitos.

Tiene una variacion de tamano, todo
depende de la cantidad de citoplasma
presente, su nucleo tienen mas o menos
el tamafo de un eritrocito y su
cromatina se condensa y se tifne de
color purpura intenso, rodeado por un
escaso citoplasma tenido de color azul
cielo.

b) Plaquetas.

Son pequefios cuerpos de formas
irregulares, color rojo y no poseen
nucleo, se estiman 100.000 plaquetas
por pL de sangre, con frecuencia

aparecen en grupos de 5-10.

c) Restos de globulos rojos.

Los restos de globulos rojos se originan
por la deshemoglobinizacion causada
por el colorante de Giemsa para que los
Plasmodium que estan dentro de ellos

sean liberados.

Restos de glébulos rojos en gota gruesa.
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Anexo 9: Comparacion de las especies de Plasmodium.’
specie Vivax Falciparum malariae Ovale

Estadio

Trofozoito Citoplasma grande con Citoplasma delicado; 1-2 Citoplasma grueso; Citoplasma grueso;

enformade | seuddpodos puntos pequefios de cromatina grande. cromatina grande.

anillo ocasionales; con punto cromatina;
de cromatina. ocasionalmente se
observan formas
marginales.

Trofozoito Citoplasma ameboideo Muy raramente se Citoplasma compacto; Compacto con
grande; cromatina observan en circulacion cromatina gruesa; cromatina gruesa;
grande; pigmento fino porque estan cito pigmento café oscuro. pigmento café oscuro.
café amarillo. adheridos o secuestrados | Ocasionalmente formas

en la microvasculatura; en banda.
citoplasma compacto;
pigmento oscuro.

Esquizonte Grande, puede llenar Muy raramente se Esquizonte maduro con | Esquizonte maduro con
todo el eritrocito; observan en circulacién 6-12 merozoitos con 6-14 merozoitos con
esquizonte maduro con porque estan cito nucleos grandes nicleos grandes
12-14 merozoitos; adheridos o secuestrado alrededor de una masa alrededor de una masa
pigmento café-amarillo en la microvasculatura; en | de pigmento cafe de pigmento café
convergente. el maduro 8-24 oscuro, ocasionalmente | oscuro.

merozoitos pequefios, en formas de margarita.
pigmento oscuro
agrupado en masa.
Gametocito | Redondo a oval; Forma de luna creciente 0 | Redondo a oval, Redondo a oval;

compacto; cromatina
difusa (microgametocito)
0 compacta y excéntrica
{macrogametocito)
pigmento café disperso.

salchicha; cromatina

difusa (microgametocito) o

en una sola masa
(macrogametocito). Masa
de pigmento oscuro.

compacto; cromatina
difusa (microgametocito)
0 excéntrica y compacta
(macrogametocito).
Pigmento café disperso.

compacto, cromatina
difusa (microgame-
tocito) o compacta y
excéntrica
{macrogametocito)
pigmento café
disperso.

* (Fuente: Comparacion de las especies de Plasmodium sp. que parasitan a los seres humanos. Division de
Enfermedades Parasitarias, CDC, Atlanta, GA, Estados Unidos de América. Sitio Web: http://www.cdc.gov)
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Anexo 10: Caracteristicas de las diferentes especies de Plasmodium en
la gota gruesa.6

Plasmodium vivax

. Trofozoitos pequenos
Esquizontes 2 dwisiones de cromatina
. Esquizonte maduro
. Microgametocite
. Plagquetas
Nuclea de newtrofilo
. Easinafila
. Plaqueta adherida a restos de
eritrocitos Jovenes

0=l b by —

Cortesla de Centres for Disease Contral and Prevention (CDC),
Plasmodium vivax. Observacién de parasitos en muestra de gota gruesa.

Plasmodium falciparum

. Trofozoitos pequefios

Gametocitos narmales
.Gametocitos ligeramente distorsionados
.Gametocito cor fondo supenar redondeada
. Gametocito desintegrado

Nucleos leucocihos
. Plaguetas

Restos celulares de eritrocitos jovenes

oS N —

o~

Cortesia de Centres for Disease Control and Prevention (CDC),
Plasmodium falciparum. Observacion de pardsitos en muestra de gota gruesa.

® (Fuente: Plasmodium spp. Estadios sanguineos, gota gruesa. Division de Enfermedades Parasitarias, CDC,
Atlanta, GA, Estados Unidos de América. Sitio Web: http://www.cdc.gov).
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Plasmodium malariae

1. Troforoitos pequenos

2. Troforcitos desarrollados

3. Trofozcitos maduros

4, 5, 6. Escuizontes inmaduros con nimero
variado de dwisian de cromatina

7. Ezquizente maduro

B. Nucleos de leucocitos

9, Plaquetas

10, Rostos celulares de eritrocitos jovenes

Cortesia de Centres for Disease Control and Prevention (CDC).
Plasmodium malariae. Observacion de parasitos en muestra de gota gruesa,

Plasmodium ovale

Trofozoitos pequedos

. Trofozoitos desarroliados
. Trofozoitos madaros

. Esquizontes
Gametooios

. Nicleos de leucocitos
Flaguetas

NOU PN

Cortesia de Centres tor Disease Control and Prevention (CDC)
Plasmodium ovaile. Observacion de parasitos en muestra de gota gruesa.
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Anexo 11: Caracteristicas morfoldgicas de las diferentes especies de
Plasmodium en el extendido fino.’

Plasmodium vivax

19-27, Esquizontes
2-6. Trofozoitos [Gvenes (en estadio forma de anitlo) 28.29. Mecragametocdito {(femeninag)
30, Microgametocito (masculing)

7-18. Troforoitos

1. Eritrocita normal

Cortesia de Centres for Discase Control and Prevention (CODCH.
Plasmodium vivax. Observacion de parasitos en muestra de frotis o extendido.

7 (Fuente: Plasmodium spp. Estadios sanguineos, extendido fino. Division de Enfermedades Parasitarias, CDC,
Atlanta, GA, Estados Unidos de América. Sitio Web: http://www.cdc.gov).
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Plasmodium falciparum

. Eritrocite normal

2-18. Trofozoitas (entre estos [2-10] corresponden a trofozortos jovenes)
19.26. Esquizontes ([26] un esgquizonte rotao)

27-28. Macrogametocito maduro (femenine)

29-30, Microgametocito {(masculina)

Cortesia de Centres for Disease Control and Prevention (CDC).
Plasmodium falciparum. Observacion de parasitos en muestra de frotis o extendido.

53



MANUAL DE PROCEDIMIENTOS TECNICOS PARA EL DIAGNOSTICO MICROSCOPICO DE LA MALARIA

Plasmodium malariae

) 1048
| 3 i

1. Eritrocito normal 23. Gametocitos n desarrollo
2.5. Trefozoitos jdvenes (forma de anillo) 24. Macrogametacite (femenino)
6-13. Trofozoitos 25. Microgametocito (masculino)
14-22, Esquizontes

Cortesia de Centres for Diseasa Control and Prevention (COC),
Plasmodium malariae. Observacion de parasitos en muestra de frotis o extendido.
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Plasmodium ovale (

16-23. Esquizontes
24, Macrogametoato (femenina)
25, Microgametocito (masculing)

1. Eritrocito normal
2-5. Trofezoitos jdvenes (forma de anilio)
6-15. Trofozoitos

Cortesia de Centres for Disease Contral and Prevention (CDC).
Plasmodium ovale. Observacion de parasitos en muestra de frotis o extendido.
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Anexo 12: Protocolo para la observacion microscépica de la gota gruesa.

Instrucciones:

Anotar en cada cuadro el nimero de parasitos observados por campo microscépico,

La tabla posee 100 casillas.

1. Comience a llenar la tabla de izquierda a derecha a partir del nimero 1.

2. Anotar el numero de parasitos observados en cada campo en la casilla correspondiente, de manera
que el campo 100 se anote en la casilla de la fila 10 y columna 10.

3 Al final de cada fila escriba el sub-total de parasitos y luego sume los sub-total.

4. Reportar la especie de Plasmodium y el total de parasitos encontrados en los 100 campos que

correspondera a la densidad parasitaria.

ESTABLECIMIENTO: No. DE MUESTRA:
MICROSCOPISTA: FECHA: /|
COLUMNAS
SUB-
1 2 3 4 = 6 I 8 9 10
TOTAL
1
2
5
F
4
|
L |5
Al 6
S U
8
9
10
TOTAL
RESULTADO:
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