Parasitos intestinales

Helmintos

Existen tres grupos de helmintos de importancia médica: nematodos (4scaris), ces-
todos (tenias) y trematodos (distomas). Las fases que normalmente aparecen con
las técnicas de diagnéstico son los huevos y las larvas. Con menos frecuencia, pue-
den verse gusanos adultos como en el caso de Ascaris y Enterobius y el diagnéstico
de algunos cestodos se basa en la observacién de los segmentos o proglotis. No obs-
tante, en la mayoria de las infecciones por gusanos, la identificacién se basa en los
huevos.

Clave de identificacion de los huevos

Las caracteristicas en que se basa la identificacién de especies de huevos son las
siguientes:

1. Tamasio. Se miden la longitud y la anchura, que se encuentran por lo general
dentro de limites especificos.

2. Forma. Cada especie tiene una forma particular.

3. Fase del desarrollo en las heces. En algunas especies, los huevos constan de una sola
célula; en otros, pueden tener varias; y en otras especies ya estin embrionados
(es decir, contienen una larva) cuando se eliminan con las heces.
En ocasiones, si las muestras fecales tienen varias horas o uno o dos dias, los
huevos pueden desarrollarse hasta fases mds avanzadas. Los huevos de Aszaris
suelen ser unicelulares cuando se eliminan con las heces; no obstante, la célula
Unica puede dividirse y en las muestras «viejas» pueden verse huevos con dos
o tres células. Los huevos de anquilostomas que se observan en las muestras
que tienen varias horas pueden contener 16, 32 o mds células. Al cabo de 12-24
horas, puede desarrollarse el embrién en el huevo vy, si pasa aun mds puede pro-
ducirse la eclosién larvaria. Asi pues, cuando se observe la etapa de desarrollo
de los huevos de helmintos, es preciso cetciorarse de que la muestra fecal es
reciente. Si tiene varias horas o un difa, no serd de extrafiar que se observen
cambios en la etapa de desarrollo de algunas especies. Lo ideal es que sélo se
acepten muestras recientes para el diagnéstico.

4. Grosor de la cubierta del buevo. Algunas especies, como Asaris, tienen una cubierta grue-
sa; otras, como los anquilostomas, la tienen mds fina.

5. Color. Algunos huevos son incoloros (por ejemplo, los de anquilostomas o Ex-
terobius), mientras que otros son amarillos o marrones (Ascaris, Trichuris).

6. Presencia de ciertas caracteristicas como opérculos (tapas), espiculas, tapones,
ganchos o cubiertas exteriores mamiladas.

Si se encuentra un huevo o un objeto oviforme, deben observarse cuidadosamente
las caracteristicas mencionadas para poder identificar la especie. Ocasionalmente,
pueden observarse huevos atipicos o deformes, en cuyo caso serd necesario buscar
formas mds caracteristicas para alcanzar un diagnoéstico fiable. Téngase presente que
en un solo paciente es posible encontrar més de una especie de helminto.

La siguiente clave (figura 3) y los diagramas de huevos de helmintos que aparecen
en la figura 4 ayudaran a identificar las especies.

RECUERDE
Obsérvese el tamano, la forma, la etapa de desarrolio
el grosor de la cubierta, el color y la presencia
de estructuras especiales como opérculos, espiculas , tapones,
ganchos y cubiertas exteriores mamilares para
identificar la especie a la que pertenecen los huevos.
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IDENTIFICACION DE ESPECIES PARASITAS .

Larvas de gusanos

Las larvas que se observan en las muestras fecales frescas suelen ser larvas rabditi-
formes (= primera fase) de Strongyloides stercoralis. No obstante, si la muestra fecal tie-
ne mas de 12 horas, las larvas pueden convertirse en larvas filariformes (fase in-
fectiva), que deben distinguirse de las larvas de anquilostomas que eclosionan en
las heces a las 12-24 horas. La aparicién de larvas filariformes de Strongyloides sterco-
ralis pueden indicar una hiperinfeccién sistémica.

Las caracteristicas empleadas para distinguir las especies aparecen en la figura 5y
en el cuadro 4.

En las preparaciones con yodo, el primordio genital resultard més visible. El yodo
mata las larvas y facilita la observacién de sus caracteristicas. Es preciso utilizar
una lente de gran aumento en seco para ver estas estructuras.

— Si se observa una larva con una cavidad bucal corta y un primordio genital pro-
minente (ficilmente visible), se trata de una larva de Strongyloides.

— Si se observa una larva con una cavidad bucal larga y no se aprecia el primordio
genital, se trata de una larva de anguilostoma.

Fig. 5 Larvas de helmintos

Anquilostoma

rabditiforme

filariforme

Strongyloides

filariforme

rabditiforme

WHO 91545

Cuadro 4. Caracteristicas de las larvas de heimintos

Anquilostoma

Strongyloides

Larvas filariformes
Tamarfo 500 x 14-20 pm
Con vaina
Extremo caudal puntiagudo
El esofago ocupa un tercio de la longitud
corporal
sin engrosamiento

Larvas rabditiformes

Tamaro 100-150 x 15-17 pm

Cavidad bucal larga (15 pm)

El esofago ocupa un tercio de la longitud
corporal, con dos engrosamientos -
Primordio genital pequefo (7 pm)

Poro anal a 80 um del extremo posterior

_corporal

Larvas filariformes

Tamano 500 x 14-20 pm

Sin vaina

Extremo caudal bifurcado o romo

El eséfago ocupa la mitad de la longitud

sin engrosamiento

Larvas rabditiformes

Tamano 200-300 x 15-18 um

Cavidad bucal corta (4 pm)

El esofago ocupa un tercio de la longi-
tud corporal, con dos engrosamientos
Primordio genital grande (22 pm)
Poro anal a 50 um del extremo posterior
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PARASITOS INTESTINALES L ]

Protozoos

Entre los protozoos intestinales figuran las amebas y los flagelados. Se reconocen
dos fases en el diagnéstico: la fase vegetativa o de trofozoito y la fase latente quis-
tica. Ambas pueden aparecer en las heces. Los trofozoitos suelen aparecer en las
heces diarreicas o sueltas; en las heces bien formadas aparecen habitualmente quis-
tes. No obstante, ambas fases pueden estar presentes en la misma muestra fecal.

Los trofozoitos y los quistes pueden observarse en las preparaciones de heces fres-
cas con solucién salina. En ocasiones es preciso teflir las preparaciones para iden-
tificar las especies. Los tipos de preparacién que suelen usarse para detectar e iden-
tificar protozoos y las caracteristicas que pueden observarse en cada tipo de prepa-
racién figuran en el cuadro 5.

Trofozoitos amebianos

Preparacion salina himeda

En las preparaciones salinas de heces recientes pueden observarse trofozoitos ame-
bianos méviles. Presentan un color ligeramente verdoso y son refringentes (brillan-
tes). Con la lente de gran aumento y observacién en seco puede observarse el

Cuadro 5. Caracteristicas de protozoos observados en distintos
tipos de preparacion

Tinciones temporales _ :
Tincion permanente

(tricromatica)®

Salina AMA?  Yodo?

Amebas
Trofozoitos
Motilidad + - -
Citoplasma + + +
Inclusiones + + +
Nucleo - + +
Quistes
Nucleos - + +
Organos cromatoides + +9 +
Glugdégeno - + -
Flagelados
Trofozoitos
Motilidad + - -
Forma + + +-
Nucleo - + +
Quistes
Forma + + +
Nucleo - + +
Fibrillas +f + +

| a tincién con AMA se usa solamente para tenir trofozoitos amebianos vivos.

b El yodo se usa para tefir quistes, aunque también pueden tefirse los trofozoitos de flagela-
dos. :

¢ Las técnicas de tincion permanente no se usan de ordinario en los Ilaboratorios de diagnds-
tico sino que estan reservadas para casos especiales que se detallan en el texto (por ejem-
plo, diagnostico de la criptosporidiosis).

9 Los organos cromatoides de los quistes amebianos se observan mejor en las preparacio-
nes con solucion salina que en las realizadas con yodo. La mejor forma de verlos es en frotis
con tincion permanente.

® El glucogeno se disueive durante el proceso de tincion y en los frotis de tincién permanente
solo se observa un espacio claro (vacuola).

! Las fibrillas (filamentos) pueden verse a veces en las preparaciones salinas.
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IDENTIFICACION DE ESPECIES PARASITAS 1

tipo de motilidad y las inclusiones, como glébulos rojos y levaduras ingeridas. No pusde
verse el niicleo. (Los macréfagos también pueden contener eritrocitos y moverse).

Si un trofozofto se mueve ripidamente en una direccién y forma pseudépodos con
rapidez, puede tratarse de Entamoeba histolytica. Las demis especies amebianas no sue-
len moverse del mismo modo. Si el trofozofto se mueve en la forma descrita y si
se observan glébulos rojos en el citoplasma, puede suponerse que se trata de E. His-
tolytica. A veces es necesario utilizar AMA para tefiir el nicleo a fin de confirmar
esta observacion.

Preparacion salina:
MOTILIDAD DIRECCIONAL DEFINIDA
+
GLOBULOS ROJOS INGERIDOS
= E. histolytica

Preparacién humeda con AMA

Si se sospecha la presencia de trofozoftos amebianos, examinese una preparacién
con AMA (véase el cuadro 5). Los trofozoftos pueden enroscarse y dejar de mo-
verse pero el niicleo y las inclusiones se tefiirdn de azul oscuro, mientras que el citoplasma se
tefiird de azul claro. Busquense grinulos de cromatina perinucleares (grinulos en
la membrana que rodea al niicleo); si se observan, se trata de una especie de En-
tamoeba; de lo contrario, no se trata de ese género. Cuando se observa cromatina nu-
clear periférica, debe identificarse la especie. Consltese la «Clave de identificacién
de trofozoitos amebianos en preparaciones tefiidas» (figura 6).

Los trofozoitos de E. bistolytica miden entre 12 y 40 um de longitud. El nicleo apa-
recerd como un circulo de color azul oscuro con un punto més oscuro, el carioso-
ma situado aproximadamente en el centro. Si los grinulos de cromatina perinu-
cleares son finos y regulares y si existe un pequefio cariosoma central, probable-
mente se trata de E. bistolytica, pero es preciso observar varios microorganismos para
cerciorarse. La observacién de eritrocitos en el citoplasma contribuiri a confirmar
el diagnéstico. Las células sanguineas se tifien de azul oscuro en las preparaciones
coloreadas con AMA.

Entamoeha coli tiene aproximadamente el mismo tamaifio que E. bistolytica y también
tiene cromatina perinuclear. Su citoplasma es muy rugoso y 2 menudo contiene bac-
terias o mohos. La cromatina perinuclear es irregular y el cariosoma no se encuen-
tra en el centro.

Frotis con tincion tricromatica

En los frotis tefiidos, los trofozoitos pueden ser redondos, alargados o de forma irre-
gular. Los trofozoitos amebianos suelen tefiirse de verde o verde azulado con ni-
cleos morados o rojos. Los nucleos de las especies de Entamoeba tienen grinulos pe-
riféricos de cromatina (como se ha descrito en las preparaciones con AMA) que
pueden estar dispuestos en circulo o en forma de rosario. El cariosoma aparece
como un punto rojo o morado dentro del nicleo. Aunque en E. histolytica el cario-
soma suele estar en el centro del nucleo, a veces puede ser excéntrico y hay que
estudiar varios microotganismos para decidir si se trata de E. histolytica o E. coli.

Ademis de los trofozoitos amebianos, pueden observarse otras células de aspecto
parecido y que deben diferenciarse de las amebas. Compirense los elementos que
se observan en las preparaciones tefiidas con las figuras que aparecen en la clave
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y con los «Problemas de identificacién» de la pigina 81 para decidir si son trofo-
zoitos amebianos, células tisulares u otras estructuras.

Los trofozoitos pueden identificarse como
E. histolytica si se observa:
— cromatina perinuclear
y
— glébulos rojos en el citoplasma
o
— cromatina perinuclear uniforme
y
— pequeno cariosoma central en el nucleo
y
— citoplasma con granulos finos y uniformes
y
— longitud del trofozoito = 2 a 6 veces el diametro de un eritrocito

Quistes amebianos

Es imprescindible medir los quistes con exactitud para que la identificacién sea
correcta.

Preparacion salina humeda

Cuando se examine la preparacién con el objetivo x40, enféquese hacia arriba y
hacia abajo en busca de elementos redondos y brillantes con un didmetro aproxi-
madamente igual a 1-3 glébulos rojos. Bisquense también los 6rganos cromatoides
(estructuras en forma de bastdn), que se observan mejor con el objetivo de gran au-
mento. Aparecen con mis nitidez en las preparaciones salinas que en las realzadas
con yodo. Tienen un aspecto caracteristico y se observan en los quistes de E. Ais-
tolytica 'y E. coli. En E. histolytica, los orginulos en forma de bastén tienen los extre-
mos romos y redondeados, a diferencia de los E. ok, que son puntiagudos. Estas
estructuras se observan con menos frecuencia en los quistes de E. /i que en los
de E. histolytica.

Los nicleos son dificiles de ver en las preparaciones salinas pero se ven bien en
las tefiidas con yodo. El aspecto del nicleo es importante para diferenciar las es-
pecies de amebas. Asi pues, si se observan quistes (o estructuras similares) en la pre-
paracion salina, es preciso examinar la preparacién con yodo.

Midanse los quistes encontrados.

Preparacion humeda con yodo

Enféquese la preparacion con el objetivo X40 y busquense los quistes. Si se en-
cuentran quistes o estructuras de aspecto semejante, pisese al objetivo de gran au-
mento y de observacién en seco a fin de apreciar los detalles necesarios para iden-
tificar la especie. Midanse los quistes.

Constltense la «Clave de identificacién de quistes de amebas y flagelados» en pre-
paraciones con yodo y frotis tefiidos (figura 7) y la descripcién que figura a conti-
nuacién de la clave para identificar las especies de quistes encontrados.

Los quistes de E. histolytica miden 10-15 um de diimetro. Los quistes maduros de
E. histolytica tienen cuatro nicleos con cromatina perinuclear homogénea y un ca-
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Fig. 6. Clave de identificacion de trofozoitos amebianos en preparaciones tefiidas

Trofozolto con o sin
cromatina perinuclear

con cromatina sin cromatina
perinuclear perinuclear

citoplasma de citoplasma de granulos un nicleo en todos dos nucleos en mas del

grénulos gruesos, finos, glébulos rojos los trofozoltos 50% de los trofozoitos
bacterias y levaduras, ausentes o presentes,
sin glébulos rojos sin bacterias
nucleo con nicleo sin gran masa de
granulos periféricos granulos periféricos, crocmatina

gran endosoma en espacio claro

pequefio endosoma, gran endosoma
granulos perinucleares irregular
dispuestos regularmente

Entamoeba coli

tamafio > 15 um Dientamoeba
fragilis

Tamafio 5 - 15 um

lodamoeba
biitschlii

tamafio 8 - 15 um tamafio 15 - 60 pm

Endolimax
nana

Entamoeba Entamoeba

hartmanni histolytica
. WHO 91551

riosoma central. Por lo general los micleos no se encuentran en el mismo plano,
de modo que es preciso enfocar varios planos para ver los cuatro, Muévase con cui-
dado el objetivo hacia arriba hasta que el quiste quede sélo un poco desenfocado.
Enféquese cuidadosamente y sigase moviendo el objetivo despacio hacia abajo para
ver todos los planos del quiste. Cuéntense los nicleos 2 medida que se vayan viendo.

A veces se observan quistes inmaduros de E. bistolytica. Pueden tener 1, 2, 6 4 ni-
cleos. Cuando sélo hay un nicleo, suele ser bastante grande. A menudo los quistes
monocucleares tienen grandes masas de glucégeno y varias masas cromatoides pe-
quefias. (Las masas cromatoides ain no han constituido las estructuras tipicas en
forma de bastén.) Midase el quiste.

Los quistes de E. co/i suelen ser mayores que los de E. histolytica (15-30 um). Los quis-
tes de E. coi tienen ocho nucleos con cromatina periférica irregular y cariosomas
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IDENTIFICACION DE ESPECIES PARASITAS 1

excéntricos. Por lo general se encuentran en planos distintos, de modo que es pre-
ciso enfocar hacia arriba y hacia abajo cuidadosamente para verlos y contarlos.

Pueden observarse quistes inmaduros de E. @/, que no deben confundirse con los
de E. histolytica. La forma inmadura que se ve con mds frecuencia es un quiste
con dos niicleos (es raro encontrar quistes de E. e/ con un solo nicleo), una gran
masa de glucégeno y varias pequefias masas cromatoides. Como en el caso de E.
histoytica, las masas atin no han constituido los érganos cromatoides tipicos. Para
diferenciar los quistes de E. /i de los de E. histolytica es preciso medirlos con exacti-
tud. '

Los quistes de E. bartmani son similares a los de E. histolytica, pero mas pequefios
(7-9 pm).

En las preparaciones con yodo, los quistes de Iodamoeba bitschlii presentan una
masa compacta de glucégeno, lo que les distingue de E. bistolytica, no tienen cuer-
pos cromatoides y contienen un solo nicleo.

Si al principio se observan quistes inmaduros, busquense formas maduras. Los quis-
tes maduros suelen ser ficiles de encontrar para identificar la especie. Si se obser-
van quistes con cinco o mds nucleos, se trata de E. cols.

‘En los ultimos afios, se han notificado en todo el mundo varios casos de menin-
goencefalitis amebiana primaria provocada por amebas de vida libre (Acanthamoe-
ba spp y Naegleria spp). Se ha averiguado que la mayorfa de las infecciones se de-
ben a aguas contaminadas. El diagnéstico en el laboratorio se realiza mediante el
examen microscépico del liquido cefalorraquideo purulento que contiene células
polimorfonucleares pero no bacterias. Las amebas pueden observarse en la exten-
sion tefiida con el método Giemsa.

Blastocystis hominis, un protozoo que también se observa en las heces, puede dis-
tinguirse de los quistes amebianos por que el centro se tifie de verde (o en ocasio-
nes, de color claro) con grinulos refringentes alrededor del borde.

WHO 90583

Blastocystis hominis

Flagelados

Preparacion humeda con solucion salina para la
deteccion o identificacion de trofozoitos

Los trofozoitos de flagelados (figura 8) se reconocen sobre todo por la forma en
que se mueven en las preparaciones himedas. Por lo general, no se aprecian ni los

flagelos ni los micleos.

— Los trofozoitos de Giardia intestinalis (patégenos) se mueven como una hoja al
caer; dan pequefios tirones hacia delante y hacia atris.

— Los trofozoitos de Chilomastix mesnili (no patégenos) tienen un movimiento de
rotacién.

— Los trofozoitos de Trichomonas homins (raras veces patégenos) tienen un movi-
miento espastico.

NOTA
El AMA no tiefie los trofozoitos de flagelados, de modo que no tiene utilidad al-
guna para el diagnéstico.
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Preparacién humeda con yodo para detectar e
identificar quistes

Las soluciones de yodo se utilizan principalmente para teflir quistes a fin de ver la
estructura de los nicleos. Consultese la «Clave de identificacién de quistes de ame-
bas y flagelados» (figura 7) para identificarlos

Fig. 8. Clave de identificacion de trofozoitos flagelados en
extensiones tefidas

trofozolto con
2 o més flagelos
I 1
2 flagelos, 4 flagelos 5 o mas flagelos
1 nicleo, ’
tamaio 4-9 um
I 1
tamario 4-8 pm, tamario 6-20 um,
1 nicleo 1 nicleo,
1 citosoma
I 1
5 flagelos, trofozoito en forma de pera,
1 nlcleo, 4 pares de flagelos,
membrana ondulante 2 nucieos,
Retortamonas (raras veces visible), érganos parabasales,
intestinalis tamario 8-20 um tamarfio 10-20 um
Enteromonas
hominis
Giardia
, hominis lamblia
NOTA .
Trichomonas hominis no tiene fase de quiste. WHO 91550

Trofozoitos y quistes de Giardia intestinalis en
extensiones tenidas

Los parésitos Giardia son caracteristicos y suelen coincidir con ilustraciones de los
manuales y libros de texto. No son dificiles de identificar en extensiones tefiidas.

Las restantes especies de flagelados intestinales son rara vez patégenas.

Balantidium coli

Es el unico ciliado que parasita al hombre y las infecciones son raras, por lo que
no se estudia en ninguna otra parte de este manual (es principalmente un parisito
de los cerdos y los monos). Sin embargo, en ocasiones puede observarse en heces
humanas, por lo que incluimos aqui una breve descripcién.

Balantidium coli tiene fases de trofozoito y de quiste. Los trofozoitos son grandes
(50-200 pm de longitud por 40-70 um de anchura) y muy activos, y pueden verse
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con facilidad en extensiones salinas mediante el objetivo de poco aumento (véase
infra). Estin recubiertos de vellosidades cortas (cilios) que se agitan ripida-
mente y permiten al microorganismo desplazarse con rapidez. Mueren al poco tiem-
po de estar fuera del microorganismo, de modo que las muestras fecales deben exa-
minarse durante la hora que sigue a la defecacién.

Los quistes tienen 45-75 um de didmetro. Ni los trofozoitos ni los quistes se tifien
bien con yodo ni con tintes permanentes. La mejor técnica, por tanto, es la prepa-
racién himeda con solucién salina.

0 20 40 um

b4
Trofozoito de Balantidium coli Quiste de Balantidium coli §

Isospora belli y Cryptosporidium spp

Isospora belli y Cryptosporidium spp son coccidios que parasitan el intestino. En el hom-
bre, la infeccién por Isaspora belli es poco comun, raras veces grave y a menudo asin-
tomdtica. La infeccién por Cryptosporidium es una causa importante de diarrea en ni-
fios menores de 5 afios y resulta particularmente grave en pacientes inmunodefi-
cientes.

Diagnostico en el laboratorio

Los oocistos de Isospora belli pueden detectarse en extensiones fecales directas. En
caso necesario, los oocistos pueden concentrarse mediante la técnica de formalina-
éter (véase la Seccién 1, pp. 16-17).

Mézclese una pequefia cantidad de heces en solucién salina puesta en el extremo
de un portaobjetos con una pequefia cantidad de solucién de yodo depositada en
el otro extremo. Los oocistos de Isaspora belli son ovalados (aproximadamente 32 x
16 um) y contienen una masa central de protoplasma (véanse las ilustraciones a con-
tinuacién). '

WHO 91547

Oocisto inmaduro de /sospora belli  Qocisto maduro de /sospora belli

NOTA

Preparese la solucién yodada mezclando 10 ml de yodo de Lugol (reactivo n° 16)
con 10 ml de 4cido acético al 25 % v/v. Con esta solucién se tifien bien los nucleos.

Los oocistos de Cryptosporidium se examinan en frotis fecales tefiidos (véase la Sec-

cion 1, pp. 17-18).

Toxoplasma gondii

Toxoplama gondsi es un parisito animal que provoca la toxoplasmosis. La toxoplas-
mosis humana a menudo cursa sin sintomas. Puede provocar fiebre, erupciones, hi-
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pertrofia de los ganglios linfaticos y linfocitosis. La forma més grave de infeccion
en el hombre es la toxoplasmosis congénita, que a menudo causa graves lesiones
cerebrales en el feto. La infeccién durante los primeros meses del embarazo puede
provocar el aborto, mientras que si se produce en los tltimos meses puede dar lugar
a sintomas de infeccién en el lactante a los 2-3 meses del nacimiento. Las mani-
festaciones clinicas de la infeccién por Toxoplasma aparecen a menudo en pacien-
tes con el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA).

El diagnéstico en el laboratorio de la toxoplasmosis se realiza mediante:

1. Pruebas serolégicas, entre ellas la prueba con coloracién de Sabin-Feldman, la
prueba indirecta de anticuerpos fluorescentes (PIAF), la prueba indirecta de he-
maglutinacién (PIH), una prueba de fijacién del complemento (PFC) y, més re-
‘cientemente, la prueba de inmunosorcién enzimitica (ELISA), que se consi-
dera mis especifica. Los pormenores de estas pruebas rebasan el alcance del pre-
sente manual.

2. En ocasiones, el estudio microscépico resulta atil para el diagnéstico de una
infeccién aguda, utilizando preparaciones tefiidas con colorante de Giemsa o
Field de material aspirado de los ganglios linfiticos o la médula ésea, liquido
cefalorraquideo, o liquidos peritoneales o pleurales.

Los pardsitos tienen forma semilunar y son de pequefio tamafio (3 x 7 um). Uno
de los extremos es redondeado y el otro puntiagudo. El citoplasma se tifie de azul,
y el nicleo de color rojo oscuro; éste se sitiia en el extremo redondeado. A veces
los microorganismos presentan una forma redondeada y pueden confundirse con
amastigotes de Leishmania en cortes de tejidos.

Problemas de identificaciéh

En las muestras fecales aparecen muchas estructuras que tienen aspecto de parési-
tos pero no lo son.

Las células epiteliales y los macréfagos pueden confundirse con trofozoitos ame-
bianos, especialmente los macréfagos, que presentan un ligero movimiento ame-
biano y pueden contener eritrocitos. Los nicleos, que pueden observarse en pre-
paraciones tefiidas con AMA, son mucho mayores que los ntcleos de las amebas
¥, por lo general, contienen varios granulos o particulas de cromatina (véase la ilus-
tracion).

WHO 9154y

Células epiteliales Macréfago

Las células de pus pueden confundirse con quistes amebianos. Los nicleos apare-
cen dispuestos en forma de 3 6 4 anillos y, por lo general, se tifien intensamente.
El citoplasma aparece desflecado y a menudo no se aprecia la membrana celular.
Los quistes amebianos tienen una pared celular bien definida.

Los pelos y las fibras pueden confundirse con larvas. No obstante, aquéllos no tie-
nen la misma estructura interna que éstas.
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Las células vegetales (por ejemplo, mohos o levaduras) pueden confundirse con
quistes o huevos. Las células vegetales suelen tener una pared gruesa mientras que,
la de los quistes es fina. Las levaduras y los mohos suelen ser mis pequefios que
los quistes amebianos y no tienen nicleos como los que se observan en éstos

NOTA

Los trofozoitos y quistes de E. istolytica a menudo no son tipicos; deben observarse
varios microorganismos distintos para asegurarse de qué especie se trata.

LA IDENTIFICACION PUEDE EXIGIR EL ESTUDIO CUIDADOSO
DE VARIOS QUISTES O TROFOZOITOS.
ES INDISPENSABLE MEDIRLOS
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Parasitos sanguineos

Paludismo

Identificacion de parasitos paluidicos en
extensiones sanguineas finas.

Cuando se examinen extensiones sanguineas finas para estudiar el paludismo, debe

prestarse atencién a los eritrocitos infectados y a los parisitos que hay dentro de
las células.

Eritrocitos infectados

— Obsérvese el tamaiio de los eritrocitos infectados.
— dAparecen puntos de Schiiffner?

Tamafio aumentado:  —»> Puede ser P. sivax o P. ovalk.
Glébulos Moteado de Obsérvense los parisitos.
rojos Schiiffner presente!
infectados

Normal: —> P. malariae o P. falciparum

No hay moteado de

Schiiffner (las células

infectadas pueden ser

mds pequeifias de lo

normal en las infecciones

por P. malariae)

Parasitos

Los anillos de las cuatro especies principales pueden ser similares. Si se observan
anillos, busquense las fases mds avanzadas. En pacientes con P. faliparum s6lo sue-
len observarse anillos; las fases mas avanzadas sélo se encuentran en las infeccio-
nes graves.

NOTA

Si se observa Plasmodium falciparum, debe notificarse la parasitemia porcentual (nd-
mero de glébulos rojos infectados por cien).

Constltense los cuadros 6 y 7, y las figuras 9, 10, 11 y 12, para saber qué caracte-
risticas hay que buscar para el diagnéstico en extensiones sanguineas finas o en pre-
paraciones de gota gruesa.?

Identificacion de parasitos paludicos en
preparaciones de sangre en gota gruesa.

En las preparaciones tefiidas de gota gruesa, los eritrocitos quedan lisados, de modo
que el diagndstico se basa en el aspecto del parisito. Los mircroorganismos suelen
ser mds compactos y densos que en las extensiones finas.

1 En las preparaciones mal tefiidas, es posible que no se aprecien puntos de Schiiffner, de
modo que es indispensable utilizar métodos correctos de tincion. También cabe la posibili-
dad de que no se observen puntos de Schiiffner en los anillos precoces de P. vivax o P. ovale.
2 El cuadro 7 y las figuras 9-13 se han tomado de Bench aids for the diagnosis of malaria, |-
minas 1-8, Ginebra, Organizacién Mundial de la Salud, 1988.
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Cuadro 6. Caracteristicas morfologicas de los parasitos paludicos en extensiones
sanguineas finas

Fase

P. vivax

P. ovale

P. malariae

P. falciparum

Globulo rojo infectado  Tamario aumentado;

Fase de anillo
(trofozoito precoz)

Trofozoito tardio

Esquizonte maduro

puntos de Schiffner
presentes

Bastante grande; uno
o dos puntos de
cromatina; puede
haber dos anillos opr
eritrocito

Grande; ameboide;
pigmento en forma de
bastones finos

Grande; merozoitos
grandes (12-24);

Tamafio aumentado;
puede ser oval con
fimbrias; puntos de
Schiinffer presentes
Compacto; dos anillos
por eritrocito; raro

Pequerio; no
ameboide; pigmento
granuloso

Mas pequefio que P.
vivax; 6-12

Tamafo normal o
menor de lo normal

Compacto: dos anillos
por eritrocito; raro

Pequeno; compacto; a
menudo en forma de
banda; pigmento
granuloso

Pequeno pero
merozoitos (6-12)

Tamarfno normal;
pueden observarse
hendiduras de Maurer

Pequeno y delicado: a
menudo dos puntos
de cromatina; a
menudo dos 0 mas
anillos por eritrocito;
formas adheridas
frecuentes

Tamaifio moderado;
generalmente
compacto; pigmento
en granulos

Raro en la sangre
periférica; merozoitos

merozoitos; pigmento
mas oscuro que en P.
vivax

grandes; aspecto de
«margarita»
caracteristico;
pigmento granuloso
Parecidos a P. vivax
pero més pequefos,
menos NUMerosos y
sin puntos de
Schiiffner

(8-26) pequerios;
masa unica de
pigmento

pigmento coalescente

En forma semilunar,
nucleo unico

Gametocitos Esféricos; compactos;
nucleo unico;
pigmento difuso y

granuloso

Parecido a P. vivax,
pero mas pequeno

Métodos de recuento de parasitos paludicos en las
preparaciones de gota gruesa

Parasitos por microlitro

A continuacién se describe un método practico de precisiéon suficiente. Se basa en
el nimero de parésitos por Pl de sangre en una preparacién de gota gruesa; los pa-
risitos se cuentan en relacién con un nimero de leucocitos previamente determi-
nado. Se toma como nivel normal un promedio de 8000 leucocitos por pl. A pesar
de las imprecisiones debidas a las variaciones del nimero de leucocitos de unos in-
dividuos sanos a otros, y las variaciones adn mayores en caso de enfermedad, esta
norma permite realizar comparaciones razonables. Antes de proceder al recuento,
debe examinarse en la gota gruesa el equivalente a 0,25 pl de sangre (unos 100 cam-
pos, utilizando un ocular X7 y un objetivo de inmersién X100), con el fin de de-
terminar la especie del parisito y las fases de desarrollo presentes. Una vez hecho
esto, debe seguirse €l método de recuento que se describe a continuacién para las
extensiones sanguineas positivas.

1. Se necesitan dos totalizadores para el recuento de parisitos y leucocitos por se-
parado.

2. a) Si, una vez contados 200 leucocitos, se han identificado 10 o mas parisi-

tos, anétense los resultados en el impreso de registro indicando el nimero

de parisitos por 200 leucocitos.

b) Si, una vez contados 200 leucocitos, se han encontrado 9 o menos parisi-
tos, debe proseguir el recuento hasta llegar a 500 leucocitos; anétese el nd-
mero de pardsitos por 500 leucocitos.

(continsia en p. 91)
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Cuadro 7. Identificacion de especies de parasitos palidicos en preparaciones de sangre
de gota gruesa tefidas con Giemsa
Fase del parasito en la sangre periférica
Especie

Trofozoito

Esquizonte

Gametocito

Plasmodium falciparum

Suelen observarse trofozoitos jovenes en creci-

miento y/o gametocitos maduros.

e 0 O Pt [

g8~ e B TR SRR S
e o ® B

Tamario: pequefio a mediano; nimero: por
lo general abundantes; forma: frecuentes,
formas anulares y en coma; cromatina: a
menudo dos manchas; citoplasma: unifor-
me, de fino a grueso; formas maduras: a
menudo presentes en casos graves de pa-
ludismo, compactas con el pigmento en
pocos granulos gruesos o en masa unica.

v eweoe@

Ay wh @

[ f:’

Normalmente asociados, con muchas for-
mas anulares jovenes. Tamario: pequeno,
compacto; numero: escasos, poco fre-
cuentes, por lo general en casos graves;
formas maduras: 12-30 0 mas merozoitos
en aglomerado compacto; pigmento: masa
oscura unica. . .

Formas inmaduras puntiagudas poco
corrientes. Formas maduras: en forma de
banana o redondeadas; cromatina: Unica,
bien definida; pigmento: desperdigado,
grueso, riciforme; a veces se observa or-
gano de extrusion de color rosa. Con fre-
cuencia, formas erosionadas sélo con cro-
matina y pigmento.

P. vivax

Se ven todas las fases; moteado de Schiffner en
«fantasmas» de eritrocitos huéspedes, especial-

mente en los bordes de la preparacion.

Tamario: de pequefios a grandes; numero:
escaso a moderado; forma: son corrien-
tes, el anillo roto o formas irregulares; cro-
matina: unica, en ocasiones dos; citoplas-
ma: irregular o fragmentado; formas ma-
duras: compactas, densas; pigmento: des-
perdigado, fino.

L]

Tamario: grande; nimero: escaso a mode-
rado; formas maduras: 12-24 merozoitos,
generalmente 16, en conglomerado irre-
gular; pigmento: masa suelta.

L}

Formas inmaduras dificiles de distinguir
de los trofozoitos maduros. Formas madu-
ras: redondas, grandes; cromatina: Unica,
bien definida; pigmento: desperdigado,
fino. Formas erosionadas con citoplasma
escaso o ausente y sélo cromatina y pig-
mento.

P. ovale

Se observan todas las fases; moteado de Schiiffner
rominente en eritrocitos «fantasmas» huéspedes,
de la preparacion.

especialmente en los bordes

p

Tamario: pueden ser menores que P. vivax;
numero: en general escaso; forma: anular
a redondeada, formas compactas; croma-
tina: Unica, prominente; citoplasma: bas-
tante regular, grueso; pigmento: desperdi-
gado, rugoso.

Tamario: parecido a P. malariae; numero:
escaso; formas maduras: 4-12 merozoitos,
generalmente 8, conglomerado laxo pig-
mento: masa concentrada.

Formas inmaduras dificiles de distinguir
de trofozoitos maduros. Formas maduras:
redondas, pueden ser menores que P. vi-
vax; cromatina: unica, bien definida; pig-
mento: desperdigado, rugoso. Formas
erosionadas con cromatina y pigmento so-
lamente.

P. malariae

Se observan todas las fases.

6 O B 8 U "
9 o » ©

® ®© % @

Tamario: pequefio; numero: generaimente
escaso; forma: anular o redondeada, for-
mas compactas; cromatina: unica, grande;
citoplasma: regular, denso; pigmento: des-
perdigado, abundante, con tono amarillen-
to en las formas mas viejas.

& ® & 9
,&836 el

Tamario: pequeio, compacto; numero: ge-
neralmente escaso; formas maduras: 6-12
merozoitos, habitualmente 8, en conglo-
merado laxo; algunos aparentemente sin
citoplasma; pigmento: concentrado.

Formas inmaduras y algunas maduras di-
ficiles de distinguir de los trofozoitos ma-
duros. Formas maduras: redondeadas,
compactas; cromatina: unica, bien defini-
da; pigmento: desperdigado, rugoso, pue-
de estar distribuido en la periferia. Las for-
mas erosionadas solo tienen cromatina y
pigmento.
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Fig. 9. Plasmodium falciparum
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Fig. 10. Plasmodium vivax
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Fig. 11. Plasmodium malariae

GAMETOCITOS
Extension sanguinea fina Preparacién de gota gruesa

88



e Y e e R R | PARASITOS SANGUINEOS e s i I v SRR

Fig. 12. Plasmodium ovale
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Fig. 13. Aspecto de los elementos celulares en extensiones sanguineas y preparaciones
de gota gruesa teiiidas con Giemsa: efecto del pH en la tincion de los parasitos
palidicos con Giemsa

L

LEUCOCITOS
Extensién sanguinea fina Preparacion de gota gruesa

N = Neutrdfilos, e = Eosindfilos, M = Monocitos, L = Linfocitos, P = Plaquetas

ERITROCITOS

Extensién sanguinea 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 6rganos cromatoides en anemia aguda

pH 64
—

TINCION PALUDICA Y pH
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3. En cada caso, ¢l recuento de parisitos en relacién con el de leucocitos puede
convertirse en parésitos por Ll mediante una sencilla férmula matemaitica:

N¢ de parésitos x 8000

N° de leucocitos

= n° de paridsitos por pl

Esto significa que si se cuentan 200 leucocitos, el nimero de pardsitos conta-
dos se multiplica por 40; si se han contado 500 leucocitos, el numero de pa-
résitos se multiplica por 16.

4. La préctica normal consiste en contar todas las especies presentes e incluir las
fases sexuales y asexuales. En ocasiones, cuentan por separado los gametocitos
de Plasmodium falciparum, pero incluso en ese caso conviene incluirlos en el re-
cuento general de parésitos. Raras veces se pueden separar los gametocitos de
P. vivax o P. malariae de los parisitos asexuales con suficiente precisién como
para que esté justificado realizar un recuento de gametocitos.

El sistema del «+»

Un método mis sencillo de enumerar los parisitos en las preparaciones de gota
gruesa es utilizar el sistema del «+». Este indica el recuento relativo de parisitos y
entrafia el uso de un cédigo de 1 a 4 signos «+», como sigue:

+ = 1-10 parisitos por 100 campos de gota gruesa
++ = 11-100 parisitos por 100 campos de gota gruesa
+++ = 1-10 parisitos por campo de gota gruesa
++++ = mids de 10 parésitos por campo de gota gruesa

Este sistema sélo debe usarse cuando no es posible realizar el recuento de parisitos
por Wl de sangre, que es mds aceptable.

Elementos que pueden confundirse con parasitos
paludicos

En las preparaciones sanguineas, las siguientes estructuras pueden confundirse con
parisitos palidicos (véase también la figura 13):

— plaquetas adheridas a los eritrocitos en las extensiones sanguineas,

— conglomerados de plaquetas,

— fragmentos de leucocitos en las preparaciones de gota gruesa,

— colorante precipitado en los eritrocitos,

— restos de la piel del paciente, polvo, bacterias, levaduras, esporas y otros mi-
croorganismos que caen en la preparacién mientras se estd secando,

— algas y otros organismos procedentes de soluciones de tincién contaminadas.

Todos estos elementos pueden parecer parésitos palidicos en las preparaciones san-
guineas tefiidas y pueden hacer que se diagnostique paludismo por error. En ge-
neral, no obstante, carecen de alguno de los tres componentes de un microorga-
nismo palidico: citoplasma tefiido de azul, cromatina tefiida de rojo o morado.y
pigmento marrén o negro. A excepcién de los anillos (que carecen de pigmento),
€s necesario ver las tres caracteristicas antes de decidir que una estructura es un pa-
résito. Si ello no puede afirmarse con seguridad, es necesario buscar microorganis-
mos mds tipicos. Cuando no se encuentre nada que sea claramente un parisito pa-
lidico, debe anotarse en la preparacién «Parisitos palidicos no hallados», preferi-
blemente después de preparar, tefiir y examinar otra extensién. En la figura 13 apa-
recen diagramas de algunos elementos que pueden confundirse con parisitos palidi-
Cos.
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Es preciso mantener las preparaciones sanguineas protegidas mientras se secan para
evitar que el polvo y microorganismos como esporas o bacterias las contaminen.
Asimismo, deben mantenerse las soluciones de colorantes (colorante concentrado
y agua amortiguada) bien cerradas para que el polvo y los microorganismos del aire
no las contaminen y pasen después a las preparaciones durante la tincién.

Tripanosomas

Los tripanosomas pueden aparecer deformados en las preparaciones de gota grue-
sa. Cuando no se pueden reconocer en estas preparaciones, es preciso buscarlos
en las partes més gruesas de las extensiones sanguineas; se encuentran entre los
eritrocitos. Obsérvese la longitud, la forma y el tamafio del cinetoplasto de los
paridsitos.

Flagelo anterior

Cinetoplasto grande

Membrana ondulante

Nucleo

Cinetoplasto

Nicleo Membrana  Flagelo
ondulante

Trypanosoma cruzi Trypansoma brucei

WHO 91548

Importante

1.  En Africa, las dos subespecies de tripanosoma que infectan al hombre son idén-
ticas. No se puede determinar la subespecie a partir del aspecto de las prepa-
raciones tefiidas.

2. En América del sur y central es preciso distinguir entre T. cruzi y T. rangeli.

T. rangeli es mas largo que T. cruzi.

4. T. cruyd tiene un cinetoplasto muy largo y prominente y a menudo adopta for-
ma de C, U o S en las preparaciones tefiidas.

el

Microfilarias

La identificacién de microfilarias se basa en las siguientes caracteristicas (véase la
figura 14):

— presencia o ausencia de cubierta

— presencia o ausencia de nucleos en el extremo caudal,
— cuerpo interior (puede verse o no),

— tamafio de la microfilaria.

A veces deben observarse otras caracteristicas para identificar las especies. Por des-
gracia no todas las caracteristicas de diagnéstico pueden observarse en las prepara-
ciones tefiidas con Giemsa, de modo que a veces es preciso utilizar colorantes es-
peciales como la hematoxilina de Delafield para ponerlas de manifiesto.

Importante

—_

Utilicese un objetivo X10 para localizar las microfilarias.

Recérrase sistemdticamente la preparacién sanguinea.

" 3. Utilicense objetivos de gran aumento, en seco (X40) o de inmersién para exa-
minar las microfilarias a fin de identificar las especies.

N
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Wuchereria bancrofti (Asia, Africa, América central y del sur, Antillas).

La cubierta puede teiiirse con el colorante de Giemsa o no; se tifie con los co-
lorantes de hematoxilina. Nucleos discretos. Espacio vacio entre los nucleos
y la pared del cuerpo.

Sin ndcleos en el extremo caudal.

Cuerpo interior raras veces visible con el colorante de Giemsa. No se tifie con
hematoxilina. Espacio cefilico tan largo como ancho.

El extremo caudal puede estar doblado hacia atrds por debajo del cuerpo. Apa-
rece en la sangre.

Brugia malayi (Asia sudoriental, India)
Microfilarias ensortijadas.

La cubierta se tifie de rosa oscuro con el colorante de Giemsa. Se tifie también
con los colorantes de hematoxilina.

Los nucleos estan hacinados, y rellenan todo el cuerpo. Se observa un espacio
vacio entre los nucleos y la pared del cuerpo.

El espacio cefilico es dos veces mis largo que ancho.

El cuerpo interno puede tefiirse o no; cuando lo hace, resulta prominente. Apa-
rece en la sangre.

Loa loa (sélo en Africa)

Microfilarias ensortijadas y dotadas de cubierta.

La cubierta no se tifie con el colorante de Giemsa; se tifie con los colorantes
de hematoxilina.

Los nicleos estin hacinados y llegan hasta el extremo caudal; la cola es pun-
tiaguda. El espacio cefilico es tan largo como ancho. El cuerpo interno no sue-
le tefiirse. Se encuentra en la sangre.

Mansonella perstans (Africa y Sudamérica)

Microfilarias pequefias y finas.

No tiene cubierta.

Los ntcleos llegan al extremo caudal; el dltimo nicleo es més grande; el ex-
tremo caudal es achatado.

Los nicleos se tifien intensamente y se mueven a la vez Se encuentra en la
sangre.

Mansonella oxzardi (América central y del sur)
Microfilarias pequefias y finas.

No tiene cubierta

Los nicleos no llegan al extremo caudal; la cola es puntiaguda.
Se tifie muy ligeramente; el extremo caudal es dificil de observar.
Se encuentra en la sangre y la piel.

Mansonella streptocerca (Africa occidental y central)

Microfilarias pequefias y finas.

No tiene cubierta

Los ntcleos llegan al extremo caudal.

La cola es ganchuda; la punta estd redondeada o bifurcada. Sélo se encuentra
en la piel.

Onchocerca volvulus

Microfilarias gruesa. No tiene cubierta.
Cabeza a menudo espatulada.

Los nucleos no llegan al extremo caudal.
Sélo aparece en la piel.
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ANEXO 1

Equipo y material para el diagndstico
parasitoldgico en laboratorios de centros de
salud y hospitales de distrito

Equipo

Microscopios con iluminacién adecuada, de preferencia con fuentes luminosas in-
corporadas. .

Se necesitarin microscopios con espejos ajustables si la fuente luminosa es inde-
pendiente, por ejemplo, la luz del sol o una limpara. Los microscopios deben dis-
poner de un diafragma iris ajustable y un condensador por debajo de la platina; ocu-
lares X10 y objetivos X10, x40 y de inmersién.

Centrifugadora, modelo de mesa o de suelo, con cabezal y cubetas para tubos de
15 ml. Es preferible que las cubetas queden cerradas.

Centrifugadora de microhematécrito.

Frigorifico, 4-5°C.

Material

Aceite de inmersion, viscosidad baja

Aguja para aspiracién esplénica

Aguja 25, 0,5 x 16 mm, para inyeccién subcutinea.

Aguja para puncién venosa

Bistuti o cuchillas de afeitar

Bloque de madera con ranuras para colocar los portaobjetos
Boligrafos o rotuladores

Celofin, que pueda mojarse, 40-50 um de espesor, tiras de 25 x 30-35 mm
Cinta adhesiva, transparente, 2 cm de ancho, para frotis anales .
Cronémetro (reloj)

Cubreobjetos cuadrados, 20-22 mm de lado

Depresor lingual (o cucharas de pldstico)

Discos de tincién

Embudo

Etiquetas

Fichas de registro

Filtro, alambre de latén, malla de 40 (425 pm), 7,5 cm de didmetro
Filtro de membrana, 12 4 6 15 um y soporte para' el filtro

Frascos, 1000 ml

Frascos cuentagotas para solucién salina, solucién yodada, azul de metileno amor-
tiguado y metanol (para tefiir sangre)

Frascos, de vidrio, con tapones de vidrio, 250 ml, 1000 ml

Frascos, dosificadores o pulverizadores de plésiico, 100 ml, 250 ml y 500 ml
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Frascos, pequeﬁoé, 25 ml, 30 ml, 50 ml y 100 ml, con tapones de goma o cuenta-
gotas y tapa de rosca

Gasas, estériles, para limpiar los dedos

Gradilla, de madera, para secar frotis sanguineos

Gradilla para tincién, varillas de vidrio o frascos pequefios
Gradilla para tubos de centrifugadora

Jeringa, plastico, 5 6 10 ml

Lancetas, desechables, en envases individuales

Matraces, cénicos, para la recogida de orina

Matraces, 100 ml, 250 ml, 1000 ml y 5000 ml

Palillos aplicadores, de madera

Pantalla, acero inoxidable, nailon o pldstico, malla 60-105
Papel higiénico, servilletas de papel o papel especial para lentes
Pinzas

Pipetas, capilares, de unos 14 cm de largo, con perillas de goma (para el procedi-
miento de concentracién y uso general)

Pipetas Pasteur con perillas de goma

Pipetas, Sahli

Pipetas, serolégicas, 1 ml, 5 ml, 10 ml, con perillas de goma

Placa caliente (placa metélica con mechero de alcohol)

Plantilla, acero inoxidable, pldstico o cartén, tamafio 20-50 mm

Portaobjetos para microscopio: 25 x 75 mm, 50 x 75 mm (facultativo)
Probetas graduadas, 10 ml, 25 ml, 50 ml, 100 ml v 1000 ml

Tapones de goma, para tubos de centrifugadora de 15 ml (generalmente tamafio 0
61)

Toallas de algodén sin pelusa

Toallas, papel o esponjas

Torundas de algodén

Tubos, capilares

Tubos de centrifugadora, cénicos, graduados, 15 ml

Tubos de ensayo, grandes, 150 x 13 mm, que puedan hervirse

Tubos de ensayo, pequefios, 100 * 13 mm, con tapones de algodén o de rosca
Tubos de reactivo

Varilla de vidrio

Vaselina

Viales, 20 ml, con tapas de rosca

Sustancias quimicas y soluciones para la
preparacion de reactivos
(Su preparacion se describe en el anexo 2)

Acetato sédico en polvo (CH;COONA) o cristales (CH,;COONza.3H,0)

Acido acético glacial

Acido clorhidrico, concentrado (HCI) yodo (I2), cristales
Acido fosfotingstico (H3[PO,(W,,0,)].5H,0), cristales
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Agua destilada
Citrato sédico (c;H;0O,Na;.2H,0), cristales
Cloruro mercirico (HgCl,), cristales
Cloruro sédico (NaCl)
Colorantes:
— Azul de metileno amortiguado
— Colorante A de Field
— Colorante B de Field
— Giemsa, solucién de reserva
— Glicerol - verde malaquita; glicerol - azul de metileno
— Hematoxilina de Delafield, solucién de reserva
— Safranina en solucién
— Tincién tricromitica, solucién de reserva
Etanol (etilalcohol), 70 %, 95 %, 100 % (absoluto)
Eter, calidad anestésica o técnica, o acetato etilico
Fenol (4dcido carbélico), cristales
Formalina (formaldehido)
Fosfato disédico (Na,HPO,) (para agua amortiguada)
Fosfato potisico (KH,PO,) (para agua amortiguada)
Glicerol
Isopropanol (isopropilalcohol)
Metanol (metilalcohol)
Polivinilalcohol (PVA)
Tintes en polvo (colorantes):
— Azul de metileno
— Azur 1 - para colorante A de Field
— Cromotropo 2R - para tincién tricromitica
— Eosina - para colorante B de Field
— Verde claro SF - para tincién tricromitica
— Verde malaquita
— Verde sélido FCF - para tincién tricromética
Xileno
Yoduro potisico (KI), cristales
Si se prepara la hematoxilina de Delafield en el laboratorio, se necesitarin los si-
guientes ingredientes:

— sulfato aménico de aluminio para preparar una solucién saturada de sulfato
aménico de aluminio

— polvo o cristales de hematoxilina’

98



ANEXO 2

Reactivos y soluciones: preparacion

Solucion decolorante de alcohol y acido acético (N° 1)

Etanol, 05 i e e e e e 600 ml
Acido acético glacial (CH,COOH) . .......... .. ooiiiiiiiiint. 4 ml
Aguadestilada ... . i 350 ml

Viértase el etanol al 95 % en una probeta graduada de 1000 ml. Afiddase el agua
destilada, con lo que se conseguird una cantidad total de 950 ml.
Viértase una botella de 1000 ml. Agréguese el dcido acético glacial y mézclese.

Rotilese la botella: DECOLORANTE ALCOHOL Y ACIDO y anétese la fecha.
Guirdese en una estanteria o dentro de un armarito. La solucién se conservari du-

rante un afio o mis.

Advertencia: El 4dcido acético glacial es muy corrosivo.

Solucion amortiguada de azul de metileno (N° 2)

Solucion A (solucién de acido acético)

Acido acético glacial (CH;COOH) .................. ..o, 1,2 ml
Aguadestilada ... ... 98,8 ml

Midanse los 98,8 ml de agua destilada y viértanse en un frasco o botella limpios;
agréguese 1,2 ml de 4dcido acético glacial y mézclese bien. Consérvese en una bo-

tella limpia.

Advertencia: El icido acético glacial es muy corrosivo.

Solucién B (solucion de acetato sodico)

Acetato sédico (CH;COONZ) ..ottt 1,6 g
(51 se usa acetato sédico cristalino (CH;COONa.3H,0O) ............ 2,6 @)
Aguadestilada ... .. .. 100 ml

Midanse y viértanse 100 ml de agua destilada en un frasco pequefio. Pésense 1,6
g de acetato sédico (o 2,6 g de acetato sédico cristalino) y disuélvanse en agua; méz-
clese bien. Consérvese en una botella limpia.

Solucién de trabajo (para la tincion)

Solucién A (solucién de dcido acético) ..., 46,3 ml
Solucién B (solucién de acetato sédico) ..., 3,7 ml
Tinte de azul de metileno ........ ... ... i e 05¢g
Aguadestilada ... ... e 50 ml

Viértanse los 50 ml de agua destilada en un frasco o un matraz de unos 150 6 200
ml. Afiddanse las soluciones A y B y mézclese bien. Agréguense unos 0,5 g de co-
lorante de azul de metileno y agitese o remuévase hasta que se haya disuelto. Si no
se disuelve todo el colorante en unos 15 minutos, conviene filtrar la solucién. Viér-
tase, a través de un filtro en caso necesario, en una botella limpia con tapén y ro-
tilese: SOLUCION AMORTIGUADA DE AZUL DE METILENO. Anétese la

fecha en la etiqueta, Esta solucién se conserva indefinidamente. Si se sedimentan
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- particulas de tinte en el fondo de la botella, conviene filtrar la solucién. Viértase

una pequefia cantidad (20 ml) en un frasco cuentagotas para el uso cotidiano. El
cuentagotas debe llevar una pipeta con una perilla de goma.

Nota: Las soluciones amortiguadoras de acetato con un pH de 3,6 son las que me-
jotes resultados dan para este colorante.

Soluciones amortiguadoras para Ia tincion en el
paludismo (N° 3)

Para la tiricién de Giemsa de los parésitos paludicos es indispensable una solucién
amortiguadora de fosfato equilibrada a pH 7,2.

Preparacion de una solucion para el uso cotidiano

1. "Disuélvase 1,0 g de fosfato disédico (Na,HPO,) anhidro y 0,7 g de fosfato mo-
nopotisico (KH,PO,) en 1 litro de agua destilada o desionizada. Puede usarse
agua de lluvia o incluso agua del grifo filtradas ni no hay otra posibilidad.

2. Verifiquese el pH con el medidor de pH o un indicador basado en los colores,
como el comparador de Lovibond.

3. Siel pH es inferior a 7,2, agréguense pequefias cantidades de una solucién de
Na,HPO, al 2 %; si es superior a 7,2, agréguense pequefias cantidades de una
solucién de KH,PO, al 2 %.

4. Una vez equilibrada a pH 7,2, consérvese la solucién en una botella bien ta-
pada, da preferencia de cristal oscuro, en un lugar fresco y alejado de la luz del
sol.

Esta solucién se conserva durante algunas semanas, pero debe examinarse periédi-
camente para cerciorarse de que no crecen levaduras o mohos. Agitese la solucién;
si estd turbia, tirese.

Preparacion de una solucion concentrada de reserva
(atil para trabajos de campo o envio a centros alejados)

1. Disuélvanse 3,0 g de Na,HPO, anhidro y 2,1 g de KH,PO, en 25 ml de agua
destilada o desionizada.

2. Ajustese el pH a 7,2 del modo descrito en el anterior punto 3.

3. Almacénese en una botella oscura alejada de la luz del sol; se conservard du-
rante vatias semanas.

4. Para preparar una solucién de trabajo, dildyase 1 ml del concentrado con 20
ml de agua destilada o desionizada.

Preparacion de paquetes

Las dos sales de fosfato pueden pesarse previamente y ponerse juntas en un tubo
o una botella bien tapados, o en una bolsa de plistico herméticamente cerrada, con
una etiqueta bien visible, y almacenarse en un tarro con tapa de rosca. Para pre-
parar la solucién agréguese el contenido del paquete o del tarro a 1 litro de agua
y ajustese el pH a 7,2

Solucion de carbol-fucsina (N° 4)

Fucsing DASICA . v vii ittt it e e e e e 10 ¢
Etanol, absoluto, calidad técnica ........ ... i 100 ml
Fenol (carbol) ... 50g
Aguadestilada ....... ... i 1 litro
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Preparacion

1. Pésese el polvo de fucsina bisica y péngase en una botella de 1,5 litros.
“Afiadanse 100 ml de etanol absoluto y disuélvase el colorante por completo.

3. Pésese el fenol en un matraz y disuélvase en un pequefio volumen de agua desti-
lada.

4, Agréguese la solucién acuosa de fenol a la solucién de colorante y mézclense
bien. _

5. Agréguese el resto del agua, mézclese bien y rotdlese la botella. La solucién co-
lorante se conservara indefinidamente.

Nota: El etanol es inflamable. El fenol es téxico y corrosivo.

Solucion de carbol-xileno (N° 5)

Nota: Esta solucién debe prepararse en un laboratorio de nivel intermedio debido
a la peligrosidad del reactivo utilizado. Afléjese la tapa de un tarro de cristales de
fenol! (4cido carbélico) y coléquese el tarro en un bafio de agua. Caliéntese el agua
para licuar los cristales. NO CALIENTE CRISTALES DE FENOL DIRECTA- -
MENTE SOBRE UNA LLAMA. COLOQUE SIEMPRE EL TARRO EN UN
BANO DE AGUA.

Fenol Hquido .........oiiiinoniii 200 ml
D€ 1= Ys T S R R 600 ml

Midase el fenol liquido y viértase en una botella de 1000 m! con tapén de cristal.
Agréguese el xileno. De ser posible, utilicese una botella sin abrir de xileno. Méz-
clese agitando la botella.

Anétese en la etiqueta CARBOL-XILENO y la fecha. Almacénese en un armario
o en una estanteria alejada de la luz directa. La solucion se conserva durante un
afio o maés, siempre que la botella se mantenga bien cerrada. Puede ponerse cinta
adhesiva alrededor del tapén para impedir que entre humedad y que se eche a pet-
der la solucién.

Advertencia: El fenol es sumamente corrosivo y venenoso.

Colorante de hematoxilina de Delafield (N° 6)

Cristales de hematoxilina ......... .. .. .. i, lg
Etanol absoluto ... e 10 ml
Solucién saturada de sulfato de amonio y aluminio

(NH,AI(SO ), enaguadestilada .............. ..., 100 ml
Glicerol (CH(OH)3) oo e v e i i 25 ml
Metanol absoluto . ... 25 ml

Disuélvanse los cristales de hematoxilina en el etanol absoluto. Afiddanse unas
cuantas gotas cada vez a la solucién saturada de sulfato de amonio y aluminio. Dé-
jese esta solucién destapada a plena luz del sol o en una incubadora a 37° C du-
rante 3-4 meses para que la hematoxilina se oxide dando hemateina. 2

Tépese y rotdlese la botella: HEMATOXILINA DE DELAFIELD vy andtese la fe-
cha. Cuando se abra de nuevo, filtrese la solucién y afiddanse el glicerol y el alco-
hol metilico, con lo que el colorante queda listo para usarlo. Manténgase tapado
para impedir la evaporacién. El colorante se conservara durante al menos 18 meses.

1 No debe usarse el fenol liquido disponible en el comercio. Por contener agua, es inadecua-
do para la tincion.
2| a hemateina no es lo mismo que el producto sanguineo hematina.
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ANEXO 2

Etanol, 70 % (N° 7)

Btanol, 05 00 ..o e e et e e 726 ml
Aguadestilada ....... ... . i 274 ml

Viértase el etanol en una probeta de 1000 ml. Agréguese agua destilada hasta con-
seguir un volumen total de 1000 ml. Viértase en una botella de 1000 ml con tapén
de cristal.

Rotilese la botella: ETANOL 70 % y escribase la fecha. Esta solucién se conser-
vard indefinidamente, pero hay que mantener la botella bien tapada. Consérvese

en una estanteria o en un armario.

Adpvertencia: El etanol es inflamable

Fijador éter-alcohol (N° 8)

R = o OGP 20 ml
Btanol, 05 00 . i vttt e e e e e 20 ml

Agréguese el éter al alcohol en una probeta y mézclese. Viértase en un tarro con
tapén de rosca o tapa con borde de cristal esmerilado.

Advertencia: El éter es sumamente inflamable y potencialmente explosivo.

Tincion de Field (N° 9)
Colorante A de Field

. Elaboracion a partir de polvo preparado:

Polvo para colorante Ade Field ............. ... ...t 59¢g
Agua destilada caliente ...... ... .. ooiiiiiiiiiiiii i 600 ml

Mézclese hasta que el polvo se disuelva. Filtrese cuando se haya enfriado.

Elaboracion a partir de colorantes y productos quimicos originales:

~ Azul de metileno (medicinal) .......... ... o il 16 g
AZur I i i 10g

' Fosfato disédico (Na,HPO,), anhidro .......... ... ... ...t 10,0 g
Fosfato monopotisico (KH,PO,) ................ccooiiiiiiee. 125g
Aguadestilada ............ il 1000 ml

Disuélvanse los dos fosfatos en el agua. Viértase aproximadamente la mitad de esta
solucién en un frasco de 1 litro que contenga algunas cuentas de vidrio. Afiddanse
los polvos colorantes y mézclese bien. Agréguese el resto de la solucién de fosfato.
Mézclese bien vy filtrese.

Colorante B de Field
Elaboracion a partir de polvo preparado:

Polvo para colorante Bde Field ........... ...t 48 ¢
Agua destilada caliente .......... oo 600 ml

Mézclese bien hasta que se disuelvan. Filtrese la mezcla cuando se haya enfriado.
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Preparacion a partir de colorantes y productos quimicos originales:

Eosina (hidrosoluble, amarilla) .............. .. ..., 20¢g
Fosfato disédico (Na,HPO,), anhidro .......................... 10,0 g
Fosfato monopotdsico (KH,PO,) ............ccviiiiiininnn... 125 ¢
Aguadestilada ........ L 1000 ml

Disuélvanse ambos fosfatos en el agua. Viértase la mezcla en un frasco de 1 litro.
Afiddase la eosina y mézclese hasta que se disuelva. Filtrese.

Soluciones de formalina (N° 10)

Solucién de formalina al 10 % para la conservacion de heces

Formalina (formaldehido neutro, al menos al 37%) ............... 100 ml
Agua destilada

Midase la solucién acuosa de formalina en una probeta graduada y viértase en una
botella de 1000 ml con un tapén o tapa de rosca de vidrio. Agréguese el agua des-
tilada a la botella y mézclese.

Rotilese la botella: FORMALINA al 10 % y andtese la fecha. Guirdese en una es-
tanteria o un armario. La solucién se conservari durante dos afios o mis.

Formalina al 2 % (método de concentracion para
microfilarias)

Formalina (formaldehido neutro, por lo menos al 37 %)
Aguadestilada ... ... .. 980 ml

Midase la solucién acuosa de formalina en una probeta graduada y viértase en una
botella con capacidad para 1000 ml con un tapén o una tapa de rosca de vidrio.
Agréguese el agua destilada a la botella y mézclese.

Rotilese la botella: FORMALINA al 2 % y andtese la fecha. Guirdese en una es-
tanterfa o un armario. La solucién se conservari durante dos afios o mis.

Advertencia: La formalina es corrosiva y téxica,

Colorante de Giemsa (solucion de reserva) (N° 11)

El colorante de Giemsa se usa normalmente en la tincién ordinaria de extensiones
sanguineas para el diagnéstico del paludismo. Sin embargo, la calidad de este co-
lorante, ya sea en solucién preparada o en forma de polvo, varfa segun su fuente
de suministro por lo que es aconsejable adquirirlo a un fabricante acreditado. In-
cluso en ese caso, es necesario determinar la calidad del colorante ensayando cada
lote después de prepararlo y antes de proceder 2 la tincién ordinaria de cantidades
importantes de extensiones sanguineas.

Colorante de Giemsa en polvo ..........coiiiiiiniininnen... 38¢g
Metanol ... ... e 250 ml
Glicerol ... i 250 ml

Aunque es preferible usar una botella oscura, puede utilizarse una botella de cristal
o polictileno duro quimicamente limpia y seca, de color claro y de tamafio adecua-

do. También se necesitarin alrededor de 50 cuentas de vidrio de unos 5 mm de
didmetro. )
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1." Coléquense las cuentas de vidrio en la botella; viértase la cantidad medida de
metanol y agréguese el colorante en polvo.

2. Ciérrese bien la botella. El polvo descenders lentamente por el metanol hasta
sedimentarse en el fondo. Agitese la botella con un movimiento circular du-
rante 2-3 minutos.

3. Agréguese la cantidad medida de glicerol y repitase el proceso de agitacién.
Debe seguir agitindose durante 2-3 minutos cada media hora, al menos seis ve-
ces.

4. Déjese reposar la botella durante 2-3 dias agitdndola 3-4 veces al dia hasta que
el colorante quede completamente mezclado. Guirdese parte de esta solucién
de reserva en un frasco pequefio para el uso ordinario a fin de evitar la con-
taminacién de la solucién de reserva.

Cada lote de colorante recién preparado debe rotularse debidamente, con la fecha
de preparacién, y debe ensayarse para determinar la dilucién y el tiempo de tin-
cién idéneos. Manténgase la botella siempre bien cerrada, en un lugar fresco, ale-
jada de la luz solar directa. Las botellas de reserva de cristal claro pueden cubrirse
con una funda de papel oscuro grueso para protegerlas de la luz

Solucion de glicerol-verde de malaquita o
glicerol-azul de metileno (N° 12)

Glicerol ... ... 100 ml
Solucién acuosa de verde de malaquita al 3 %, o solucién acuosa de

azulde metileno al 3% ........... ... .. i, 1 ml
Aguadestilada .......... ..o 100 ml

Tritirese un poco de polvo de verde de malaquita o de azul de metileno en un mor-
tero limpio y seco. Pésense 3 g de polvo, coléquense en una botella y afiddase agua
destilada hasta obtener 100 ml. Ciérrese herméticamente y rotilese: SOLUCION
ACUOSA DE VERDE DE MALAQUITA al 3% o SOLUCION ACUOSA DE
AZUL DE METILENO al 3 %. Guérdese en un armario protegido de la luz.

Para preparar la solucién: viértase 1 ml de la solucién acuosa al 3 % en una botella
de 250 ml. Afiddanse 100 m! de glicerol y 100 ml de agua destilada y ciérrese la

botella; mézclese cuidadosamente antes del uso.

‘Solucién de acido clorhidrico-etanol (N° 13)

Acido clorhidrico (concentrado) .......... .. L ool 1 ml
Etanol, 95 00 ..ot e 100 ml

Viértanse 100 ml de etanol al 95 % en una botella limpia de 250 ml con tapén de
cristal. Afiddase 1 ml de 4cido clorhidrico concentrado y mézclese.

Advertencia: El 4cido clorhidrico es muy corrosivo. El etanol es inflamable.

Solucion de acido clorhidrico-metanol (N° 14)

Acido clorhidrico (concentrado) ......... ... il oo 3 ml
Metanol absoluto ......... ... .. i 100 ml

Midanse 100 ml de metanol absoluto y viértanse en un botella limpia de 250 ml

“con tapén de cristal. Agréguense 3 ml de 4cido clorhidrico concentrado y mézclese.

Advertencia: El 4cido clorhidrico es muy corrosivo. El metanol es inflamable.
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Solucion decolorante de acido clorhidrico-agua
(N° 15)

Acido clorhidrico (HCI), concentrado ............. ... .. ... ..... 0,5 ml
Aguadestilada ... ... ... . 100 ml

Midase el agua destilada y viértase en una botella de 1000 ml con tapén de cristal.
Agréguese el dcido clorhidrico. Mézclese completamente.

Rotiilese la botella: HCI al 0,5 % y anétese la fecha.

Adpvertencia: El icido clorhidrico es muy corrosivo.

Solucioén de alcohol yodado (N° 16)

Etanol, 70 00 oottt it e e 40 ml
Cristales de yodo ... unos pocos

Viértase el alcohol al 70 % en un frasco pequefio. Con ayuda de dos palillos apli-
cadores utilizados 2 modo de pinza, témense algunos cristales de yodo y agréguense
al alcohol. Agitese o remuévase la mezcla y afiddase mds yodo en caso necesario
hasta que la solucién tenga el color del té fuerte. El color es importante.

El alcohol yodado sirve para eliminar el cloruro merciirico que deja el fijador y por
ello debe tener la potencia necesaria para conseguirlo. Si no es lo bastante fuerte,
no eliminari el residuo de cloruro mercurico de la preparacién, lo que dificultard
el examen. Si es demasiado fuerte, el yodo penetrard en los protozoos e impedird
la tincién efectuada con la solucién tricromitica.

Rotiilese la botella: SOLUCION DE ALCOHOL YODADO y anétese la fecha.
Las soluciones de alcohol yodado deben prepararse de nuevo cada tres semanas.

Yodo de Lugol (solucion de reserva al 5 %) (N° 17)

Yodo L e 5¢g
Yoduro potdsico (KI) ......... .. i 10g
Aguadestilada ........ ... ... o hasta 100 m]

Pésese el yodo en un disco de procelana o un vidrio de reloj. Tritirense el yodo
seco y el yoduro potisico en un mortero. Afiddase agua, unos cuantos mililitros
cada vez, y tritirese minuciosamente después de cada adicién hasta que se disuel-
van el yoduro y el yodo. Viértase la solucién en una botella de cristal de color 4m-
bar con el resto del agua destilada.

Otro método: Disuélvase el yoduro potésico en unos 30 ml de agua. Anddase el yodo
y mézclese hasta que esté disuelto. Afiddanse los 70 ml restantes de agua y mézcle-
se bien. Consérvese en una botella de color marrén.

Yodo de Lugol (solucion al 1 % para preparaciones
humedas) (N° 18)

La solucién de reserva de yodo de Lugol es demasiado fuerte para las preparacio-
nes de heces en humedo. Hace que el material fecal forme grumos en los que los
microorganismos pueden quedar atrapados y no verse. Asi pues, es necesario diluir
la solucién de reserva de yodo de Lugol.

Yodo de Lugol (solucién de reserva al 5%) (N°17) ................ 5 ml
Solucién salina, isoténica (IN°24) ... .. oo, 20 ml
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Midase la solucién salina isoténica y coléquese en un frasco dispensador o gotero.
Afiddase la solucién de reserva de yodo de Lugol al 5 %. Mézclese minuciosamen-
te. Con ello se obtendri una solucién de yodo al 1 % que tefiird satisfactoriamente
los quistes.

Rotilese la botella: YODO DE LUGOL al 1% y anétese la fecha. La solucién al
1% debe prepararse nuevamente cada 14 dias.

Solucion de azul de metileno-fosfato (N° 19)

Azul de metileno en polvo! ... 1g
Fosfato disédico (Na,HPO,) ..........ccoiiiiniiiinninnnennn, 3g
Fosfato monopotisico (KH,PO,) ......ooiiiiiniiiiniinn. lg
Aguadestilada ... ... ... L 300 ml

Pésese el polvo de azul de metileno y coléquese en un mortero limpio y seco. Agré-
guense el fosfato disédico y el fosfato monopotisico. Con la mano del mortero, tri-
tarense a la vez los polvos de colorante y de fosfato, mezclindolos bien. Pésense
porciones de 1 g de la mezcla y dispénganse en viales pequefios bien tapados.

Rotuilense los viales: AZUL DE METILENO-FOSFATO, anotando la fecha. La
mezcla seca se conservard durante bastante tiempo si los viales quedan bien cerra-
dos. Coléquese un trozo de cinta adhesiva alrededor de la tapa para sellar el vial e
impedir la entrada de humedad.

Preparacion de la solucién

Coléquese 1 g de la mezcla en un frasco de 500 ml. Agréguese el agua destilada y
agitese el frasco o remuévase para disolver la mezcla de colorantes. Filtrese con un
papel de filtro a una botella limpia y seca de 500 ml con tapén de cristal.

Rotulese la botella: solucién de AZUL DE METILENO-FOSFATO, anotando la
fecha. Guirdese en un armario, al abrigo de la luz. La solucién se conservard du-
rante dos afios 0 mds.

Solucion salina-azul de metileno (N° 20)

Azul de metileno . ..ottt e e 0,1g
Solucién salina ISOtAMICA ...ttt e e e 100 ml

Pésese el azul de metileno y transfiérase a una botella limpia. Afiddase la solucién
salina y mézclese hasta que los cristales de colorante queden completamente di-
sueltos.

Para utilizarla, filtrese una pequeiia cantidad de la solucién colorante a un frasco
gotero.

Solucion de yoduro potasico, 10 % (N° 21)

Yoduro potdsico (KI) ....ovuniiiiiiii it iie i, 100 g
Aguadestilada ......... ... .. .. i 1000 ml

Pésese el yoduro potisico. Midase el agua destilada y viértase en una botella limpia
con tapén de vidrio. Disuélvase el yoduro potésico en el agua.

1 Es preferible utilizar polvo de azul de metileno de calidad médica, aunque puede usarse
cualquier azul de metileno de buena calidad.
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Rotiilese la botella: YODURO POTASICO al 10 %, anotando la fecha. (Péngase
un trozo de papel o de hilo en el cuello de la botella para impedir que el tapén
quede adherido.) Guirdese en un armario o en una estanteria alejada de la luz. Con
el tiempo la solucién puede amarillear un poco, pero ello no altera sus propiedades.

Preparacion fijadora de PVA (N° 22)

Nota: Esta solucién debe prepararse en un laboratorio de nivel intermedio dado
el peligro que representan algunos de los reactivos.

Fijador de Schaudinn modificado

Cristales de cloruro mercirico (HgCL) .......... ... oo, “1,5¢
Etanol, 95 00 ..o i e 310 g
Acido acético glacial ....... ... ... Ll 5,0 ml

Disuélvase el cloruro mercirico en el etanol en un frasco tapado (50 6 125 ml) din-
dole vueltas de vez en cuando. Agréguese el 4cido acético, tipese y mézclese dando
vueltas a la botella.

Advertencia: El cloruro mercurico es muy téxico. El 4cido acético glacial es muy
corrosivo.

Mezcla de PVA

Glicerol .. i e 1,5 ml
Polivinil-alcohol (PVA) en polvo (baja viscosidad) ............... 50¢g
Aguadestilada ... ... . . L 62,5 ml

En un vaso pequefio, agréguese el glicerol al polvo de PVA y mérzclese cuidado-
samente con una varilla-de cristal hasta que todas las particulas aparezcan recubier-
tas de glicerol. Transfiérase la mezcla, rebafiando las paredes, a un matraz de
125 ml. Agréguese el agua destilada, pongase el tapdn y déjese a temperatura ambiente
durante 3 horas o toda la noche. Agitese la botella con un movimiento circular
para mezclar bien el contenido.

El polvo de PVA y las soluciones fijadoras de PVA pueden conseguirse en el co-
mercio. El polvo de PVA puede encontrarse en el mercado en muchas calidades,
pero las mds satisfactorias para preparar fijadores de PVA para protozoos son las
que presentan elevada hidrélisis y viscosidad media o baja.

Solucion fijadora de PVA de trabajo

1. Caliéntese un bafio de agua (o un vaso grande de agua) a 70-75 °C. Ajtstese el
calor para mantener esta gama de temperatura.

2. Coléquese el frasco con la mezcla de PVA en el bafio durante unos 10 minu-
tos, con el tapén sin ajustar del todo y agitando frecuentemente.

3. Cuando casi todo el polvo de PVA parezca disuelto, viértase la solucién fija-
dora de Schaudinn modificada, vuélvase a cerrar y agitese para mezclar.

4. Debe seguir revolviéndose la mezcla en el bafio durante 2-3 minutos a fin de
disolver el resto del PV A, y permitir que escapen las burbujas y se aclare la so-
lucién.

5. Extrdigase el frasco del bafio de agua y déjese enfriar. Consérvese el fijador de
PVA en una botella con tapén de rosca o de vidrio. Rotulese: FIJADOR
DE PVA y andtese la fecha. Este fijador se conservard durante 6-12 meses.

Para mezclar resulta sumamente prictico un agitador de alta velocidad que produz-

ca un remolino en la solucién fijadora.
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Solucion de safranina (N° 23)

Solucion de reserva

Safranina O .. .. i i e e e 25¢g
Btanol, 95 00 .. it e e e 100 ml

Pésese el polvo de colorante y disuélvase en 100 ml de etanol.
Guirdese en una botella con etiqueta.

Solucién de trabajo

SOluciOn de TESEIVA .. i it ittt ittt i e e e 10 ml
Aguadestilada .......... . ... 90 ml

Solucion salina, isoténica (N° 24)

Cloruro sédico (NaCl) .....oin it ci e 85¢g
Acido acético glacial (CH;COOH) ......... ... ... .. i, 5 ml

Pésese el cloruro sédico. Midase el agua destilada y viértase en una botella limpia
con tapén de cristal. Disuélvase el cloruro sédico en el agna y mézclese por com-
pleto. Coléquese un trozo de hilo o una tira estrecha de papel entre el tapén de
cristal y el cuello de la botella, para impedir que se adhieran.

Rotiilese la botella: SOLUCION SALINA ISOTONICA vy anétese la fecha. Guir-
dese en una estanteria o en un armario. Viértase una pequefia cantidad en un fras-
co cuentagotas o dispensador para el uso diario. Escribase la fecha en la etiqueta.
El frasco dispensador debe tener una pipeta con una perilla de goma.

Fijador de Schaudinn (N° 25)

Nota: Este producto debe prepararse en un laboratorio de nivel intermedio, dado
el peligro que representan los reactivos.

Solucion de reserva

Cloruro ‘mercﬁrico, saturado, acuoso (HgCL)! ..................... 600 ml
Btanol, 95 00 ... e e e 300 ml

Midase la solucién acuosa saturada de cloruro merctrico y viértase en una botella
de 1 litro con tapén de cristal. Afiddase el etanol al 95 % y mézclese agitando la
botella.

Rotulese la botella: FIJADOR DE SCHAUDINN-RESERVA y anétese la fecha.
La solucién de reserva se conservard indefinidamente (un afio o mis).

Solucion de trabajo para la tincién

Solucién fijadora de Schaudinn de reserva . ....o.ooiiiii i 100 ml]
Acido acético glacial (CH,COOH) ...............ciiviiiinn.. 5 ml

1 Afadanse unos 80 g de cristales de cloruro mercurico a 1000 mi de agua destilada y ca-
liéntese hasta que se disuelvan los cristales. Déjese enfriar. Algunos cristales deben formar-
se en el fondo del frasco si la solucién esta saturada.
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Midase la solucién de reserva de fijador de Schaudinn y viértase en una botella de
250 ml con tapén de cristal. Agréguese el 4cido acético glacial y mézclese agitando
la botella.

Rotilese la botella: FIJADOR DE SHAUDINN CON ACIDO ACETICO, y an6-
tese la fecha. La solucién se conservari durante 2-3 meses.

Advertencia: El cloruro mercirico es sumamamente téxico. El dcido acético gla-
cial es muy corrosivo. El alcohol etilico es inflamable,

Solucion de citrato sodico, 2 % (N° 26)

Cristales de citrato sédico (C(H;O,Na;-2H,0) ............ .. ...t 20g
Aguadestilada ... ... 1000 ml

Midase el agua destilada y viértase en una botella limpia (con tapén de cristal o
de rosca). Pésense los cristales de citrato sédico y agréguense al agua. Agitese hasta
que se disuelvan.

Rotilese la botella: SOLUCION DE CITRATO SODICO al 2% y andtese la fe-
cha. Guirdese en una estanteria o en un armario. La solucién se conservard du-
rante un afio o mds.

Solucion de colorante tricromatico (N° 27)

Cromotropo ZR . ... .. 6,0 g
Verde claro SF .. ... e 15¢
Verde sélido FCF .. ... .. . it ittt e e e 1,5g
Cristales de 4cido fosfotangstico (H,[PO(W,,0,()] - SH O) ............ 7g
Acido acético glacial (CH;COOH) ..............coviiininn.. 10 ml
Aguadestilada ....... ... i e 1000 ml

Pésese cada polvo colorante por separado e introduzcanse en un frasco de 1 litro.

Pésense los cristales de 4dcido fosfotingstico y afiddanse al frasco que contiene los
colorantes. Midase el 4cido acético glacial y viértase en el frasco. Agitese éste con
un movimiento de rotacién para que el 4dcido acético humedezca los colorantes. Dé-
jese reposar durante 30 minutos. Afiddase el agua destilada y mézclese. Viértase el
colorante en una botella de 1 litro limpia y con tapén de cristal.

Rotilese la botella: COLORANTE TRICROMATICO y andtese la fecha. Gudrdese
en una estanteria o en un armario para protegerlo de la luz El colorante tricrom4-
tico bien preparado es de color morado oscuro o negro. Se conservard durante un
afio o mids.

Advertencia: El 4dcido acético glacial es muy corrosivo.
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ANEXO 3
Preparacion de medlos de cultivo

Medio enriquecido de Schneider para el cultivo in
vitro de Leishmania

Material
Medio de Schneider para Dro.mpbxla‘ ....... P 80 ml
Suero de feto ovINO! ... ... e 20 ml
Solucién antibiética-antimicética' .. .. e 1,2 ml

La solucién antibiética — antimicética contiene penicilina, estreptomicina y anfote-
ricinia.

Preparacion

1. Inactivese el suero de feto ovino durante 30 minutos a 56 °C y déjese enfriar.
Mézclense 20 ml del suero de feto ovino inactivado con 80 ml de medio de
Schneider.

3. Afidadanse 1,2 ml de la solucién antibidtica — antimicética, mézclese, viértase
en condiciones asépticas en porciones de 3 ml en tubos estériles de 16 X 100
mm y tipese.

4. Rotulese y congélese a 20 °C. El medio puede conservarse durante 1 afio a

=20 °C y hasta 6 semanas a 4-6 °C.

Nota: El medio debe prepararse en condiciones de asepsia.

Uso

1. Caliéntense 2 tubos de medio de cultivo a temperatura ambiente.
Inoculese cada tubo con 0,1 ml de la muestra.

3. Incubense los cultivos a 24 °C (+2 °C) a oscuras durante 14 dias como maximo.
La temperatura suele ser suficiente.

4, Examinese todos los dias en busca de promastigotes. Con ayuda de un asa de
siembra, coléquese una gota del cultivo sobre un portaobjetos para examinarla,
Tépese con un cubreobjetos y biisquense promastigotes moviles y flagelados.

Nota: Los cultivos negativos deben subcultivarse al cabo de 4 dias en medio fresco
y examinarse diariamente durante 10 dias mds.

Medio de cultivo de Novy Nicolle-McNeal (NNN) para
el cultivo in vitro de Leishmania

Material
Base de agar sangre de Difco? ......... ... ... ... i 8¢g
Aguadestilada ....... .. ... .. 200 ml
Sangre de conejo desfibrinada .............. 0,6 ml por cada 5 ml de medio

1 Todos los ingredientes pueden pedirse al Instituto Pasteur, 3 boulevard Raymond Poinca-
ré, BP 3, F-92430 Marnes-la-Coquette, Francia.

2 Este producto puede pedirse a Laboratorios Difco, PO Box 10587, Detroit, Michigan, 48233,
EE.UU.
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MEDIOS DE CULTIVO |

Preparacion de sangre de conejo desfibrinada

Recdjanse 20 ml de sangre de conejo en un matriz estéril que contenga unas 100
cuentas de cristal de 4 mm de didmetro. La sangre se desfibrina haciendo girar el
matraz con un movimiento de rotacién durante 5 minutos. Afiddanse 200 Ul de
penicilina, 200 mg de gentamicina y 2 mg de estreptomicina por ml de sangre desfi-
brinada.

Preparacion

1.

Viértanse 200 ml de agua en un matraz, agréguese el agar al agua, mézclese y
caliéntese el matraz en agua hirviendo hasta que el agar se haya disuelto por
completo.

Repirtase el medio en porciones de 5 ml en frascos con tapén de rosca (capa-
cidad para 20 ml). Esterilicese en el autoclave (con los tapones flojos) a 121 °C
durante 155 minutos y déjese enfriar el agar hasta 45-50 °C).

Afiddanse 0,6 ml de sangre de conejo desfibrinada estéril en cada botella y méz-
clese cuidadosamente. El medio debe solidificarse con los frascos inclinados.
Déjense los frascos en posicién vertical a temperatura ambiente durante 24 ho-
ras para que se forme liquido de condensacién. Almacénense después a 4-6 °C
hasta que se necesiten.

Nota: El medio debe prepararse en condiciones de trabajo asépticas.

Uso

1. Inocilese aproximadamente 0,1 ml de muestra en condiciones asépticas en el
liquido de condensacion de los 2 frascos a temperatura ambiente.

2. Incubense los cultivos a 24 °C (£2 °C) a oscuras.

3. Examinense cada 4 dfas. Transfiérase una gota del cultivo mediante un asa de

siembra estéril a un portaobjetos para examinarla en busca de promastigotes.

Nota: Los cultivos negativos deben subcultivarse al cabo de 8 dias en un medio
fresco y examinarse cada 4 dias durante 20 dias mds.
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ANEXO 4

Limpieza y conservacion de portaobjetos

Limpieza

Debe insistirse en la necesidad de disponer de portaobjetos limpios y de cristal de
buena calidad para la preparacién de muestras de sangre destinadas al examen mi-
croscépico. Todos los portaobjetos deben estar escrupulosamente limpios y exentos
de grasa o humedad. Ello evitard la mayoria de los artefactos que obstaculizan el
diagnéstico del paludismo e impedird que las preparaciones de sangre en gota grue-
sa se desprendan o sean arrastradas por el agua durante el proceso de tincién. Re-
chace el material defectuoso como:

— portaobjetos con reflejos iridiscentes o aspecto esmerilado;
— portaobjetos mal limpiados, ya sean nuevos o usados;
— portaobjetos usados con la superficie rayada o los bordes mellados.

Portaobjetos nuevos

Conviene limpiar todos los portaobjetos nuevos (inclusive los que vienen ya lim-
pios de fabrica) sumergiéndolos en agua con un detergente de confianza! y acla-
rindolos a continuacién en agua corriente del grifo, o en varias aguas claras, du-
rante varias horas. Cada portaobjetos debe secarse y abrillantarse con un trapo seco,
limpio y sin pelusa. Sujétense siempre los portaobjetos limpios por los bordes a fin
de no dejar huellas dactilares.

Portaobjetos usados

Los portaobjetos usados deben sumergirse durante al menos 60 minutos en solu-
cién de hipoclorito antes de lavarlos. Deben lavarse en agua jabonosa caliente y fro-
tar ambas caras con un cepillo. Livense s6lo unos cuantos cada vez para impedir
que se rayen o se mellen. Los portaobjetos deben a continuacién limpiarse de uno
en uno con una gasa o una torunda de algodén. A continuacién deben pasarse a
una solucién de detergente y después ponerse al chorro de agua, o en varios cam-
bios de agua limpia, antes de secarlos con un pafio de algodén limpio. Los pot-
taobjetos ligeramente rayados, inservibles para las extensiones sanguineas, pueden
aprovecharse en el departamento de entomologia para el uso ordinario en el labora-
torio.

Como conservar los portaobjetos

En la humedad de los trépicos, los portaobjetos de cristal no deben dejarse al aire
durante més de unas pocas semanas. De otro modo, se adheririn unos a otros a cau-
sa de la humedad intersticial y se perderd transparencia por este fenémeno. Des-
pués de limpiarlos, lo mejor es almacenarlos en un lugar seco o en un armario de
aire caliente.

Se recomienda almacenar los portaobjetos limpios en paquetes de 10 unidades, en-
vueltos en papel fino sujeto con cinta adhesiva o gomas, de modo que estén listos
para usarlos. Los paquetes de portaobjetos pueden volver a colocarse en los carto-
nes de origen o en cualquier otra caja adecuada de correos o transporte, pero deben
protegerse con cartén ondulado, poliestireno expandido o algodén.

1 Se desaconseja el uso de acido-bicromato como solucién limpiadora.
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Acanthamoeba spp 78
Acetato sédico, solucién, preparacién 99
Acido acético, solucién 99
Acido clorhidrico, soluciones de, preparacién 104,
103
Alcohol yodado, solucién de, preparacién 105
Almacenamiento
portaobjetos 112
reactivos véase cada reactivo
AMA véase Azul de metileno amortiguado
Amebianos, quistes (vedse también cada especie) 73,
75-78
caracteristicas con distintas tinciones 73
en muestras fecales, 9, 10, 14-17
identificacién 75-78
problemas 81
Amebianos, trofozoitos (véase también cada especie)
73-75
caracteristicas con distintas tinciones 73
degeneracién 31
en muestras fecales 9, 10, 14-17
identificacién 73-75, 76
problemas 81
motilidad 14, 73-74
Anquilostomas
huevos, identificacién 69-71
larvas, identificacién 72
Ascaris, huevos 27, 69, 71
Azul de metileno amortiguado (AMA)
preparacion 99-100
preparaciones humedas 11, 12-13, 15, 73, 74
Azul de metileno-fosfato, solucién de, preparacién
106
Azul de metileno-solucién salina, preparaciéon 106

Balantidium coli
quistes 78, 79-80
trofozoitos 79, 80
Bazo, aspiracidén, para deteccién de Leishmania
60-61
Blastocystis hominis 23, 78
Brugia malayi
caracteristicas 93, 94
horas de toma de sangre 59

Carbol-fucsina, solucién de, preparacién 100-101
Carbol-xileno, solucién de, preparacién 101
Ceguera de los rios véase Onchocerca volvulus
Células flamigeras 37
Centrifugacién con mini-intercambio aniénico,
técnica de 53-53

Chilomastix, quistes, identificacién 77
Chilomastix mesnili, trofozoitos, identificacién 78, 79
Cinetoplasto de Trypanosoma spp 50, 92
Cinta adhesiva, muestras 25-26
Citrato sédico, solucién, preparacién 109
Clonorchis sinensis, huevos 71
Cloroquina, resistencia a las 49-50
Colagenasa, digestién de muestras de piel 65
Colorantes 98

preparacion y uso véase cada colorante
Concentracién, técnica de, en muestras fecales

16-17

control de la calidad 32
Conservantes para muestras fecales 29-30, 103
Control de la calidad

en el examen de muestras fecales 32-33

en la preparacién de extensiones sanguineas
47-48
en la toma de muestras fecales 31
Cromatina
en Entamoeba 15, 74, 76
en parisitos palidicos 46, 47
Cromatoides, 6rganos 15, 24, 75

Decolorantes, soluciones, preparacién 98, 105
Delafield, hematoxilina de, tincién
identificacién de microfilarias 46, 92
preparaciéon 101
reactivos necesarios 98
Desechos
muestras 2, 3
preparaciones 3
Desinfectantes, limpieza de superficies de trabajo 2
Dientamoeba fragilis, trofozoitos 76
Diphyllobothrium latum, huevos 71

Endolimax nana
quistes 77
trofozoitos 76
Entamoeba coli
quistes
en frotis con tincién tricromdtica 24
Srganos cromatoides 75
identificacién 76, 77, 78
trofozoitos 74
identificacién 76
Entamoeba bhartmanni
quistes 77, 78
trofozoitos 76
Entamoeba histolytica
quistes
identificacién 75-77
organos cromatoides 75
trofozoitos, identificacién 73-75, 76
Enterobius vermicularis
frotis anales 25
huevos, identificacién 71
Enteromonas hominis
quistes 77
trofozoitos 79
Ebpiteliales, células, en muestras fecales 81
Equipo en parasitologia de diagnéstico 96
Esquistosomas (véase también cada especie)
deteccién en muestras de orina 34-37
deteccién en muestras fecales 16, 25-28
tamafios relativos de los huevos 71
Esquistosomiasis, diagnéstico 16, 25-28, 34
Etanol, 70 %, preparacién 102
Eter, precauciones 16
Eter-alcohol, fijador de, preparacién 102
Extensiones sanguineas 41-48, 51-52
control de la calidad 47-48
examen 47, 52
preparacién 41-44, 51
tincién
Field 45
Giemsa 44
hematoxilina de Delafield 46
Extensicnes sanguineas himedas
para deteccién de microfilarias 60
para deteccién de tripanosomas 51-52
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Fasciola hepdtica, huevos 71
Fasciolopsis buski, huevos 71
Fenol véase Carbol-xileno, solucién de, preparacién
Field, colorante A de, preparacién 102
Field, colorante B de, preparacién 102-103
Field, método de tincién de 40
extensiones finas 45
preparaciones en capa gruesa 45
Fijacién de extensiones sanguineas 44, 45
Filtracién con jeringuilla, método para el examen
de la orina 35-37
Filtros, para el examen de orina 35
Flagelados, quistes (véase zambién cada especie)
caracteristicas en distintas preparaciones 73
identificacién 77, 78, 79
Flagelados, trofozoitos (véase tambien cada especie)
caracteristicas en distintas preparaciones 73
en muestras uretrales y vaginales 39
identificacién 78, 79
motilidad 14, 78
Formalina, soluciones de, preparacién 103
Formalina-éter, método de concentracién 16
Frotis anales, para deteccién de oxiuros 25-28
Frotis fecal grueso con celofin, técnica de (Kato-
Katz) 28-29

Ganglios linfiticos, muestras aspiradas de

para deteccién de Leishmania 61

para deteccién de tripanosomas 55-57
Giardia, quistes 77
Giardia intestinalis 78, 79
Giardia lamblia 79
Giemsa, tincién de 40, 44, 48

pH 48, 62

preparacién 41, 48, 103-104
Glicerol-azul de metileno, solucién de 104
Glicerol-verde de malaquita, solucién de 104
Glébulos rojos, en frotis tefiidos 23, 74
Glucégeno 24, 73

Heces, muestras de véase Muestras fecales
Helmintos, intestinales
deteccién por frotis grueso con celofdn (técnica
de Kato-Katz) 28-30
huevos
en preparaciones con solucién salina 13
fases del desarrollo 69
identificacion 69-71
larvas
caracteristicas 72
en preparaciones con solucién salina 13
identificacién 72
Hematuria 34
Heterophyes heterophyes, huevos 71
Hymenolepis nana, huevos 71
Hymenolepis diminuta, huevos 71

Todamocba biitschlii
quistes, identificacién 77
trofozoitos, identificacién 76
Isospora belli, oocistos 80

Kato-Katz, técnica de véase Frotis fecal grueso con
celofin Kato-Katz
estuche para técnica de 26

Larvas, helmintos zedse Helmintos, intestinales

Leishmania
amastigotes 60, 62
deteccién en el bazo 60-62

gradacién 63
medio de cultivo para 110-111
promastigotes 61, 63
pruebas inmunolégicas para 63
Limpieza
preparaciones microscopicas 112
superficies de trabajo 2
Liquido cefalorraquideo (LCR), deteccién de tripa-
nosomas en el 57-59
Loa loa
horas de toma de sangre 59
identificacién 93, 95
Lugol, yodo de, preparacién 105-106

Macréfagos en muestras fecales 81
Mansonella ozzards
hora de toma de sangre 59
identificaciéon 93, 94
Mansonella perstans
horas de toma de sangre 59
identificacién 93, 94
Mansonella streptocerca, identificacién 93, 94
Material en parasitologia de diagnéstico 96-97
Maurer, puntos de 47, 49
Medios de cultivo, preparacién 110-111
Médula 6sea, aspiracién, deteccién de Leishmania 61
Membrana ondulante, tripanosomas 51, 92
Metagonimus_yokogawai, huevos 71
Metanol, fijacién de extensiones sanguineas 44, 45
Metileno, azul de véase Azul de metileno amor-
tiguado
Microfilarias
deteccién 40
en extensiones sanguineas 45-46, 59
en sangre capilar 60
en sangre venosa 60
identificacién 92-94
toma de sangre 59
Microhematécrito, método 52-53
Micrémetro ocular 8
Microscopio
ajuste 8
cémo prevenir la aparicién de hongos 7
cuidado 7
Miracidios en huevos de S. haematobium 37
Muestras, manipulacién de 2-3
Muestras de sangre 2, 40-63
control de la calidad 47-48
manipulacién sin riesgo 2
toma 40, 41-44, 51, 52, 60
Muestras fecales
condiciones de conservacién 10, 30
conservacién 29-30, 103
consistencia 10, 12
eliminacién 30
envase para el transporte 30
examen 10-15, 32
macroscépico 10
microscépico 10-13
fases parasitarias en 9
manipulacién sin riesgo 2
mucosidades 10, 12
rotulacién 9, 31
técnica de concentracién 16-17, 32
toma 9, 10, 31
Muestras uretrales
examen 38-39
toma 38
Muestras vaginales
centrifugacién/sedimentacién 38
examen 38-39
toma 38
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Naegleria spp 78

Nédulos subcutineos en la oncocercosis 64

Novy Nicolle-McNeal (NNN), medio de cultivo,
preparacién 110-111

Onchocerca volyulus
deteccién en muestras cutdneas 64-65
identificacion 93, 94
QOocistos
Cryptosporidium spp 17-18, 80
Isospora belli 80
Obpisthorchis felineus, huevos 71
Orina, como contaminante de muestras fecales 9
Orina, muestras de
examen 34-37
preacauciones en la manipulacién 3
toma 38
Oxiuros véase Enterobius vermicularis

Paludismo, parisitos séanse Plasmodios y cada especie
Paragonimus westermani, huevos 71
Parisitos (véase también cada especie)
intestinales 69-82
sanguineos 83-94
enumeracién 84, 91
Parisitos sanguineos (véase también cada especie) 83-94
pH de colorante de Giemsa 48, 62, 90, 93
Piel, muestras de 64-65
examen 65
toma 64-65
Plasmodios (véase también cada especie)
caracteristicas morfologicas 84, 85, 86
componentes 48-49
deteccién en extensiones sanguineas 40, 48-50,
83-84
enumeracién 84, 91
fases anulares 83, 84
identificacién 48-49, 83-91
Plasmodium falciparum
caracteristicas morfolégicas 84, 85, 86
fases anulares 83
parasitemia 83
resistencia a la cloroquina 49-50
Plasmodinm malariae, caracteristicas morfoldgicas 84,
88
Plasmodium ovale, caracteristicas morfoldgicas 84, 89
Plasnodium vivax, caracteristicas morfoldgicas 84, 87
Polivinil-alcohol, fijador, preparacién 107
Polivinil-alcohol (PVA), muestras fecales fijadas
con 19, 22-23, 29
Portaobjetos
almacenamiento 112
eliminacién 3
limpieza 112
Preparacién humeda con solucidn salina 1€, 11-12
examen 13
identificacién de parasitos en 13-13
preparacion 11
quistes amebianos en 73, 75
trofozoitos amebianos en 73-74
trofozoitos flagelados en 73, 78
Preparacién himeda con yodo 10, 11-12
caracteristicas de protozoos en 71
indicaciones 11
quistes amebianos en 15, 73-74, 76
quistes de flagelados en 15, 75, 76
Preparaciones htiimedas (véase tambier Azul de meti-
leno amortiguado, preparacién himeda; Pre-
paracién hiimeda con vodo v Preparacién hi-
meda con solucién salina)

control de la calidad 32
eliminacién de portaobjetos usados 30
examen 13
identificacién de protozoos en 14-15
preparacion 10-13
Protozoos, identificacién (véase también cada especie)
73-82
en preparaciones himedas 14-15
problemas 81
técnica de tincién tricromitica 19-24
Prueba de inmunosorcién enzimitica (ELISA),
para Leishmania 63
Pruebas inmunoldgicas
para Leishmania 63
para Toxoplasma gondii 81
Puncién venosa 47
Punzén corneosclerético 64
Pus, células en muestras fecales 81
PVA véase Polivinil-alcohol

Quistes véanse Amebianos, quistes; Flagelados, quis-
tes; y cada especie

Reactivos 97-98
control de la calidad 31-32
preparacién 31-32, 99-109
Retortamonas intestinalis
quistes, identificacién 77
trofozoitos, identificacién 79

Safranina, solucién de, preparacién 108
Safranina-azul de metileno, técnica 18
Sangre de conejo desfibrinada, preparacién 111
Schaudinn, fijador de
modificado 107
preparacién 108-109
Schistosoma haematobium, huevos
deteccién en muestras de orina 34-37
identificacién 37, 71
intensidad de la infeccién 36, 37
Schistosoma intercalatum, huevos 27
Schistosoma japonicum, huevos 27, 71
Schistosoma mansoni, huevos 27, 71
Schneider, medio enriquecido de, preparacién 110
Schiiffner, puntos de 44, 49, 83
Sedimentacién, método de, para la orina 34-35
Seguridad en el laboratorio 2-3
Solucién decolorante de dcido acético-alcohol, pre-
paracién 99
Solucién salina isoténica, preparacién 108
Strongyloides stercoralls, larvas de
en preparaciones con solucién salina 13
identificacién 72

Tamafio de parisitos, determinacién del 8
Taenia spp
deteccién en muestras fecales 16
huevos 71
Tincién, procedimientos
control de la calidad 32-33, 48
extensiones sanguineas 40-48
muestras fecales 17-24
Toxoplasma gondii, diagnéstico en el laboratorio
80-81
Toxoplasmosis 81
Trichomonas hominis, trofozoitos
identificacién 79
en preparacién humeda con solucién salina 78
Trichomonas vaginalis 38, 39
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Trichostrongylus, huevos 71
Trichuris, huevos
en frotis fecales gruesos con celofan 27
tamafio 71
Tricromitica, tincién 19-24, 74-75
caracteristicas de los protozoos en la 73
preparacién 109
Tripanosomas
deteccién en el liquido cefalorraquideo (LCR)
55-59
deteccion en el material aspirado de los ganglios
linfaticos 53-57
deteccion en la sangre 40, 50-55
identificacién 92
Trofozoito véase Amebianos, trofozoitos y
Flagelados, trozofoitos

Trypanosoma brucei, caracteristicas morfolégicas
50-51, 92

Trypanosoma cruzi, caracteristicas morfolégicas
50-51, 92

Trypanosoma rangeli 92

Valoracién indirecta de anticuerpos fluorescentes

63

Wuchereria bancrofti
horas de toma de sangre 59
identificacién 93, 94

Yodo, soluciones de, preparacién 105-106
Yoduro potisico, solucién de, preparacién 106-107

Ziehl-Neelsen, técnica modificada de 17, 18
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