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- METODO METODO
PARASITO (1° PASO) (22 PASO) OBSERVACIONES
Tincién de .
Giemsa Para cada paciente o
Gota gruesa — _ enfermo recomienda
. Tincion de Field | rgalizar tanto gota
Plasmodium ——
B Tincién de gruesa como
Extension de Giemsa extension de sangre
sangre Tincién de Field periférica.

TOMA DE LA MUESTRA DE SANGRE

MATERIAL NECESARIO

Lanceta.
Algodon.
Alcohol 70°.
Portaobjetos.

TOMA DE LA MUESTRA

Para el diagnéstico de malaria, las muestras de sangre deben extraerse cuando el
paciente presenta fiebre (de otro modo sera mas dificil lograr un diagnéstico correcto).

Las muestras de sangre pueden obtenerse a través de una vena y recogerse en un
tubo con anticoagulante EDTA, o simplemente pinchando un dedo con una lanceta
como se describe a continuacion. Recuerde que en este caso la preparacion de la

muestra se debe realizar inmediatamente tras la toma:

Tomar la mano izquierda del paciente con la palma de la mano hacia arriba y

limpiar la yema del tercer dedo con un algodén
empapado en alcohol al 70%. Si se trata de un
nifio, puede hacerse la toma en el talon.

Secar el dedo con un algodén limpio y seco
mientras se sostiene de forma enérgica.

Con una lanceta estéril pinchar la yema del dedo
de forma rapida. La primera gota de sangre que
salga debe secarse con un algodén limpio y seco.

Obtener una nueva gota de sangre presionando
ligeramente el dedo y depositarla sobre un
portaobjetos limpio y libre de grasa.

Una vez en el portaobjetos, la manera de proceder
sera diferente segun la preparacion seleccionada
como se indica en el siguiente punto.

Figura 1
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Se pueden realizar dos tipos de preparaciones para el ‘

diagnéstico de esta enfermedad:

= (Gota gruesa. La gota gruesa es hasta 20 veces mas
densa que la extension y, por ello, mas sensible (varias

capas de células sanguineas depositadas sobre

un

portaobjetos). Los parasitos se observan libres, W T oy 4
extracelulares ya que los hematies se rompen durante el > ‘

procesamiento.

= Extension de sangre: Consiste en una extension fina de

la sangre sobre un portaobjetos (una sola capa

de

células). En ella, los parasitos (Plasmodium) se observan

en el interior de los hematies

3. PREPARACION DE LA GOTA GRUESA

Como se ha mencionado anteriormente, consiste en la
visualizaciébn microscépica de una gruesa capa de
sangre que se tefirA pero que NO SE FIJA
PREVIAMENTE.

= Dispensar una gota de sangre sobre un portaobjetos
limpio y extenderla ligeramente sobre la superficie
del mismo para que no quede excesivamente
gruesa (lo suficiente para que pueda leerse a su
través la letra impresa de un periddico).

= Realizar movimientos circulares sobre la gota
utilizando la esquina de otro portaobjetos para
desfibrinar la gota de sangre como muestra la
imagen.

= Dejar secar completamente a temperatura ambiente.

Figuras 2 (superior) y 3.

En situaciones de urgencia puede acelerarse el secado por agitacion o calor
suave, pero evitando que la preparacion quede fijada por el exceso de calor.

= Una vez preparada la gota, puede tefiirse mediante tinciobn de Giemsa o mediante

tincion de Field.
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A)Tincion de Giemsa para Gota Gruesa

Material necesario: Agua y Giemsa.

Tefiir la preparacion cubriéndola con GIEMSA al 10% (diluir el colorante 1/10 en
agua) durante 20 minutos.

Pasado este tiempo, lavar la preparacién agitdndola delicadamente en el interior
de una cubeta con AGUA.

Dejar secar la preparacién en posicion vertical y, una vez seca, observar al
microscopio con el objetivo de inmersion (100x).

B) Tincion de Field para Gota Gruesa

1.

Material necesario: Agua y 2 colorantes (Field A -COLOR AZUL- y Field B -COLOR
NARANJA-, dispuestos cada uno de ellos en una cubeta o recipiente de tincion).

2. Sumergir la preparacion en la cubeta con FIELD A durante 3 segundos.

3. Lavar la preparacion introduciéndola en una cubeta con AGUA del grifo durante 3

segundos, suavemente y sin agitar.

Sumergir la preparacion en la cubeta con FIELD B (sin diluir) durante 3 segundos.

5. Lavar la preparacién en una cubeta con AGUA del grifo durante 3 segundos.

6. Dejar secar la preparacion en posicion vertical y, una vez seca, observar al

microscopio con el objetivo de inmersién (100x).

C)Observacion en el Microscopio de la Gota Gruesa

Las formas parasitarias deben distinguirse de los restos de hematies, leucocitos y de
los artefactos que hayan podido producirse durante el procedimiento. Se observaran 3
componentes del parasito:

Citoplasma (tefiido de AZUL).
Cromatina (tefiida de ROJO O VIOLETA).
Granulos de pigmento maléarico (tefiido de MARRON, NEGRO O AMARILLO).
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4. PREPARACION DE LA EXTENSION DE SANGRE

Es una técnica mas réapida que la gota gruesa y con la que se altera menos la
morfologia del parasito.

= Depositar una pequefia gota de sangre en un extremo de un portaobjetos limpio.

= Extender la gota inmediatamente con la ayuda de otro portaobjetos
(manteniendo entre ambos un angulo de unos 45°).

= Secar rapidamente la preparacién agitandola manualmente para obtener una
distribucion homogénea de los hematies.

= Una vez preparada la extension, puede tefiirse mediante tincion de Giemsa o
mediante tincién de Field como se explica a continuacién.

D) Tincion de Giemsa para Extension de Sangre

1. Material necesario: Mechero de gas/alcohol o Metanol, agua y Giemsa.

2. Antes de tefiir hay que fijar la extension con CALOR o con METANOL durante,
como maximo, 1 minuto.

3. Inclinar levemente el portaobjetos para que caiga el metanol.
4. Cubrir la extension con GIEMSA al 10% durante 30 minutos.

5. Pasado este tiempo, se lava la preparacion sumergiéndola en una cubeta con
AGUA del grifo agitandola fuertemente durante 3 segundos.
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E) Tincion de Field para Extension de Sangre

En la tincién de Field de las extensiones de sangre periférica son fundamentales los
VOLUMENES a utilizar:

1. Antes de tefiir hay que fijar la extension con CALOR o con METANOL durante,
como maximo, 1 minuto.

2. Decantar el metanol sin lavar.

3. Cubrir el portaobjetos con 1 volumen (ej, 1ml.) de FIELD B diluido a 1/5, en agua
destilada o del grifo a ser posible tamponada a pH 7,2.

4. Inmediatamente se cubre el portaobjetos con el mismo volumen (ej 1 ml) de
FIELD A, se homogenizan bien los 2 colorantes y se deja durante 1-2 minutos.

5. Pasado este tiempo, se lava la preparacibn sumergiéndola en una cubeta con
AGUA del grifo agitandola fuertemente durante 3 segundos para quitar el exceso de
colorante y los artefactos que hayan podido quedarse adheridos a la muestra.

F) Observacion en el Microscopio de la Extension de Sangre

Es necesario examinar numerosos campos microscéopicos antes de realizar el
diagnéstico. Como norma general se deben revisar un minimo de 100 a 150 campos o
unos 10 minutos por cada preparacion.

Para la identificacion de malaria deben observarse:

= Morfologia de los parasitos que, ademas, nos permitira determinar el estadio del
ciclo vital en el que se encuentran (trofozoito, esquizonte..).

= Tamafo de los hematies parasitados (en relacién a los no parasitados).

= Presencia de punteado, granulaciones y pigmento malarico en el interior de los
hematies.

La deteccién de estos parasitos debe acompafarse de un recuento semicuantitativo
de los mismos (parasitemia), en el que se informa el nimero de hematies para sitados
por cada 100 glébulos rojos:

% parasitemia = promedio hematies parasitados por campo/promedio de hematies
totales por campo) X 100.

En el siguiente enlace pueden observarse imagenes de las diferentes especies de
Plasmodium:

http://www.cdc.gov/dpdx/malaria/gallery.html
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GAMETOCYTES
Thin film Thick film

Figure 4: Plasmodium falciparum
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GAMETOCYTES
Thin film Thick film

Figure 5: Plasmodium vivax
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TROPHOZONTES

BCHIZONTS

GAMETOCYTES

Thick film

Thin film

Figure 6: Plasmodium ovale
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e Figura 1: Tomada de “Métodos basicos de laboratorio en parasitologia
médica”. OMS. 1992.

e Figura 2: Gota gruesa con trofozoitos de P. falciparum. Tomada de:
http://www.cdc.gov/dpdx/malaria/gallery.html

e Figura 3:Extension de sangre periférica en la que se observan trofozoitos de P.
falciparum. Tomada de: http://www.cdc.gov/dpdx/malaria/gallery.html

e Figuras 4,5y 6: Tomadas de: http://www.cdc.gov/dpdx/malaria/gallery.html
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