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Diagndéstico microscopico de Paludismo

Procedimiento Operativo Estandarizado de microscopia para Paludismo- MP-
SOP-05

El presente documento fue elaborado por Marcela Mendoza, Consultora de OPS para
Paludismo; como consecuencia de tomar conocimiento de las circunstancias y debilidades
observadas respecto de la coloracién; en oportunidad de la Capacitacion realizada en el mes de
Septiembre de 2018, en la provincia de Jujuy a personal de Laboratorios; y con el objeto de
adecuar la situacion a las buenas practicas y que garanticen un adecuado diagndstico

1. Objetivo y alcance.

Describir el procedimiento de diagndstico microscépico de una muestra para el
diagndstico de Paludismao.

Este procedimiento debe ser modificado solo con la aprobacién del Referente
del laboratorio para la garantia de la calidad del diagnéstico microscépico de
paludismo. Todos los procedimientos especificados en este documento son
obligatorios para todos los responsables del diagnostico de paludismo que
trabajan en el laboratorio de referencia, laboratorios publicos y privados o
laboratorios de salud basicos en instalaciones de salud que realizan microscopia
de Paludismo.

2. Antecedentes.
El Manejo de los pacientes con paludismo requiere un diagnéstico parasitario
accesible y con calidad, junto a tratamiento antipalidico oportuno y eficaz. Por
lo tanto, para lograr intervenir realmente los casos positivos se requiere un
sistema me sospeche el caso, pero también uno que lo detecte.
Es asi que una vez se cuente con una muestra coloreada es necesario conocer
la forma en que se debe revisar la muestra que permita identificar las especies
y estadios parasitarios para determinar la densidad de parasitos, de esta forma
se suministra al paciente un tratamiento eficiente, el cual debe ser monitoreado
y paralelamente se activan las acciones de vigilancia a que haya lugar.
La muestra en la que se determina si una muestra es positiva 0 negativa es la
gota gruesa por ser mas sensible que el extendido, mientras este ultimo, permite
aclarar dudas en la especie parasitaria brindando mayor especificidad al
diagnostico. Sin embargo, sera posible esta observacion siempre y cuando el
namero de parasitos en la muestra permita evidenciar formas del parasito en el
extendido.
Por otra parte, el extendido, también tiene utilidad para determinar la densidad
parasitaria cuando la parasitemia es muy alta en gota gruesa ocasionando factor
de error en el recuento o para determinar el porcentaje de glébulos rojos
parasitados.

Un parametro del diagnéstico microscépico es el reporte de la densidad
parasitaria, la cual permite estimar la intensidad de la infeccion, la que a su vez
en la mayoria de las ocasiones se relaciona con la severidad de las
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manifestaciones clinicas y consecuentemente tiene importancia prondstica para
el paciente.

Es necesaria para evaluar la eficacia del tratamiento antiparasitario
monitoreando la densidad parasitaria antes, durante y después del tratamiento
(2).

Es un criterio para la toma de decision en la conducta y tratamiento inicial con el
paciente, cuando se presenta una parasitemia 2100.000 parasitos/ul de sangre
se debe tratar el paciente como malaria complicada.

3. Suministros y materiales.
Se debe contar con:
- Microscopio de luz blanca, binocular con oculares de 10x y objetivos de
10x, 40x y 100x.
- Muestras coloreadas con Giemsa.
- Aceite de inmersidn indice de refraccién 1,5, tipo A de alta calidad.
- Papel para limpieza de lentes.
- L&piz de grafito y boligrafo.
- Contador de células
- Calculadora
- Registros para el diagnéstico de paludismo o libro de registro.

4. Procedimiento.

4.1. Examen de la gota gruesa:

1. Coloque la lamina coloreada con Giemsa en el microscopio y examine la gota
gruesa con objetivo 10x.

2. Revise la muestra en basqueda de una zona con distribucion homogénea de
elementos sanguineos tenga buena coloracion.

3. Mueva el portaobjetivo a una posicion previa al objetivo de 100X y coloque una
pequefia gota de aceite de inmersién en la gota gruesa, evitando que el aceite de
inmersién no toque los objetivos secos (10xy 40X).

4. Seleccione le Objetivo de 100x y ajuste la luz del condensador. Enfoque usando
el botén del micrométrico y busque campos entre 15 a 20 leucocitos en lo posible
ya que de contar con muestras con menor numero de leucocitos por campo es
requiere de una bdsqueda mas extensiva.

5. Se examina la muestra sistematicamente. Puede empezar por el lado izquierdo
y seguir la busqueda en campos microscopicos consecutivos, bien sea la busqueda
hecha verticalmente o de manera horizontal. Lo requeridos es hacer el examen de
la muestra de manera ordenada procurando revisar todos los campos
microscoépicos (2). Ver figura 1.
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Figura 1. Revisién de gota gruesa y extendido fino

6. Para determinar que una muestra es negativa es necesario haber observado 500
campos microscopicos sin encontrar formas compatibles con Plasmodium spp.

7. Es necesario revisar los campos microscopicos teniendo un orden en su
observacion, se sigue el orden de las manecillas del reloj. Ver figura 2.

Figura 2. Forma en que se examina el campo microscépico

Identificacion de formas parasitarias y especie infectante

1. Sidurante la observacién de los campos microscopicos usando objetivo de 100X
se presentan estructuras con citoplasma azul, nucleo rojizo, en ocasiones vacuola
y pigmento malarico, se determina que se esta frente a un parasito. Sin embargo,
es necesario, buscar en mas campos para observar las caracteristicas de la especie
infectante o si es el caso la identificacibn de mas de una especie parasitaria
(infeccién mixta), ver anexo 1. En las américas lo que generalmente ocurre es
infeccion mixta por P.vivax y P. falciparum.
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2. El diagndstico microscopico cuenta con criterios para poder definir una
asociacion. Por lo tanto, es posible definir dos criterios:

e La infeccion mixta puede estar definida por la presencia de formas parasitaras
de P. vivax y la presencia de gametocitos de P. falciparum, esta Ultima especie con
o sin formas asexuadas.

e Cuando no hay presencia de gametocitos de P. falciparum, se propone un criterio
microscopico que evita sobrediagnosticar las infeccione mixtas. Ante la presencia
de 240% de formas parasitarias compatibles con P. falciparum acompafadas de
formas de P. vivax se da el diagnéstico de infeccidon mixta.(3)

3. Una vez se tenga la certeza de estar frente a una monoinfeccién o una infeccién
mixta se procede a realizar el conteo parasitario por estadios asexuados o sexuados
por especie presente.

4.3. Conteo de parasitos para establecer la densidad parasitaria en parasitos/pl de
sangre

4.3.1. Gota gruesa:

1. Generalmente la muestra en la que sea realiza el recuento es la gota gruesa. Por
lo tanto, se alista el contador de células en ceros y empezando por un campo
positivo en un campo ideal con 15 a 20 leucocitos/campo, se inicia el conteo de
parasitos frente a los leucocitos presentes en el campo.

2. Se aplican los siguientes criterios para el conteo:

0 parasitos, contar hasta 500 campos microscoépicos

1-9 parasitos, contar hasta 500 leucocitos

210 parasitos, contar hasta 200 leucocitos

Cuando el nimero de parasitos se presenta en altas cantidades ocasiona
dificultades en el recuento, entonces se cuentan hasta 500 parasitos y el # de
leucocitos seran los encontrados en estos mismos campos microscopicos.(1)

3. Por lo tanto, las férmulas a aplicar son las siguientes

<9 parasitos x 6000 leucocitos/ul de sangre

Densidad parasitaria = -
500 leucocitos contados

210 parasitos x 6000 leucocitospl de sangre

Densidad parasitaria = -
200 leucocitos contados

=500 parasitos x 6000 leucocitos pl de sangre

Densidad parasitaria = - -
numero leucocitos contados
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4.3.2. Extendido fino

1. Esporadicamente se requiere determinar la densidad parasitaria en extendido
fino, por ejemplo, cuando la densidad parasitaria en la gota gruesa es muy alta. E
aplica la siguiente formula:

Densidad parasitaria =
% de globulos rojos parasitados x 5°000.000 de glébuos rojos/ pl de sangre

100

2. Para determinar adecuadamente el % de glébulos rojos infectados, es necesario
conocer el nimero de campos a examinar para observar 10.000 glébulos rojos,
informacion que se deriva de la férmula original de densidad parasitaria en
extendido fino:

# parasitos x #de glébulos rojos/ul de sangre

Densidad parasitaria = - -
10.000 globulos rojos

3. Realice un recuento de glébulos rojos en 3 campos microscoépicos en la parte del
extendido donde los glébulos no estés sobre puestos Una vez determinado el
namero de glodbulos rojos parasitados en 10.000 glébulos rojos se hace la relacion
en 100 glébulos rojos para obtener el dato en porcentaje.

4. Con el porcentaje de glébulos rojos parasitados reemplace en la férmula.
57000.00 glébulos rojos/ul corresponde a una constante que reemplaza este valor
del paciente.

El porcentaje de glébulos rojos infectados es un indicador de prondéstico del paciente
que tiene la siguiente interpretacion:

El 1% de glébulos rojos parasitados corresponde a una densidad parasitaria
elevada. Por arriba del 22% de gldbulos rojos parasitados es considerado una
hiperparasitemia que pone en peligro la vida del paciente.

4.4. Reporte del resultado

Negativo. No se observan formas parasitarias compatibles con Plasmodium spp., en
500 campos microscopicos observados.

Positivo. Se deben tener presentes los siguientes parametros.
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Se debe identificar la o las especies presentes en la muestra.
Estadios asexuados sanguineo (EAS) y Estadios sexuados sanguineos (ESS).
Densidad parasitaria por estadio observado.

5. Notas sobre el procedimiento.

Si la densidad parasitaria se realiza con constantes es indicado hacer los
seguimientos del tratamiento utilizando las constantes. Se debe informar la
densidad parasitaria para cada especie y en forma diferenciada para estadios
asexuales y sexuales, expresada como EAS/ul y ESS /pl.

En caso de infecciones mixtas se reporta primero la especie con mayor densidad
parasitaria y luego la subordinada.

En caso negativo. El paludismo no se descarta con un solo resultado de
microscopia negativo ya que el paciente puede tener una densidad parasitaria
tan baja que no sea detectable. Por ello cuando se estd examinando un paciente
individual de quien se posee evidencia clinica y epidemioldgica de paludismo, es
necesario. realizacion de gota gruesa seriada, con intervalos de 8 a 12 hs por
tres dias.

SEGUIMIENTO DE CASOS DE PALUDISMO. EIl seguimiento del paciente con
infeccién por P. vivax, con toma seriada de gota gruesa y extendido hematico,
observados por microscopia Optica (incluyendo recuento parasitario) para
evaluar la eficacia del tratamiento (tratamiento acorde a normas nacionales), se
realiza los dias 1, 2, 3, 14, 21 y 28 postratamiento y 1 vez al mes durante 6
meses. El seguimiento del paciente con infeccion por P. falciparum con toma
seriada de gota gruesa y extendido hematico, observados por microscopia 6ptica
(incluyendo recuento parasitario) para evaluar la eficacia del tratamiento
(tratamiento acorde a normas nacionales), se realiza los dias 1, 2, 3,7, 14, 21y
28 postratamiento. En caso de haber utilizado drogas de vida media prolongada
(drogas que no forman parte del tratamiento acorde a normas nacionales) se
adicionara una muestra a dia 42.
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Anexo 1

Morfologia de P. vivax
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Tomado de: Organizacion Mundial de la Salud, 2014.(1)
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Morfologia de P. falciparum
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Tomado de: Organizacion Mundial de la Salud, 2014.(1)
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Morfologia de P. malariae

Tomado de: Organizacion Mundial de la Salud, 2014.(1)
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Morfologia de P. ovale

Tomado de: Organizacion Mundial de la Salud, 2014.(1)
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