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INTRODUCCION

Dentro de los problemas de salud publica que el pais debe enfrentar, uno en especial, ha elevado su tasa de
prevalencia y se ha convertido en una grave dificultad entre sectores de menos recursos, se trata del parasitismo
intestinal, problema que agrava mas la ya deteriorada salud de la poblacion.

La presencia de factores desfavorables para la salud de la comunidad, como el fecalismo, el deficiente saneamiento
ambiental, la pobreza, el bajo nivel educativo y los habitos de higiene inadecuados, permiten la presencia y
expansion del parasitismo intestinal, preferentemente en el grupo de menor edad.

Los parasitos intestinales son protozoos y helmintos que en sus estadios evolutivos pueden observarse en las
heces, secreciones, fluidos y frotis perianal de las personas. Estos parasitos afectan el desarrollo intelectual y
nutricional de la poblacién y se convierte en otro factor que afecta la economia.

Para el estudio de las parasitosis intestinales existe la necesidad de contar con un manual para el diagndstico
oportuno y preciso de estas infecciones, el cual nos permita tomar las acciones correctivas inmediatas y mediatas,
ya sea de tratamiento con medicacion, diagndstico y capacitacién adecuada en prevencién de los paréasitos.

El “Manual de procedimientos para el diagndstico de laboratorio de los parasitos intestinales del hombre" elaborado
en el Laboratorio de Enteroparasitos del Centro Nacional de Salud Publica, es una compilacion de los métodos
evaluados mas usados y utiles para el diagnéstico de las enteroparasitosis, que pueden realizarse en la Red
Nacional de Laboratorios en Salud Publica del pais, asi como en aquellos laboratorios con infraestructura, equipos
e instrumental minimos.

Se detalla los procedimientos mas apropiados para el diagnéstico de los parésitos intestinales, Fasciola y
Paragonimus (fase cronica) descritos en nuestro medio; asimismo, se considera la deteccion de los parasitos en
muestras de agua superficiales mediante el uso del hisopo de gasa.

Este manual sera de ayuda inmediata y sencilla para el personal técnico y profesional de los laboratorios locales,
intermedios y regionales de la Red Nacional de Laboratorios en Salud Publica del pais.

Las autoras
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SECCION 1
GENERALIDADES
1.1 Objetivo
Establecer los procedimientos normativos para realizar el diagnéstico parasitolégico de las infecciones vy
enfermedades producidas por los parasitos intestinales y otros que se encuentran en las muestras coprologicas
(Fasciola, Paragonimus, Clonorchis, Macracanthorhynchus, Linguatula, Capillaria, etc.).

1.2 Campo de aplicacion

Se aplica en laboratorios de establecimientos de salud del sistema de la Red Nacional de Laboratorios en Salud
Publica, Fuerzas Armadas y Policiales y EsSalud.

1.3 Responsabilidades

1.3.1  El Centro Nacional de Salud Publica (CNSP), a través de su Direccion Ejecutiva de Enfermedades
Transmisibles, es responsable de autorizar el disefio, elaboracion, revisién y actualizacion del presente manual, de
acuerdo con los procedimientos aprobados por el Instituto Nacional de Salud.

1.3.2  Los directores de los establecimientos de salud son responsables de autorizar, proporcionar los recursos
necesarios y designar al personal responsable para la aplicacién de las disposiciones contenidas en el presente
manual.

1.3.3  El personal de los establecimientos de salud es responsable de planificar, organizar, ejecutar, capacitar y
controlar sus acciones, de acuerdo con las disposiciones contenidas en este manual.

1.3.4 Los jefes o responsables de los laboratorios deben asegurar el control de calidad interno, la idoneidad del
personal, equipos, materiales y reactivos, la mejor utilizacidn del recurso humano vy la distribuciéon de los ambientes
e instalaciones.

1.3.5 El personal profesional, técnico / operativo y auxiliar es responsable de seguir las especificaciones
contenidas en el presente manual y aplicar los procedimientos indicados.

1.3.6  Culminados los procedimientos de laboratorio, el personal encargado del manejo de muestras bioldgicas,
asi como el director del establecimiento, son responsables de la neutralizacion y eliminacién de los desechos en
lugares apropiados.

14 Documentos de referencia

1.4.1 Instituto Nacional de Salud. Guia de procedimientos diagnosticos de las parasitosis intestinales. Lima:
INS; 1998.

1.4.2 Instituto Nacional de Salud. Manual de Procedimientos de Laboratorio para la Obtencion y Envio de
Muestras (I). Segunda Edicién. Lima: INS, 1997. Serie de Normas Técnicas N.° 15.

1.4.3 Instituto Nacional de Salud. Manual de Procedimientos Bioseguridad en los Laboratorios de Ensayo,
Biomédicos y Clinicos. Serie de Normas Técnicas INS 2005. Norma Técnica N.° 18.
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1.5.6

1.5.7

1.5.8
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1.5.11
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1.5.13

1.5.14

1.5.15

1.5.16

1.5.17

1.5.18

1.5.19

1.5.20

1.5.21

Instituto Nacional de Salud. Manual de laboratorio del nivel local. Lima: INS; 1993.
Instituto Nacional de Salud. Manual de Procedimientos de Laboratorio para el Diagnostico de los
Parasitos Intestinales del Hombre. Lima INS 2003. Serie de Normas técnicas N.° 37.
Definiciones y abreviaturas
AFA: fijador conteniendo alcohol, formol y acido acético.

Antigeno: sustancia generalmente de naturaleza proteica, capaz de provocar una respuesta del sistema
inmunitario.

Anticuerpo: inmunoglobulina que es capaz de reaccionar con antigenos y provocar su neutralizacion o
modificacion.

Aplicador: trozo de madera tipo bajalenguas, util en aplicacién de métodos de diagndstico parasitoldgico.

Bioseguridad: conjunto de medidas de proteccion contra cualquier tipo de accidén que ponga en peligro la
salud del ser humano.

Cl: clasificacion internacional.

Capsula ovigera: vesicula que contiene huevos.

Céstode: gusano o helminto platelminto de forma acintada.

Centrifugacion: sedimentacion del contenido de una suspension mediante la fuerza centrifuga.
Colorante vital: colorante en solucion salina que permite ver la estructura interna del parasito vivo.
Coproantigeno: antigeno presente en las heces.

Cristal de Charcot - Leyden: cristales de proteinas provenientes de los granulos de eosindfilos, que se
destruyen en el intestino.

Diafanizar: aclarar para facilitar la visualizacion microscépica.

Diagnéstico parasitoldgico: demostracion directa o indirecta de alguna forma o estadio evolutivo del
parasito.

Enteroparasito: parasito que tiene por habitat el tubo digestivo, especialmente el intestino.
Espora: esporoquiste aislado. Estadio o elemento infectante de los microsporidios.
Esporoquiste: quiste con cubierta definida que contiene esporozoitos.

Estrobila: porcion del cuerpo de las tenias o céstodes formadas por una cadena de proglétidos.
Fijacién: conservacion de la estructura del parésito.

Heces: mezcla de productos de excrecion y secrecidn que se eliminan por el intestino.

Helminto: ser pluricelular con exoesqueleto flexible, ausencia de apéndices y con movimientos reptantes.

MPR-CNSP-015 Instituto Nacional de Salud
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1.5.22 hgh: numero de huevos por gramo de heces.

1.5.23 Huevo: producto de la fecundacidn con potencialidad de desarrollar un nuevo ser.
1.5.24 Herida: pérdida de piel y potencial puerta de entrada de agentes patogenos.
1.5.25 Invasivo(a): agente infectante que tiene capacidad de invadir tejidos.

1.5.26 Larva: estadio evolutivo de algunos seres vivos como los helmintos y los artrépodos en quienes aun no se
han desarrollado el aparato genital.

1.5.27  MIF: fijador que contiene merthiolate, yodo y formol.

1.5.28 montar: colocar el espécimen entre lamina y laminilla con balsamo de Canada para su conservacion
permanente.

1.5.29 Nematode: gusano o helminto de forma cilindrica.

1.5.30 Neutralizar: incorporacién de un agente quimico a la muestra biolégica, es capaz de eliminar todo agente
Vivo.

1.5.31 Ooquiste: quiste que contiene el huevo o cigote.
1.5.32 Organoléptico: caracteristicas organicas de una sustancia (consistencia, color, olor, etc.).

1.5.33 PAF: fijador o conservador (contiene fenol, alcohol y formol) para muestras con parasitos, sobre todo
protozoarios.

1.5.34 PVA: alcohol polivinilico, fijador para conservar los parasitos en muestras fecales.

1.5.35 Parasito: ser vivo de escala zooldgica inferior que vive a expensas de otro de escala superior.
1.5.36 Patogenicidad: capacidad de producir dafio.

1.5.37 Protozoario: ser unicelular.

1.5.38 PMNS: polimorfonucleares

1.5.39 Proglétide -0: segmento o anillo de la estrobila de las tenias o céstodes que puede ser inmaduro, maduro
o gravido, segun el estadio de desarrollo de sus aparatos genitales.

1.540 Quiste: forma de resistencia de los protozoos, los cuales se rodean de una membrana dura e
impermeable.

1.5.41 Solucion sobresaturada: solucién en la cual el soluto esta en su maxima concentracion.
1.5.42 SAF: fijador que contiene acetato de sodio, 4cido acético glacial y formol.
1.5.43 Trofozoito: forma vegetativa de los protozoos libres y en movimiento.

1.5.44 Trematode-0: gusano aplanado o platelminto, que presenta su cuerpo indivisible.
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SECCION 2

MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD
21 Responsabilidades
El personal involucrado en los diferentes procesos para el diagnéstico parasitolégico de las infecciones o
enfermedades deben cumplir los requisitos y aplicar las medidas establecidas en el Manual de Normas de
Bioseguridad (Serie de Normas Técnicas N° 18), editado por el Instituto Nacional de Salud.
2.2 Campo de aplicacion
Se deben cumplir y controlar las medidas necesarias, en especial las siguientes:
2.21  Del personal
2.2.1.1 Manipular con guantes la obtencién, recepcién y tratamiento de las muestras frescas.
2.2.1.2 Descartar rapidamente el material fresco, o fijar en caso de conservacion.
2.2.2 Tipos de agentes
2.2.2.1 Considerar como material de alto peligro las muestras de pacientes con VIH o hepatitis B.
223 Lavestimenta
2.2.3.1 Vestir siempre mandil dentro del laboratorio y quitarselo para transitar por otras areas.
224  Area de examen de las muestras
2.2.4.1 Debe ser una sola dentro del laboratorio.

2.2.5 Envio de muestras al laboratorio

2.2.5.1 El tnico material fresco que se puede enviar de un laboratorio a otro laboratorio es el cultivo, el resto debe
fijarse para su envio.

2.2.6 En casos de accidentes

2.2.6.1  Cubrir con papel periddico donde hay derrame de la muestra bioldgica e incorporar sobre este hipoclorito
de sodio o formol al 10 % por aproximadamente 45 a 60 minutos, salir del area donde ocurrio el incidente.

2.2.7 Ellaboratorio

2.2.7.1 Debe salir el personal para evitar los productos quimicos colocados por el accidente

2.2.7.2 Registrar el incidente o accidente ocurrido

2.2.8 Neutralizacion y eliminacién del material biolégico

2.2.8.1 La descontaminacion debe ser en cada laboratorio y el material sucio debe eliminarse o lavarse.

MPR-CNSP-015 Instituto Nacional de Salud
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SECCION 3
OBTENCION DE LA MUESTRA
3.1 Condiciones generales

3.1.1  Los paréasitos intestinales del hombre son protozoarios 0 helmintos llamados cominmente gusanos
intestinales (Anexo A). Estos helmintos o gusanos pueden ser cilindricos (nematodes), anillados o
segmentados (céstodes) y acantocéfalos, los cuales poseen ganchos en la parte anterior.

3.1.2  Para observar los trofozoitos, quistes u ooquistes de los protozoarios, asi como las larvas y huevos de
helmintos, se debe usar un microscopio; en cambio, la mayor parte de los gusanos o helmintos adultos son
macroscopicos y su morfologia puede estudiarse directamente con ayuda de un estereoscopio 0 una lupa.

3.1.3 Los protozoarios y helmintos intestinales son eliminados con las heces en sus formas evolutivas
(trofozoito, quiste, ooquiste, espora, huevos, larvas y adultos) segun la especie involucrada.

314 Los helmintos intestinales adultos (proglétidos de Taenia sp., Enterobius vermicularis y Ascaris
lumbricoides) pueden salir al exterior espontaneamente o después del tratamiento.

Los métodos de diagnostico de los paréasitos intestinales pueden ser: directo, concentracion, coloracién de
los elementos parasitarios que se eliminan con las heces.

3.1.6  En las heces podemos encontrar formas adultas y microscopicas (huevos, larvas, trofozoitos, quistes,
ooquistes, esporas) y adultos de los parasitos intestinales; por ello, es importante obtener una buena
muestra fecal, asi como la coleccién y conservacion optima del espécimen o gusano.

3.1.7  La muestra debe ser obtenida (entre 3 y 8 g) lo mas fresca posible (méximo 240 min, si se busca
Entamoeba histolytica), y depositada en un frasco de boca ancha con tapa rosca y rotulada correctamente
con los datos de identificacion.

3.1.8  La muestra debe obtenerse antes del uso de medicamentos antiparasitarios, o hasta 2 a 5 dias después
de su administracion.

3.1.9 Las heces depositadas en el suelo no son las recomendadas para el diagnéstico debido a que pueden
contaminarse con formas bioldgicas, como por ejemplo: larvas similares a los enteroparasitos del hombre,
larvas de nematodes, huevos de acaros o de insectos, etc.

3.1.10 Si el paciente no es regular en la evacuacion de sus deposiciones y ha evacuado en la noche anterior al
examen, se recomienda guardar la muestra en una refrigeradora o en un lugar fresco no expuesto a la luz
solar, para que no se alteren las formas parasitarias. Cuando la muestra va a demorar en llegar al
laboratorio varias horas o dias, se recomienda adicionarle liquido fijador o conservador (PAF, PVA,
formalina 10%, SAF, acetato de sodio, etc.).

3.1.12 En algunas parasitosis intestinales, es necesario realizar los exdmenes en muestras de bilis, esputo,
secrecion / fluido, contenido duodenal, biopsia, tejido de necropsia o frotis perianal; asi como realizar la
diferenciacion de espécimen adulto o fragmento de este.
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3.2 Muestra para examen parasitolégico

Comprende las siguientes muestras: heces, bilis o fluido duodenal, esputo, secrecién, biopsia o preparaciones

histolégicas, espécimen o gusano. Las muestras de heces son las mas frecuentes.

3.21 Heces

3.2.1.1 Caracteristicas de la muestra

a. Recipiente o contenedor: boca ancha con tapa rosca.

b. Cantidad: 3-8 ¢

C. Condiciones optimas: no estar mezclado con orina, que no exista el antecedente de haber ingerido bario u
otros productos de contraste. Se debe llevar la muestra al laboratorio en corto tiempo (de 2 - 4 h después
de su obtencion).

3.2.1.2 Datos de la muestra

Se debe consignar la siguiente informacion: nombre, edad, sexo, ocupacién, sintomas y signos, fecha de inicio de
sintomas, diagndstico presuntivo, ingesta de ensaladas, viajes, los Ultimos 3 meses.

El recipiente o contenedor que contiene la muestra debe estar bien cerrado y colocado dentro de una bolsa de
plastico y donde no le llegue la luz directa. En caso que demore en llegar al laboratorio ver seccién 4.

3.2.1.3 Procesamiento de la muestra

a. Debe realizarse lo antes posible y en un lugar apropiado (cerca al cafio de agua). Las muestras
diarreicas y las que contienen sangre, deben examinarse en forma macroscdpica y microscopica apenas
lleguen al laboratorio.

b. Se aplicara la metodologia correspondiente (Anexo B).

c. Los reactivos y colorantes empleados en el procesamiento deben estar en envases adecuados,
mantenerse fuera de los rayos del sol o luz, etiquetados (con nombre y fecha de preparacion),
sometidos a un control periddico y con una preparacion proporcional a la demanda (Anexo C).

3.2.1.4 Reporte de resultados

Se debe escribir el nombre completo de los parasitos, género y especie indicando el estadio evolutivo y su densidad
en la muestra (Seccion 10).

MPR-CNSP-015 Instituto Nacional de Salud



Manual de procedimientos de laboratorio para el diagnostico de los parasitos intestinales del hombre

SECCION 4

OBTENCION, ENVIO, TRANSPORTE, FIJACION Y CONSERVACION DE LAS MUESTRAS

41 Objetivo

Describir el procedimiento, condiciones de obtencidn, envio, transporte, fijacidén y conservacion de las muestras

para el laboratorio.

4.2 Condiciones especificas

Las muestras deben estar en frascos o contenedores rotulados con soluciones conservadoras (Tabla 1); deben
mantenerse en un ambiente fresco y lejos de la luz solar, evitar las temperaturas extremas o el desecamiento;
asimismo, se debe considerar cantidades 6ptimas y.

Tabla 1. Condiciones de conservacion, envio y transporte de muestras para el diagndstico parasitologico

TIPO DE TIEMPO QUE DEMORA EN AGENTES
MUESTRA LLEGAR AL LABORATORIO PARASITARIOS
<24h >24h
Esputo, secrecién biliar T° ambiente PAF, SAF, Paragonimus, Fasciola,
formalina 10% Giardia.
Giardia, Strongyloides,
Contenido duodenal T° ambiente , ) Fasciola, Paragonimus,
PAF, formalina 10% Ancylostoma duodenale
Necator  americanusr,
Microsporidia y otros.
Frotis perianal T° ambiente T° ambiente Enterobius, Ascaris,
Trichuris, Taenia y
otros.
Secrecion vaginal T° ambiente Frotis en lamina E.vermicularis, T.vaginalis.
i 4° E. histolytica, otros
Tejidos ¢ Formol 10% (segun el tejido)
) ) Nemétodes en alcohol 70%, Ascaris, Trichuris,
Helmintos T ambiente céstodes y trematodes en Diphyllobothrium, Taenia,
formol 10% Paragonimus y Fasciola, etc.
o ) E. histolytica, Giardia,
Suero 4°C Hielo seco o congelador Paragonimus, Fasciola
y otros
Heces PAF, PVA,
o Amhi ) E. histolytica, Giardia,
T#ambiente Cary blar, Cryptosporidium,
Bicromato de Enterocytozoon,
POtaSl(’JVI ﬁ:l 2,5%, Encephalitozoon y otros.

Figura 1. Requisitos para la remision de la muestra de heces

Para la conservacion emplee formalina al 10%,

Cierre el frasco herméticamente.
Coloque los datos del paciente.

Sefiale a qué temperatura se debe mantener la muestra

Coloque la fecha

Escriba: FRAGIL, MATERIAL BIOLOGICO

T P
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4.3 Procedimiento

43.1  Coloque la muestra elegida en un envase apropiado, rotulado correctamente y luego, este en un recipiente
secundario (podria ser de plastico u otro material resistente a roturas) (Figura 1).

4.3.2  Enviar la muestra al laboratorio lo antes posible; en caso fuera fresca, dentro de las 2 a 4 h de obtenida.

433 Siel envio de la muestra va a demorar mas de un dia en llegar al laboratorio, debe guardarla en un fijador
conservador, aplicando las medidas de bioseguridad correspondientes (Tabla 1).

434  Sila muestra se envia a otro laboratorio, el responsable del envio debe elegir la forma apropiada para la
dptima conservacién de esta.

43.5 Cuando la muestra no retine las condiciones o cantidades dptimas para los analisis, asi como los datos, se
recomienda establecer contacto con la persona responsable para efectuar las correcciones respectivas.

4.4 Rechazo de una muestra

441  Es importante controlar cada hoja de pedido y verificar si tiene toda la informacion (etiquetado). De no
cumplirge, se debe establecer contacto con la persona responsable para efectuar las correcciones
necesarias.

442  Los criterios para rechazar una muestra son los siguientes:

4.4.2.1 No indicar el tipo de muestra o procedencia.

4.4.2.2 No indicar el examen requerido.

4.42.3 Demora en el envio al laboratorio.

4424 Muestra sin rotular o mal rotulada.

4.4.2.5 Muestra que presente evidencia de haber sido derramada.

4.4.2.6 Recipiente o contenedor inapropiado.

4.4.2.7 Muestra contaminada.

4.4.2.8 Muestra escasa o seca en el contenedor.

4429 Presencia de una sola muestra, a pesar de la presencia de varias érdenes.

4.4.2.10 Volumen o cantidad inadecuada.

443  En caso de rechazar una muestra, el personal de laboratorio debe explicar al solicitante las observaciones
y motivos en la ficha de solicitud de diagndstico. Si no fuera posible la obtencion de otra muestra, revise

nuevamente los examenes realizados.

444  Tenga en cuenta el examen parasitolégico por macroscopia.
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SECCION 5
PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO PARA EL DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO - HECES
5.1 Examen directo macroscoépico
5.1.1  Fundamento

Permite observar directamente las caracteristicas morfolégicas de los parasitos adultos, enteros o fraccionados, asi
como los cambios en las caracteristicas organolépticas de las heces eliminadas, (color, presencia de sangre o
moco, consistencia, etc.).

5.1.2 Materiales

5.1.2.1 Suero fisiolégico (Anexo C).

5.1.2.2 Aplicador (bajalengua).

5.1.2.3 Pinza de metal.

5.1.2.4 Coladera de plastico o malla metalica.

5.1.3  Procedimiento

5.1.3.1 Agregue suero fisiolégico en cantidad suficiente para homogeneizar la muestra.
5.1.3.2 En caso de presencia de parasitos adultos extraerlos y tamizar o colar la muestra.
5.1.4 Observacion

Observe las caracteristicas organolépticas de las heces, utiles para la ayuda diagndstica (consistencia, color,
presencia de moco, sangre, alimento sin digerir), asi como la presencia de gusanos cilindricos, anillados o
aplanados (enteros o parte de ellos) (Figura 2).

Figura 2. Ascaris lumbricoides macho adulto (der.) y proglétido gravido de Taenia solium (4X) (izq.), coloracién: Tionina
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5.1.5 Resultado

En caso que la muestra contenga informacion Util para el diagnostico (ejemplo: presencia de glébulos rojos, fibras
musculares no digeridas, mucus, etc.), se debe adicionar al informe del examen parasitologico las caracteristicas
macroscopicas de las heces.

5.2 Examen directo microscépico

5.21. Fundamento

Observe, principalmente en muestras frescas, la presencia de formas evolutivas méviles o quistes, ooquistes, larvas
0 huevos de parasitos de tamafio microscdpico (trofozoitos, quistes de protozoos: Entamoeba histolytica, Giardia

lamblia, Balantidium coli, Isospora, Cryptosporidium, etc.; asi como larvas o huevos de helmintos: Strongyloides
stercoralis, Ancylostoma o Necator, Trichostrongylus sp., Paragonimus, Fasciola hepatica, efc.).

5.2.2 Materiales (Figura 3)

5.2.21 Laminas portaobjetos.
5222 Laminillas cubreobjetos.
5.22.3 Aplicador de vidrio o madera.
5.22.4 Microscopio 6ptico.

5.2.2.5 Marcador de vidrio.

5226 Suero fisiolégico (Anexo C).
5.2.2.7 Solucién de lugol (Anexo C).
5228 Verde brillante (Anexo C).
5229 Rojo neutro (Anexo C).

Figura 3. Materiales para la aplicacion del método directo: laminas, laminillas, aplicador, solucién salina y lugol
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5.2.3 Procedimiento

5.2.3.1 Coloque en un extremo de la lamina portaobjeto una gota de suero fisiolégico y, con ayuda de un
aplicador, agregar 1 a 2 mg de materia fecal; emulsionarla y cubrirla con una laminilla cubreobjetos.

5.2.3.2 Coloque en el otro extremo de la ld&mina portacbjeto, una gota de lugol y proceda a la aplicacion de la
muestra fecal como en el parrafo anterior.

5.2.3.3 Con el suero fisiolégico los trofozoitos y quistes de los protozoarios se observan en forma natural; con
lugol se observan las estructuras internas, nicleos y vacuolas.

5.2.3.4 En algunos casos se recomienda el uso de colorantes vitales, debido a que no alteran la actividad del
trofozoito. Los mas usados son verde brillante 0,2% y rojo neutro 0,01%, asi como fucsina 0,01%.

5.24 Observacion (Figura 4)

5.2.4.1 Observe con el microscopio a 10X 0 40X. No es aconsejable usar objetivo de inmersion (100X), puesto
que se puede contaminar el microscopio.

5.2.4.2 Recorra la lamina siguiendo un sentido direccional, por ejemplo, de derecha a izquierda, o de arriba hacia
abajo.

5.2.5 Resultado

En un formato y en el cuaderno de registro correspondiente, se anotara el nombre de la especie del parasito y su
estadio evolutivo, indicando la densidad (nimero de formas parasitarias por campo microscéopico) expresado en

cruces (Seccion 10). -
£ .

& P
'8
v

Figura 4. Trofozoito de Giardia lamblia con solucién lugol (200X)

53 Métodos de concentracion

Los trofozoitos, quistes, ooquistes, larvas y huevos, pueden concentrarse por diversos procedimientos, ello permite
corroborar lo hallado en el método directo y conocer la intensidad del enteroparasitismo. Estos procedimientos de
concentracion pueden ser: flotacion, sedimentacion, o por combinacién de ambos métodos. La eleccién de cada
procedimiento dependera de las facilidades del laboratorio, el adiestramiento del personal, la procedencia de la
muestra (zona geografica), el conocimiento de la prevalencia de los parasitos (zona costefia, andina y selvatica o
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area rural o urbana), y la especie del parasito que se desea investigar.

5.3.1  Métodos de concentracion por sedimentacion

5.3.1.1 Técnica de la sedimentacion espontanea en tubo TSET (técnica de concentracion por
sedimentacion, sin centrifugacion)

a. Fundamento

Se basa en la gravidez que presentan todas las formas parasitarias para sedimentar espontaneamente en un medio
menos denso y adecuado como la solucion fisiologica. En este método es posible la deteccion de quistes,
ooquistes, trofozoitos de protozoarios, huevos y larvas de helmintos.

b. Materiales

- Tubos de vidrio o plastico de 13 x 100, 16 x 150, o tubos de 50 mL de capacidad que terminen en forma
conica.

- Laminas portaobjetos.

- Laminillas de celofan recortadas adecuadamente (22 x 22 mm o 22 x 30 mm).
- Solucion fisiolégica (Anexo C).

- Pipetas de vidrio o plastico.

- Agua destilada, hervida o de lluvia.

- Gasa recortada en piezas de 9 x 9 cm.

c. Procedimiento

- Colocar una porcién de heces (1 - 2 g) en un tubo limpio y homogenizar con suero fisiologico o en el mismo
recipiente en que se encuentra la muestra.

- Coloque una gasa, hundiéndola en la abertura del tubo y sujetdndola con una liga alrededor de ella.
- Filtre el homogenizado a través de la gasa, llenando el tubo hasta la cuarta parte de su contenido.

- Agregue suero fisioldgico hasta 1 cm por debajo del borde del tubo.

- Ocluya la abertura del tubo con una tapa, parafilm o celofan.

- Agite enérgicamente el tubo por 15 segundos, aproximadamente.

- Deje en reposo de 30 a 45 min. En caso que el sobrenadante esté muy turbio, eliminarlo y repetir la misma
operacién con solucion fisiolégica o agua filtrada.

- Aspire la parte media del sedimento en el tubo con una pipeta y colocar 1 0 2 gotas en una ldamina portacbjeto.

Agregue 1 0 2 gotas de solucidn lugol a una de las preparaciones.
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- Cubra ambas preparaciones con las laminillas de celofan y observar al microscopio

d. Observacion

Examine primero la preparacién con solucion fisioldgica para observar formas méviles y de menor peso especifico
(trofozoitos, quistes) y luego la preparacion con lugol para observar sus estructuras internas, de estos y de otros
parasitos de mayor peso especifico (huevos, larvas).

e. Resultado

Informe la presencia de las formas evolutivas de los paréasitos (Seccion 10).

5.3.1.2 Método de sedimentacion rapida (TSR, MSR) (concentracidon por sedimentacion) (Lumbreras et al.
1962

Figura 5. Materiales para la aplicacion de la técnica / método de sedimentacion rapida: (TSR) vasos, gasa, pipeta de transferencia,
desinfectante, etc.

a. Fundamento

Se basa en la gravidez de los huevos que, por su tamafio y peso, sedimentan rapidamente cuando se suspenden
en agua.

b. Materiales

- Copa o vaso de vidrio o plastico, cdnico de 150 a 200 mL.
- Coladera de malla metélica o de plastico.

- Placas Petri o lunas de reloj.

- Aplicador de madera (1/3 de bajalengua).

- Pipetas de transferencia.

- Gasa.

- Agua corriente filtrada.
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- Microscopio.

¢. Procedimiento
- Homogenice 3 a 8 g de heces con unos 10 a 20 mL de agua filtrada.
- Coloque la coladera y dos capas de gasa en la abertura del vaso y, a través de ella, filtre la muestra.

- Retire la coladera y llenar la copa con agua filtrada hasta 1 cm debajo del borde, esto es 15 a 20 veces el
volumen de la muestra.

- Deje sedimentar la muestra durante 30 minutos.

- Decante las 2/3 partes del contenido del vaso y nuevamente agregue agua.

- Repita los pasos anteriores cada 5 a 10 min por 3 a 4 veces, hasta que el sobrenadante quede limpio.

- Transfiera el sedimento a una placa Petri o luna de reloj, por incorporacién o con ayuda de una pipeta Pasteur.

- Observe al estereoscopio o0 microscopio, a menor aumento.

d. Observacion

Observe la presencia de huevos. Este método es especialmente util para la deteccion trematodes como: Fasciola

hepatica, Paragonimus sp. y neméatodes como Ascaris lumbricoides (huevo fecundado o no fecundado), Trichuris
trichiura, Hymenolepis nana, Diphyllobothrium pacificum, etc. (Anexo A).

Figura 6. Huevos operculados de Paragonimus peruvianus (izq.) y Fasciola hepatica (der.) en muestra fresca

e. Resultado

Informe de la presencia de huevos o larvas de parasitos (Seccion 10).

5.3.1.3. Técnica de Faust: Método de sedimentacion y flotacion por centrifugacion con sulfato de zinc al
33% y densidad 1180.

a. Fundamento
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Se basa en que los quistes y/o huevos de los parasitos flotan en la superficie por ser de menor densidad que el
sulfato de zinc al 33,3%, cuya densidad es 1180. Es util para la busqueda de quistes y/o huevos de parasitos v,
excepcionalmente, se observan larvas. Se recomienda controlar la densidad del sulfato de zinc y usar agua filtrada
para el lavado previo de la muestra.

b. Materiales
- Cradilla para tubos de ensayo.
- Tubos de prueba 15 x 150.

- Tubos de prueba 13 x 100.
- Laminas portaobjetos.

- Laminillas cubreobjetos.

- Embudo pequefio de vidrio.

- Bajalengua o bagueta.

- Gasa.

- Sulfato de zinc 33,3%, densidad 1180 (Anexo C).
- Solucién de lugol (Anexo C).

¢. Procedimiento.

- Cologue 1 a2 g de la muestra de heces en el tubo de prueba 13 x 100 0 15 x 150 mm y agregue de 7 a 10 mL
de agua filtrada o destilada. Realice una buena homogenizaciéon con ayuda del bajalengua.

- Coloque en el tubo la muestra homogenizada hasta alcanzar 1 ¢cm por debajo del borde del tubo
- Centrifugue entre 2000 a 2500 r.p.m. durante 2 a 3 minutos.

- Decante el sobrenadante, adicione agua al sedimento, homogenice y repita la centrifugacion 1 o 2 veces, hasta
que el sobrenadante se observe limpio.

- Elimine el sobrenadante y agregue la solucién de sulfato de zinc (3-4 mL), homogenice y complete con
la misma solucion hasta 1 cm del borde del tubo.

- Centrifugue de 1 a 2 minutos entre 2000 a 2500 r.p.m.

- Coloque el tubo en la gradilla y agregue, con ayuda de un gotero, la solucién de sulfato de zinc hasta formar un
menisco en la boca del tubo.

- Coloque una laminilla cubreobjeto sobre el menisco y deje en reposo durante 5 a 6 min.
- Deposite una gota de solucion lugol en la lamina portaobjeto.

- Retire la laminilla cubreobjeto, colocarla sobre la I&mina con lugol, o con asa de Kolle colocar 3 0 4 asadas en la
l&mina y cubrir con una laminilla cubreobjeto luego observar al microscopio.

d. Observacion

Se observan principalmente quistes y huevos de parasitos.
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e. Resultado

Informe el nombre y estadio evolutivo encontrado, asi como la cantidad de elementos observados por campo
(Seccién 10).

5.3.2 Métodos de concentracion por flotacion

5.3.2.1 Sheather Sugar: método de concentracion por flotacion con centrifugacién en una solucién de
azucar

a. Fundamento

Se basa en la flotacién de quistes, ooquistes y huevos de parasitos en una solucién de azlcar que posee mayor
densidad que ellos. Esta técnica es util para la concentracién de quistes y ooquistes de protozoos y huevos de
helmintos y se usa como método preferencial en el diagnostico de los coccidios: Cryptosporidium, Cyclospora,
Isospora, efc.

b. Materiales

Tubos de ensayo 13 x 100.

- Laminas portaobjetos.

- Laminilla cubreobjetos.

- Aplicador.

- Solucion de azucar (Anexo C).
- Asade platino.

- Gradilla para tubos de ensayo.
- Suero fisiolégico (Anexo C).

- Embudo de vidrio.

- Gasa.

¢. Procedimiento

- Homogenice 1 a 2 g de materia fecal en suero fisiolégico en un tubo 13 x 100mm.

- Centrifugue el tubo con el material homogeneizado a 2500 r.p.m. durante 2 a 5 min.

- Elimine el sobrenadante, y agregue la solucion de azucar hasta 1 cm del borde del tubo; agite hasta disolver el
sedimento, centrifugue como en el paso anterior, complete con la solucion de azlcar hasta el borde y espere de
2 a 5 minutos la formacion de un menisco.

- Con la ayuda del asa de platino, tome una muestra de la superficie del menisco y coldquela en una lamina
portaobjeto; agregue lugol, cubra con una laminilla y observe al microscopio. En caso de observar coccidios, de
la superficie del preparado tomar, con la asa de platino o con una pinza curva, una muestra para preparar un
frotis para tefir por el método de Ziehl-Neelsen modificado.

d. Observacion
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Esta técnica es apropiada para la observacién y registro de ooquistes de Isospora, Cryptosporidium, Cyclospora y
Sarcocystis.

e. Resultado

Informe la presencia de las formas evolutivas de los parasitos encontrados y su cantidad, expresado en cruces
(Seccién 10).

5.3.2.2. Método de Parodi Alcaraz (métodos de concentracién por flotacion sin centrifugacion, en solucion
sobresaturada de azucar):

a. Fundamento

Se basa en la propiedad que tienen los quistes y/o huevos de flotar en la superficie de una solucién saturada de
azucar, debido a su menor densidad. El método es util para la deteccion de quistes de protozoarios y huevos de
helmintos.

b. Materiales

- Tubos de 13 x 100 0 15 x 150.

- Laminas portaobjetos.

- Laminillas cubreobjetos.

- Solucion saturada de azucar (azucar rubia) (Anexo C).

- Formol.

- Aplicador de madera (1/3 de baja lengua).
- Solucion de lugol (Anexo C).

¢. Procedimiento.

- Cologue 1 a2 g de heces en el tubo de ensayo.

- Agregue 3 a 5 mL de la solucidn sobresaturada de azUcar y homogenice con un aplicador.
- Complete el contenido del tubo con la misma solucién de azlcar hasta formar un menisco.
- Deje en reposo por 30 minutos.

- Coloque en contacto con el menisco, una laminilla cubreobjeto que permitira la adherencia por viscosidad de los
quistes y huevos.

- Cologue en la Idmina portaobjeto una gota de solucién de lugol.
- Retire la laminilla con sumo cuidado, colocarla sobre la lamina portaobjeto y examine al microscopio.
d. Observacion

Es conveniente la observacion inmediata a 10X y 40X, pues los quistes y/o huevos suelen deformarse si la
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densidad de la solucion es demasiado alta.

e. Resultado

Informe los nombres y estadios evolutivos de los parasitos encontrados (Seccién 10).

5.3.3 Método de Ritchie o de sedimentacion por centrifugacion y flotacion (mixto, con fijador)

5.3.3.1 Fundamento

Se basa en la concentracion de los quistes y huevos por sedimentacién mediante la centrifugacion, con la ayuda de
formol y éter para separar y visualizar los elementos parasitarios.

5.3.3.2 Materiales.

Gradilla de tubos de ensayo.
Tubos de ensayo 13 x 100.
Pipetas Pasteur o de transferencia.
Lamina portaobjetos.

Laminillas cubreobjetos.

Hisopos

Solucién de formol 10%

Solucion fisiologica (Anexo C).
Eter etilico.

Lugol.
Bajalengua o bagueta.

Microscopio binocular.

5.3.3.3 Procedimiento (Figura 7)

Coloque en el tubo de ensayo 1 a 2 g de muestra de heces, agregue 8 mL de solucion salina, homogenice y
centrifugue a 2000 rpm por 2 a 3 minutos.

Decante el sobrenadante y repita 1-2 veces el paso anterior hasta que se observe el sobrenadante limpio.

Decante el sobrenadante, agregue al sedimento 6 mL de solucién de formol al 10%, homogenice y deje reposar
5 min, luego agregue 3 mL de éter.

Coloque el parafilm sobre el tubo y agite cuidadosamente para evitar la salida del material.

Elimine las capas formadas de sobrenadante, de ser necesario, con ayuda de un hisopo.
Retire la tapa, centrifugue el tubo de 2000 a 3000 r.p.m por 3 min.
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- Deposite una gota de lugol en la lamina portaobjeto y con ayuda de una pipeta Pasteur, tome una porcién del
sedimento para mezclarlo con la solucién de lugol.

- Cubra con una laminilla cubreobjeto y observe al microscopio.
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Figura 7. Aplicacion del método de Ritchie (sedimentacion y flotacion)

5.3.3.4 Observacion
Se pueden observar quistes, ooquistes y huevos de los parasitos. Es poco util para observar trofozoitos y larvas.
5.3.3.5 Resultado

Informe el nombre, estadio evolutivo del parasito y la presencia de cristales de Charcot-Leyden (Seccion 10).

5.3.4 Método de Baermann (método de concentracion por migracion)

5.3.4.1 Fundamento

Se basa en los tropismos positivos: geotropismo, termotropismo e hidrotropismo de los trofozoitos de protozoos y
larvas de helmintos. Es Util principalmente para Balantidium coli y larvas de Strongyloides stercoralis.

5.3.4.2 Materiales

Copas conicas de 200 a 300 mL.
- Coladera metélica o rejilla.

- Pipetas de transferencia.

- Gasa.

- Laminas cavadas.

- Suero fisiolégico (Anexo C).
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Figura 8. Materiales del método de Baermann: copa de vidrio, pipetas de transferencia, coladera, laminas y laminillas
Para una mejor diferenciacion de las larvas de los parasitos, realizar el método de Harada-Mori
5.3.4.3 Procedimiento

- Coloque la coladera o rejilla metalica con la gasa doblada (2 a 3 capas) dentro de la copa (Figura 8).

Coloque sobre la gasa de 3 a 8 g de la muestra de heces en fresco.

- Vierta solucién salina a 37 °C o a temperatura ambiente, en cantidad suficiente, por el borde de la copa.
- Deje a temperatura ambiente o en estufa entre 28 — 37 °C por 30 a 50 min.

- Retire la coladera o rejilla y, con ayuda de una pipeta de transferencia, obtenga 1 mL de sedimento.
- Coloque el sedimento en una luna de reloj o una lamina cavada y observe al microscopio o esteroscopio.

5.3.4.4 Observacion

Observa trofozoitos y larvas en movimiento. En algunas ocasiones se pueden observar formas adultas de E.
vermicularis macho.
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Figura 9. Strongyloides stercoralis L-1. Larva rabditiforme de (izq) (200x) y huevos (der) (200x)

5.3.4.5 Resultado

Informe los nombres y estadios evolutivos de los parasitos encontrados (Seccion 10).

5.3.5 Método cualitativo: técnica de Kato o método de concentracion por tamizado
5.3.5.1 Fundamento

Método que consiste en la diafanizacion o aclaracion de las heces con el uso de glicerina, que permite preparar una
capa transparente y observar las formas parasitarias.

5.3.5.2 Materiales
- Laminas portaobjeto.
- Aplicador.

- Papel celofan (humectante especial), de 2 x 3 cm y sumergido en una solucién de glicerina por un periodo no
menor de 24 h.

- Nylon u organza blanca.

- Solucion glicerinada con verde de malaquita (Anexo C).

5.3.5.3 Procedimiento
- Tamice 0,5 g de la muestra de heces a través de organza o nylon fino.
- Extienda el tamizado sobre la lamina portaobjeto y cubra con una laminilla impregnada en glicerina.

- Comprima la muestra con el tapén de jebe sobre la laminilla, quite el exceso de glicerina, deje en una bandeja a
temperatura ambiente por 30 a 45 minutos luego observe al microscopio.

5.3.5.4 Observacion

Es una técnica apropiada para la observacién de huevos de helmintos como Trichuris y algunos protozoarios como
Isospora belli (Figura 10).

Figura 10. Trichuris trichiura e Isospora belli con colorante temporal eosina (400x)
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5.3.5.5 Resultado
Informe los nombres y estadios evolutivos de los parasitos encontrados (Seccién 10).
5.4 Método cuantitativo de Kato — Katz (analisis cuantitativo = hgh)

5.4.1 Fundamento

Se basa en la técnica de Kato Katz que permite cuantificar la presencia de huevos de helmintos. Se expresa en
nimero de huevos por gramo de heces (hgh).

5.4.2 Materiales (Figura 11)

5.4.2.1 Laminas portaobjetos 2,5 x 7,5 cm.

5.4.2.2 Papel absorbente (toalla o periddico).

5.4.2.3 Aplicador.

5.4.2.4 Papel de celofan impregnado con glicerina y verde de malaquita (Anexo C).
5.4.2.5 Molde de plastico con perforacion central de 6 mm de diamétro.

5.4.2.6 Nylon u organza de color blanco de 0,09 mm.

; Kato Katz

f

»

|

| ———

\picador Luming Pert

Figura 11. Materiales del método de Kato - Katz: lamina perforada, aplicador, nylon u organza y verde de malaquita

5.4.3 Procedimiento
5.4.3.1 Con un aplicador (bajalengua) transfiera la muestra fecal (0,5-1g) sobre el papel absorbente.

5.4.3.2 Coloque un nylon de 2 x 3 cm sobre la muestra.
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5.4.3.3 Con el aplicador del kit comprima la malla para tamizar la muestra.
5.4.3.4 Cologue el molde de plastico sobre la lamina portaobjeto y rellene la perforacién con la muestra tamizada.
5.4.3.5 Levante el molde dejando el “cilindro” de la muestra en la [dmina portaobjeto.

5.4.3.6 Coloque la laminilla glicerinada con verde de malaquita sobre la muestra y, con ayuda de un tapon de jebe,
presione sobre la laminilla, buscando extender la muestra.

5.4.3.7 Deje para la diafanizacién a temperatura ambiente durante 30 a 45 min.
5.4.4 Observacion
5.4.4.1 Observe los huevos de helmintos, tal como se muestra en la Figura 12.

5.4.5 Resultado

5.4.5.1 El nimero de huevos encontrados en la lamina se multiplica por k (k= 24), el resultado es el nimero de
huevos por gramo de heces (hgh) (Tabla 2).

5.4.5.2 Deben contarse todos los huevos del preparado.

Figura 12. Huevos Ancylostoma / Necator y Trichuris trichiura por el método de Kato Katz (400X)
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Tabla 2. Calculo del niimero de huevos por gramo de heces (hgh). Método de Kato - Katz

Numero de huevos observados| Nimero de huevos por gramo [Nimero de huevos observados| Niimero de huevos por gramo
en la lamina de heces (hgh) en la lamina de heces (hgh)
1 24 38 912
2 48 39 936
3 72 40 960
4 96 41 984
5 120 42 1008
6 144 43 1032
7 168 44 1056
8 192 45 1080
9 216 46 1104
10 240 47 1128
1 264 48 1152
12 288 49 1176
13 312 50 1200
14 336 51 1224
15 360 52 1248
16 384 53 1272
17 408 54 1296
18 432 55 1320
19 456 56 1344
20 480 57 1368
21 504 58 1392
22 528 59 1416
23 552 60 1440
24 576 61 1464
25 600 62 1488
26 624 63 1512
27 648 64 1536
28 672 65 1560
29 696 66 1584
30 720 67 1608
31 744 68 1632
32 768 69 1656
33 792 70 1680
34 816 71 1704
35 840 72 1728
36 864 73 1752
37 888 74 1776

5.4.5.3En caso de heces liquidas o pastosas, usar los factores de correccién que se incluyen en el kit k/2 para
heces “blandas” y K/3 para heces diarréicas.

5.4.6 Intensidad de la infeccién (hgh)

5.4.6.1El Comité de Expertos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) clasifica la intensidad de la infeccion
por helmintos segun los rangos indicados en la Tabla 3.

Tabla 3. Intensidad de las infecciones

AGENTES LEVE MODERADA SEVERA
A. lumbricoides 1-4999 5000 — 49 999 > 50 000
T. trichiura 1-999 1000 - 9999 210000
;\Ai. ‘a",’:g"rfc”:rﬁs 11999 2000 - 3999 > 4000
Fasciola hepatica Paragonimus peruvianus 1-99 100 - 399 2400
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Nota: los nimeros indican el nimero de huevos por gramo de heces (hgh)

5.5 Métodos de coloracién para protozoarios
5.5.1 Método de Ziehl-Neelsen (modificado para observacion de coccidio: Cryptosporidium y otros)
5.5.1.1 Fundamento

Se basa en el comportamiento &cido-resistente de la cubierta de estos parésitos, cuyos ooquistes se tifien de rojo y
destacan sobre un fondo verde o azul, dependiendo del colorante de contraste usado.

5.5.1.2Materiales

- Laminas portaobjetos.

- Laminillas cubreobjetos.

- Soporte de varillas de vidrio para coloracion de laminas portaobjetos.

- Estiletes o pinzas punta curva.

- Fuscina fenicada (Anexo C).

- Verde de malaquita o azul de metileno acuoso (Anexo C).

- Metanol.

- Hidroxido de sodio al 4%.

- Alcohol &cido (Anexo C).

5.5.1.3 Procedimiento

- Coloque las l&minas portaobjetos sobre el soporte o las varillas de vidrio.

- Con el estilete o pinza curva haga un frotis de heces en la I&mina portaobjeto y deje secar.
- Fije la lamina con alcohol metilico de 2 a 5 minutos y deje secar.

- Agregue hidréxido de sodio sobre el preparado por un minuto, elimine el exceso y lave con agua.

- Cubra la lamina con la fucsina fenicada (previa agitacién del frasco) por 5 minutos, diluida en agua al
tercio (1 mL colorante y 2 mL de agua).

- Lave suavemente la lamina portaobjeto con agua corriente.

- Decolore con alcohol-acido (alcohol de 96°de 1-3% con acido clorhidrico), cubriendo el portaobjeto por unos
segundos hasta quitar el colorante.

- Lave suavemente el portaobjeto con agua.
- Coloque como colorante de contraste verde de malaquita 1% o azul de metileno 1-1,4% durante 5 min,

diluidos previamente al tercio.
- Lave la lamina suavemente con agua corriente y deje secar a temperatura ambiente.
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Realice el montaje con cytoseal, balsamo de Canada o Permount, use una laminilla cubreobjeto y observe
en el microscopio.

5.5.1.4Observacion
Los ooquistes de Cryptosporidium, Isospora y Cyclospora aparecen de un color rojo fucsia sobre un fondo verdoso

(con verde de malaquita) o azul (con azul de metileno). En algunos casos no se colorean bien, pero la refringencia
caracteristica permite diferenciarlos (Figura 13).

Figura 13. Isospora belli coloreado por Ziehl - Neelsen modificado (400X)

5.5.1.5 Resultado

Informar los nombres y estadios evolutivos de los parasitos encontrados (Seccion 10).

5.5.2 Coloracion Gram y coloracion tricrémica (para microsporidios)
5.5.2.1 Fundamento

Se basa en la identificacion de esporas de Enterocytozoon, Encephalitozoon, etc. por la combinacién de las
coloraciones Gram y tricromica.

5.5.2.2 Materiales

- Laminas portaobjetos.

- Laminillas cubreobjetos.

- Colorante chromotrope (Anexo C).
- Coloracion Gram (Anexo C).

- Cristal violeta (Anexo C).

- Yodo de Gram (Anexo C).

- Solucion decolorante (Anexo C)
- Pinza o estilete punta curva.

- Alcoholes 85% y 95% vy xilol.

- Mechero de alcohol.

- Microscopio binocular.

- Placas Petri 10 x 150 mm.
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5.5.2.3 Procedimiento

Prepare el set de placas Petri 10 x 150 mm.

Realice un frotis fino en una l&mina o laminilla y deje secar.
Fije el frotis pasandolo tres veces por una llama, un segundo de tiempo por vez (opcional).

Agregue el colorante cristal violeta y espere 1 min.

Enjuague en agua corriente y elimine totalmente el agua.

Adicione el yodo de Gram por 30 segundos, remueva el exceso con el decolorante y enjuague con agua.
Agregue el colorante Chromotrope por 5 min de 50 °C a 55 °C.

Pase por el decolorante (alcohol 90% y &cido acético 1%) de 1 a 3 segundos.

Pase por alcohol 95% y por alcohol etilico absoluto por 1 min.

Pase 1 min por xilol buscando que la coloracién sea adecuada para visualizar el parasito.

Realice el montaje y observe al microscopio.

5.24  Observacion

Observe al microscopio a 10X y 40X. Para observar al microscopio a 100X, cubra con aceite de inmersién.

Se observan las esporas de los microsporidios, etc., que aparecen de un color rosado o rojo tenue o fucsia sobre el
fondo verde o azul.

5.2.5 Resultado

Informe los parasitos encontrados (Seccion 10).

5.5.3  Coloracion Trichrome (Gomori Wheatley)

5.5.3.1 Fundamento

Permite colorear las estructuras internas de los protozoos para su caracterizacion. Esta técnica utiliza muestras de
heces frescas, preservadas con PVA o fijadas con Schaudinn. Es un método rapido y de utilidad en el estudio de
Entamoeba, Giardia, Balantidium, Cyclospora y otros protozoarios.

5.5.3.2 Materiales (Figura 14)

Laminas portaobjetos.

Laminillas cubreobjetos.

Asa de platino.

Estilete curvo o pinza curva.

Agua destilada.

Tintura de yodo (Anexo C).

Cytoseal 0 balsamo de Canada.
Alcoholes 85%, 90% y 95% y absoluto.
Xilol.

Colorante chromotrope (Anexo C).
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- Acido acético.
- Solucion Schaudinn (Anexo C).
- Frascos coplin o placas Petri.

Figura 14. Materiales para la coloracion tricromica: colorante, pinza, porta laminillas (tapon de jebe), laminillas y placas Petri
5.5.3.3 Procedimiento

- Prepare un set de placas Petri 15 x 150 mm con los reactivos correspondientes, sujete la laminilla con el
portalaminillas y con el estilete o pinza curva haga el frotis fino de la muestra sobre la laminilla.

- Fije la muestra con solucion Schaudinn por 2 a 5 minutos.
- Pase por alcohol 70% con 2 o 3 gotas de tintura de yodo.
- Pase por un minuto por alcohol 70%.

- Pase por el colorante Chromotrope de 8 a 15 minutos.

- Pase por solucién decolorante (alcohol 90% con &cido acético al 1%) de 10 a 15 segundos y vea al
microscopio el tono de coloracion.

- Pase por alcohol 95% y alcohol absoluto durante 3 min.

- Pase por xilol de 1 a 5 minutos. No debe verse opaco.

- Realice el montaje con cytoseal, balsamo de Canada o Permount.
5.5.3.4 Observacion

Observe con objetivo de inmersion 100X. El citoplasma de los parasitos se tifie de color verde y el nlcleo de color
rosado (Figura 15).
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Figura 15. Trofozoitos de Balantidium coli con macronticleo, coloracion tricromica (200X). Observar los macronticleos caracteristico

5.5.3.5 Resultado

Informe el nombre del parésito y su estadio evolutivo (Seccién 10).
5.5.4 Coloracion de May Griinwald

5.5.4.1 Utilidad

Colorea protozoarios, principalmente flagelados.
5.5.4.2 Materiales

- Laminas portaobjetos.

- Laminillas cubreobjetos.

- Estilete o pinza curva.

- Colorante May Griinwald (Anexo C).

- Alcohol metilico.

- Balsamo de Canada.

5.5.4.3 Procedimiento

- Con la ayuda de un estilete 0 una pinza curva, realice el frotis de la muestra fresca en la [amina o laminilla
y deje secar.

- Fije el frotis con unas gotas de alcohol metilico, cubriendo la muestra por 5 minutos.

- Cubra el frotis con el colorante (diluido al '/, 0 '/, con agua destilada) durante 15 minutos.
- Lave con agua corriente y deje secar.

- Realice el montaje con cytoseal o balsamo de Canada y observe al microscopio.

5.5.4.4 Observacion
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Observe la lamina con objetivo de inmersidn. Los protozoos se observan con su citoplasma de color azul claro y los

nucleos de color purpura (Figura 16).

Figura 16. Trofozoito de Giardia lamblia coloreado con May Griinwald (400X)

5.5.4.5 Resultado

Informe el nombre del parasito y el estadio evolutivo (Seccién 10).
5.5.5 Coloracion de hematoxilina férrica de Heidenhain
5.5.5.1 Utilidad

Colorea protozoarios, principalmente amebas y flagelados.
5.5.5.2 Materiales (Figura 17)

- Laminas portaobjetos.

- Laminillas cubreobjetos.

- Frasco coplin o placas Petri.

- Estilete o pinza curva.

- Colorante de hematoxilina (Anexo C).

- Cytoseal 0 balsamo de Canada.

- Alcohol etilico al 50%, 70%, 85%, 95% y absoluto en placas Petri.
- Solucion Schaudinn (Anexo C).

- Solucion mordiente de sulfato de fierro y amonio (Anexo C).

- Tintura de yodo (Anexo C).
- Solucién fisioldgica (Anexo C).
- Microscopio binocular.

MPR-CNSP-015

Instituto Nacional de Salud



Manual de procedimientos de laboratorio para el diagnostico de los parasitos intestinales del hombre

Figura 17. Materiales para la coloracion hematoxilina férrica de Heidenhain: colorante,
bicloruro de mercurio, porta-laminillas (tapon de jebe), pinza punta curva y placas Petri

5.5.5.3 Procedimiento

- Prepare un set de placas Petri 100 x 150 mm o el frasco Coplin con los reactivos correspondientes, con
ayuda de un estilete o pinza curva haga un frotis fino en la lamina o la laminilla, esta Ultima sujeta al
portalaminilla.

- Si la muestra es dura, haga una emulsion previa en solucién fisiologica, realice el frotis y pase en solucion
Schaudinn por 3 a 5 minutos.

- Pase por alcohol 70% mas 1 a 2 gotas de tintura de yodo por 5 min.

- Pase por alcohol 70% y 50% por 5 a 10 min cada vez.

- Pase por agua corriente por 5 a 10 min.

- Pase por la solucién mordiente 2% de 5 a 10 min y enjuague con agua corriente.

- Pase por colorante por 5 a 10 min (1 mL de solucién colorante hematoxilina y 9 mL de agua).

- Lave con agua y pase por una segunda solucion de mordiente al 2% para decolorar, observando la
intensidad de la coloracién.

- Lave con agua corriente a un pequefio chorro continuo de 10 a 15 min.
- Deshidrate pasando por alcohol 70%, 85%, 95% y absoluto, de 10 a 15 min cada uno.
- Aclare con xilol agitando el frotis, monte con cytoseal o balsamo de Canada y observe al microscopio.

5.5.5.4 Observacion

Observe con objetivo de inmersion 1000x. El citoplasma de los parasitos se observan de color azul oscuro y los
nucleos de color morado intenso a negruzco (Figura 18).
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Figura 18. Trofozoitos de Giardia lambliay Chilomastix mesnili, coloreados con hematoxilina férrica de Heidenhain (1000X)
5.5.5.5 Resultado
Informe el nombre del parésito y el estadio evolutivo (Seccién 10).
5.6 Métodos de coloracion para helmintos
5.6.1  Coloracion Carmin clorhidrico
5.6.1.1 Utilidad
Coloracién de estructuras internas de especimenes adultos 0 segmentos de este. Se usa de preferencia para el

estudio de céstodes y tremétodes, ya que los nemétodes suelen deformarse con el montaje. La muestra debe ser lo
mas fresca posible.

5.6.1.2 Materiales (Figura 19).

- Laminas portaobjetos.

- Laminillas cubreobjetos.

- Pinza de punta fina.

- Cytoseal 0 balsamo de Canada.
- Alcohol etilico 70%, 85%, 95% y absoluto.
- Creosota de la Haya o xilol.

- Colorante Carmin (Anexo C).

- Acido clorhidrico.

- Agua destilada.

- Pabilo.

- Placas Petri conteniendo colorante, decolorante, alcoholes de 70%, 85%, 95% y absoluto.
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Figura 19. Materiales para la coloraciéon Carmin clorhidrico: colorante, especimenes aplanados, placas Petri y pinza

5.6.1.3 Procedimiento

- Los proglétidos de céstodes y los adultos de trematodes deben lavarse y aplanarse, luego colocarlos entre
dos laminas, sujetandolos con pabilo 0 usando pesas para sumergirlos en formol al 10%.

- En caso de estar fijados en formol 10%, se lavan con agua corriente durante 10 a 30 minutos y luego se
realiza el aplanamiento del helminto o gusano.

- Cologue el gusano en alcohol 70% durante 10 a 20 min.
- Pase por el colorante carmin durante 5 a 10 min.

- Pase por alcohol &cido controlando la coloracion observando con el estereoscopio.
- Deshidrate el helminto pasando por alcohol 85%, 95% y absoluto, durante 10 min en cada uno.

- Pase por la creosota o xilol, controlando al estereoscopio 0 microscopio la deshidratacién apropiada.
- Seque el exceso de creosota con papel filtro y realice el montaje con balsamo de Canada.
5.6.1.4 Observacion

La observacion y estudio de la morfologia del ejemplar se realiza macroscopicamente e incluso solo usando el
estereoscopio (Figura 20).

2 ) Al

Figura 20. Huevos de 5ipylidium caninum en capsula ovigera coloreados con carmin clorhidrico (40X)

5.6.1.5 Resultados

Informe el nombre del parasito y su estadio evolutivo (Seccion 10).
5.6.2 Coloracion de Bonilla, Naar y Beloy

5.6.2.1 Utilidad

Las larvas de los nematodes absorben el colorante, permitiendo diferenciar sus estructuras internas.
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5.6.2.2 Materiales

- Laminas portaobjetos.

- Laminillas cubreobjetos.

- Alcohol 25%, 30%, 70%, 85% y 95%.

- Solucion rojo de Congo (Anexo C).

- Solucién de salicilato de metilo (Anexo C).
- Laminas excavadas.

- Balsamo de Canadé o cytoseal.

- Pipeta.

- Placas Petri 60 x 90 mm.
5.6.2.3 Procedimiento

- Prepare un set de placas Petri 60 x 90 mm con los reactivos correspondientes y coloque las larvas en
alcohol 25- 30% con unas gotas de solucion de rojo de Congo por 20 a 30 min.

- Controle por la observacion microscépica el color de las larvas.

- Deshidrate la muestra, pasandola por alcohol 70%, 85%, 95% y absoluto, por 20 a 30 min en cada uno.
- Coloque la muestra en solucién de salicilato de metilo durante 3 min.

- Coloque los especimenes en cytoseal, balsamo de Canada o Permount y observar al microscopio.
5.6.2.4 Observacion

Los especimenes y sus estructuras internas se tifien de color rojo.

5.6.2.5 Resultado

Informe el nombre del parasito y su estadio evolutivo (ver Seccion 10).

5.6.3 Coloraciéon hematoxilina férrica de Delafield

5.6.3.1 Utilidad

Se usa en casos de céstodes y trematodes. Permiten colorear estructuras internas de especimenes adultas o
fragmentadas del mismo.

5.6.3.2 Materiales

- Laminas portaobjetos.

- Laminillas cubreobjetos.

- Alcohol de 25%, 30%, 70%, 85% y 96%.

- Hematoxilina férrica.
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- Balsamo de Canadé o cytoseal.
- Pipeta.

- Placas Petri 150 x 100 mm.
5.6.3.3 Procedimiento

- Prepare un set de placas Petri 60 x 90 mm o 100 x 150 mm con los reactivos correspondientes,
dependiendo de los especimenes a colorear.

- Los treméatodes y céstodes fijados con formol 10% se lavan en agua corriente.

- Diluya el colorante stock de 8 a 10 gotas en agua destilada y coloque los especimenes (35 mL por placa) por
12 h.

- Lave con agua corriente y pase por agua (segundos), dependiendo del espécimen.

- Pase por alcohol 50%, 30% y 10% por 10 min en cada uno, luego por agua corriente el tiempo necesario
para sacar el exceso de colorante.

- Deshidrate en alcohol 10%, 30%, 50%, 70%, 85%, 95% y 100% cada uno por 10 min.

- Pase dos veces por xilol, monte con balsamo de Canadéa y observe al microscopio.

5.6.3.4 Observacion

La observacién de los especimenes se realiza en el microscopio o en el estereoscopio.

5.6.3.5 Resultado

Informe el nombre del parasito y su estadio evolutivo.

5. 6.4. Aclarante para helmintos

5.6.4.1. Aclarante para nematodes

Si los especimenes estan en alcohol colocarlos en el aclarante por 10-15 min, en caso contrario requieren mayor
tiempo (C4.12.3).

5.6.4.2 Otros aclarantes: xilol, tergitol, salicilato de metilo (C4.12.2.)

- Elija uno de los aclarantes (cuando aun estan en alcohol absoluto) y coloque en partes iguales en alcohol
absoluto por 5-15 min.

- Observe la diafanizacion
- Monte en balsamo de Canada o cytoseal.
5.7 Fijadores ylo conservadores

Los fijadores sirven para preservar protozoarios, sin que se modifiquen las estructuras internas, sobre todo cuando
las muestras no pueden ser procesadas inmediatamente

PAF (phenol-alcohol-formol) = FAF (fenol — alcohol — formol)

MPR-CNSP-015 Instituto Nacional de Salud



Manual de procedimientos de laboratorio para el diagnostico de los parasitos intestinales del hombre

5.7.1.1 Utilidad

Conserva las estructuras de los parasitos (trofozoitos, quistes, huevos y larvas), pudiendo incluso observarse en
semanas 0 meses (6) sin que exista deterioro alguno. Es recomendable mantener el fijador preparado en frascos
color caramelo. Ademas, permite observar el material al microscopio.

5.7.1.2 Materiales

Fijador PAF o FAF (Anexo C).

- Tionina o azure A (O’'methilene azure A) (Anexo C).

- Agua destilada.

- Hisopo.

- Tubos de centrifuga de 15 mL.

- Aplicadores.

- Triton NE.

- Eter.

- Embudo de vidrio.

- Solucion fisiologica (Anexo C).

5.7.1.3 Procedimiento

- Lg mues;nrg de heces se mezcla con el fijador en un recipiente en la proporcién 1:1 o viv. para la observacién
microscopica:

- Mezcle bien la muestra fijada en PAF y con ayuda de un embudo y una gasa doblada en un tubo de 15 mL,

cuele de 3 a 4 mL del material fijado.

- Agregue solucién salina hasta un volumen de 12 mL y centrifugue a 1800 r.p.m. por 3 min.

- Decante el sobrenadante para obtener un sedimento de 0,5 mL; si es menor, agregue de la muestra filtrada
una cantidad suficiente y vuelva a centrifugar para obtener el volumen del sedimento deseado.

- Decante el sobrenadante y complete 12 mL con solucién fisiolégica, emulsione con el aplicador y centrifugue a
1800 r.p.m. por 3 min.

- Repita el centrifugado y lave de 2 a 3 veces més.

- Agregue 2 mL de solucién fisiologica al sedimento final, emulsione y obtenga una gota del sedimento con una
pipeta Pasteur y luego coldquela en una lamina portaobjetos.

- Agregue una gota del colorante tionina o azure A, cubra con una laminilla cubreobjetos y examine al
MiCroscopio.

También puede obtenerse una muestra para la observacién microscépica, mediante el siguiente procedimiento:

- Al sedimento emulsionado y sobrante del procedimiento anterior, agregue 10 mL de solucion fisiologica y una
gota de triton NE.
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- Agregue 2 mL de éter, tape con un tapdn de jebe o de corcho, agite suavemente y destape.

- Centrifugue a 2000 r.p.m. por 3 min, decante y elimine los detritus de las paredes del tubo mediante un
aplicador cubierto de algodén.

- Agregue al sedimento 1 0 2 gotas de solucion fisiolégica, mezcle y obtenga del fondo del tubo con una pipeta
Pasteur una gota que se colocara en una lamina portaobjeto.

- Agregue una gota de colorante tionina o azure A, cubrir con una laminilla y observe al microscopio
5.7.1.4 Observacion

Observe los elementos parasitarios: el citoplasma se ve de color azul y el nucleo azul oscuro.

5.7.1.5 Resultado

Informe el nombre del parasito y su estadio evolutivo (Seccion 10).

5.7.2  PVA (Polivinil alcohol = alcohol polivinilico)

5.7.2.1 Utilidad

Fija y preserva, principalmente los trofozoitos y quistes de protozoarios, por tiempo muy prolongado sin
modificacion importante de su morfologia.

5.7.2.2 Materiales

Solucion fijadora - conservadora de PVA (Anexo C).

Aplicador.

Viales de vidrio de 3 a 4 mL.

Laminas portaobjetos.
5.7.2.3 Procedimiento

- Coloque en una lamina portaobjetos 1 0 2 mg de muestra, seque el frotis, agregue 2 0 3 gotas de PVA y
seque o guarde hasta por 3 meses para colorearlos, 0

- Agregue al frasco que contiene la muestra 1:3. Generalmente se puede preservar por meses y cuando se
considere conveniente se realizara la coloracién con Trichrome Gomori Wheatley.

5.7.3  MIF (merthiolate - yodo - formol)
5.7.3.1 Utilidad

Fija y colorea simultdneamente los quistes y huevos de parésitos, lo que permite la observacion inmediata de la
muestra.

5.7.3.2 Materiales
- Solucion MIF (Anexo C).

- Viales de vidrio de 3 a 4 mL.
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- Aplicador.
5.7.3.3 Procedimiento
- Cologue 102 mL de la soluciéon MIF en el vial con ayuda de una pipeta.

- Parala observacién microscdpica, coloque 1 0 2 mL, o su equivalente de la muestra fresca de heces, mezclar
y observar al microscopio.

5.7.3.4 Observacion
Observe los parasitos tefiidos de color amarillo oro.
5.7.3.5 Resultado

Informe el nombre del parésito y su estadio evolutivo (Seccion 10).

5.7.4  Fijadores para preservar, conservar y enviar helmintos adultos

5.7.4.1 Utilidad

Conserva ejemplares adultos para su estudio morfologico, su preservacion en museos o para contar con muestras
de referencia. Los mas usados suelen ser formol al 10%, AFA (acido acético — formol - alcohol) o SAF (acetato
sodio - acido acético - formol).

5.7.4.2 Materiales necesarios

- Formol 10% (Anexo C).

- Solucion AFA (Anexo C).

- Alcohol 70%.

- Glicerina 5%.

- Laminas portaobjetos.

- Pabilo o pesas de metal segiin modelo.

- Frascos boca ancha 150 — 200 mL.

- Placas Petri 150 x 100 mm y 240 x 200 mm.

5.7.4.3 Procedimiento

a. Coleccion y lavado de los helmintos

- Todo espécimen aislado del hospedero debe mantenerse fresco (agua o suero fisiolégico) en un frasco con
tapa.

- Los adultos colectados son lavados varias veces con solucion fisioldgica para eliminar la mucosidad y otras
sustancias adheridas al cuerpo del helminto.

- Finalmente, se lava con agua para permitir el relajamiento del paréasito
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Caliente a 55 °C, alcohol de 70%, formol 10% o AFA, para la fijacién y que los ejemplares queden estirados y
se pueda observar sus estructuras internas.

Fijacion

Para una conservacion apropiada usar formol al 10%, para céstodes y trematodes, o una mezcla de alcohol
70% para neméatodes, ambos con glicerina 5%.

Todos los frascos deben ser rotulados en papel bond y escrito con |&piz, indicando el nombre o grupo del
parasito, hospedador, localizacién, procedencia y fecha de coleccién.

Para la identificacion, en ocasiones, se requiere hacer el aclaramiento con lactofenol (Anexo C) o la mezcla de
alcohol y fenol 1:1.

Aplanamiento
Util para céstodes y tremétodes.
Se les coloca entre ldminas portaobjetos y se las ajusta con el pabilo para favorecer su aplanamiento.

Se sumerge en formol 10% o AFA de 1 a 3 dias, luego del cual se puede colorear o conservar como pieza de
museo en formol 10% y glicerina 5%.

Los trematodes como Fasciola 0 Paragonimus pueden prepararse y conservarse siguiendo los pasos dados
para los céstodes (Figura 21).

Figura 21. Fasciola hepatica adulto y Diphyllobothrium pacificum después del aplanamiento
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SECCION 6

CULTIVOS PARASITOLOGICOS
Algunos protozoos intestinales del hombre pueden ser cultivados en medios artificiales. Estos cultivos pueden
servir como complemento de otros métodos diagnésticos, con fines de ensefianza, para proveer organismos en
mayor cantidad para trabajos de investigacion y para preparar los antigenos.
Los protozoos cuyo cultivos han demostrado ser Utiles para su identificacién son Entamoeba histolytica, Giardia
lamblia y Balantidium coli, en tanto, los helmintos que pueden desarrollar parte de su ciclo evolutivo en medios
artificiales y sirven como ayuda diagnostica son Ancylostoma o Necator, Strongyloides stercoralis y
Trichostrongylus sp.
6.1 Medios de cultivo para protozoos

Los medios de cultivo para protozoos mas usados son; medio Pavlova, medio Diamond y, medio de Tanabe y Chiba
modificado para Entamoeba histolytica.

6.1.1  Medio Pavlova

6.1.1.1 Constituyentes

Fosfato acido de sodio 12 H20 8,959
Fosfato de potasio 1159
Cloruro de sodio 20,00¢
Extracto de levadura 4,00 g
Agua destilada 2750,00 mL

Adicionar:

1. 37,5 mL de suero de caballo, inactivado a 56 °C por 30 min.
2. 2,75 g de almidén de arroz estéril.

3. 1000 Ul/mL de penicilina G sodica.

4. 50-100 ug/mL de estreptomicina.

6.1.2 Medio Diamond
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6.1.2.1 Constituyentes

Trypticase BBL 2,009
Extracto de levadura DIFCO 1,00 g
Maltosa 0,509
Clorhidrato de L-cisteina 0,109
Acido ascérbico 0,029
Agar 0,059
Agua destilada 1000,00 mL

6.1.2.2 Procedimiento

- Ajuste el pH con hidréxido de sodio 1N a 6,8 — 7,0, distribuya en cada tubo 9 mL, autoclave a 120 °C por 15 min
y almacene a 4 °C hasta su uso (maximo un mes).

- Agregue a cada tubo en el momento de la siembra, 1 mL de suero sanguineo estéril, penicilina G potasica 1 000
Ul/mL y sulfato de estreptomicina 1 mg/mL.

- Lleve el registro en una ficha (Anexo G).
6.1.3  Medio de Tanabe y Chiba modificado para Entamoeba histolytica.

6.1.3.1 Constituyentes

Agar 2,009
Asparagine 2,00g
Solucién Ringer 100,00 mL

6.1.3.2 Procedimiento
- Junte los constituyentes y disuelva en bafio Maria.

- Reparta 3 mL en tubos de 15 x 150 mm, autoclave a 100 ° C por 30 minutos y deje solidificar en plano
inclinado.

- Agregue a cada tubo 0,5 a 1 mL de solucién Ringer al que se le ha afiadido previamente suero de caballo 1%.

6.1.3.3 Solucién Ringer

Cloruro de sodio 0,90¢
Cloruro de potasio 042¢g
Bicloruro de mercurio 0,034 g
Bicarbonato de sodio 0,01/0,038 ¢
Glucosa 0,1000,26 g
Agua destilada 100 mL

Autoclave a 15 libras de presion por 15 min y almacene a 4 °C hasta el momento de su uso.

6.2 Métodos de desarrollo para helmintos

6.21 Placas de agar

Este método permite incrementar la sensibilidad diagnéstica hasta 2,5 veces mas que el método de Baermann.

6.2.1.1 Constituyentes

| Agar 2,009 |
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Cloruro de sodio 0,50¢
Agua destilada 100,00 mL

6.2.1.2 Procedimiento

- Mezcle los reactivos, disuelva y autoclave.

- Reparta en placas Petri (0 en laminas portaobjetos), dependiendo de la densidad parasitaria, agregue la muestra
en el centro de la placa, incube a 37 °C de 1 a 9 dias y controle diariamente el desarrollo de larvas.

6.2.2 Agar carbon

6.2.2.1 Constituyentes

Agar 2,009
Carbén 0,50¢g
Agua destilada 1000,00 mL

6.2.2.2 Procedimiento

- Homogenice o licue y reparta en tubos de 13 x 100 mm o placas Petri 10 x 150 mm, inocule la muestra y siga el
procedimiento anterior (podria utilizar el microcultivo usando el agar en lamina portacbjeto).

6.2.2.3 Método de Harada-Mori

6.2.3.1 Utilidad

Esta técnica permite el desarrollo de huevos a estadios larvales de los nematodes lo cual posibilita su
diferenciacién morfologica. Es util, principalmente, para la obtencién de larvas rabditiformes vy filariformes de
anquilostomideos y estrongiloideos.

6.2.3.2 Materiales

- Tubos 13 x 100, 16 x 150 0 16 x 180 mm.

- Papelfiltro.

- Agua estéril 0 agua de cafio filtrada.

- Pinzacurva

- Aplicador.

- Tapon de goma o corcho.

- Parafilm o cinta adhesiva.

- Solucion fisiolégica (Anexo C).

- Alcohol 30%.

- Formalina 5%.

6.2.3.3 Procedimiento
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a. Preparacion del tubo

- Agregue al tubo 1 0 2 mL de agua destilada o solucion salina (Figura 22:1).
- Corte una tira de papel filtro de 12-15 x 1,5-2 cm, dependiendo del didmetro y tamario del tubo (Figura 22:2).
- Haga una muesca en el extremo inferior del papel filtro (Figura 22:3).

b. Extendido de la muestra

- Con el aplicador, extienda la muestra de heces (0,5 a 1 g) sobre la superficie del papel, dejando libre los
extremos.

- Coloque cuidadosamente el papel filtro dentro del tubo, evitando el contacto de las heces con el liquido (Figura
22:4).

- Tape el tubo y rotule con los datos del paciente (Figura 22:5).

- Incube a 27 °C - 37 °C por 4 a 10 gias{e-atemperatura-ambiente):

2 S U

Figura 22. Material del método de Harada Mori tubo con tapa y papel
filtro con extendido para el desarrollo de las larvas

6.2.3  Observacion

- Durante la incubacién, con ayuda de una lupa o con el microscopio (estereoscopio), se puede observar el
desarrollo de larvas en el medio liquido.

- Para estudiar las larvas se elimina el papel filtro, se toma una gota del liquido del fondo del tubo, se coloca en una
l&mina portaobjeto o lamina excavada y se observa al microscopio.

- La diferenciacion morfoldgica se hara siguiendo la clave (Anexo D y Figuras 23-25).
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- Las larvas pueden conservarse fijdndolas en alcohol 25 a 30% o formalina 5%.

Figura 23. Larvas en Ancylostoma duodenale y Necator americanus (100X) en movimiento con colorante
temporal azul de metileno

Ancylostoma/Necator ~ S. stercoralis  Trichostrongylus sp.  Rhabdlitis sp.
C C C

3

E: Esofago, I: Intestino; P: Primordio Genital y A: Ano

Figura 24. Diferenciacion de las larvas rabditiformes: Strongyloides stercoralis,
Necator/Ancylostoma, Trichostrongylus y Rhabditis sp

Strongyloides Necator Ancylostoma
stercoralis americanus duodenale
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Figura 25. Diferenciacion de las larvas filariformes: cuticula radiada, forma ovoide de la parte anterior de Necator americanus y
Ancylostoma duodenale, Strongyloides stercoralis con cola caracteristica
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6.2.4 Método de Harada - Mori modificado por Maria Beltran Fabian

6.2.4.1 Procedimiento

- La preparacion del tubo es similar al item 6.2.3.3; pero, ademas de la solucion salina 0 agua, se le adiciona al
tubo el colorante vital tionina o verde de malaquita 0,001%.

- El extendido de la muestra también es similar al item 6.2.3.3.

6.2.4.2 Observacion

Las larvas se extraen del fondo del tubo con una pipeta de transferencia y se observan coloreadas y en movimiento
(Figura 26).
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Figura 26. Larvas filariformes de Necator americanus (izq ) coloreado con tionina ; S. stercoralis verde de malaquita y (der) 100X).
Desarrollo en el método de Harada - Mori modificado

SECCION 7
EXAMEN DE SECRECIONES Y FLUIDOS
741. Esputo
7.1.1.  Utilidad
Los helmintos que realizan el ciclo de Loos suelen ocasionar sintomatologia pulmonar, y pueden encontrarse en
una muestra de esputo. Las larvas de S. stercoralis son las mas frecuentemente observadas en esputo y en las

heces.

Por la posibilidad de encontrar estos elementos parasitarios en el esputo, es necesario conocer los principales
métodos diagnosticos.

7.1.2  Materiales
7.1.2.1 Laminas portaobjetos.
7.1.2.2 Laminillas cubreobjetos.

7.1.2.3 Vaso conico o de vidrio de 150 a 200 mL.
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7.1.24 Coladera o rejilla metalica.

7.1.2.5 Pipetas de transferencia

7.1.2.6 Solucion de hidroxido de sodio 2 al 4%.

7.1.2.7 Gasa.

7.1.2.8 Microscopio optico.

7.1.3  Obtencion de la muestra

Se obtiene por expectoracion en un frasco limpio de boca ancha.

7.1.4  Strongyloides stercoralis

7.1.41 Procedimiento

- Use el método de Baermann, 5.3.4 reemplazando Unicamente la muestra de heces por la de esputo.

- Con ayuda de una pipeta Pasteur, obtenga el sedimento, coléquela en una luna de reloj o en una placa
Petri y observe con el estereoscopio o el microscopio.

7.1.4.2 Observacion

Observe las larvas en movimiento.

7.1.5 Paragonimus spp

7.1.5.1 Procedimiento: técnica AMS Il modificada (AMS = American modified service).

- Agregue al frasco con la muestra (4 a 8 mL) 20 a 30 mL de hidréxido de sodio al 2 - 4%, o &cido clorhidrico
1%y, a través de una gasa, vierta a un tubo conico de 50 mL.

- Centrifugue a 2500 r.p.m. por 5 a 10 minutos, elimine el sobrenadante, agregue hidréxido de sodio 2% o acido

clorhidrico del 3% C.3.8, al sedimento hasta llenar el tubo y deje en reposo durante 45 a 60 minutos.

- Con ayuda de una pipeta obtenga 1 0 2 gotas de sedimento, coléquelo en una luna de reloj o placa Petri y
observe con estereoscopio 0 microscopio.

7.1.5.2. Observacion

Observe huevos operculados caracterizados por presentar una cubierta externa ondulada (Figura 6).

7.2 Aspirados, secreciones o jugo duodenal

7.21  Utilidad

7.2.1.1 Los paréasitos intestinales que tiene por héabitat el duodeno, pueden encontrarse en muestras biliares,
obtenidas ya sea por sonda duodenal, por el método de la cuerda encapsulada (Enterotest) o por la

capsula de Beal.

7.2.1.2 Los parasitos intestinales que tienen por habitat el intestino grueso o delgado, también pueden obtenerse
a partir de endoscopias gastrointestinales, proctoscopias o colonoscopias.

7.2.1.3 La obtencién del contenido duodenal ha mostrado ser Util en la busqueda de Giardia lamblia, Isospora belli,

MPR-CNSP-015 Instituto Nacional de Salud



Manual de procedimientos de laboratorio para el diagnostico de los parasitos intestinales del hombre

Strongyloides stercoralis, Ancylostoma o Necator y Fasciola hepatica, cuyos adultos se localizan en el
intestino y las vias biliares respectivamente.

7.2.1.4 La obtencion de material a través de endoscopia gastrointestinal es (til en la busqueda de coccidios
intestinales, en tanto que las proctoscopias y colonoscopias sirven para la busqueda de Entamoeba
histolytica.

7.2.2 Materiales

Para realizar el método de la cuerda encapsulada es necesario:

- Cuerda encapsulada.

- Guantes.

- Vaso de bebida.

- Papel pH.

- Placas Petri o lunas de reloj.

- Laminas portaobjetos.

- Laminas de vidrio excavadas.

- Laminillas cubreobjetos.

- Microscopio binocular

Nota: la obtencién del contenido duodenal o muestra biliar por sonda, requiere la intervencién de personal médico

para la introduccion y retiro de la sonda duodenal.

7.2.3 Procedimiento

7.2.3.1 Elmétodo de la cuerda encapsulada o Enterotest requiere que el paciente esté en ayunas.

7.2.3.2 Un extremo de la cuerda se fija con una cinta adhesiva en la mejilla del paciente y se le hace deglutir la
capsula, en cuyo interior esta enrollada una cuerda de nylon, la que se va desenrollando a medida que

desciende por el estomago y el duodeno.

7.2.3.3 Alas 4 o5 horas se retira la cuerda, se puede observar que el extremo que lleg6 al duodeno esta de color
amarillo

7.2.3.4 Se exprime el extremo en una l&mina excavada o lamina portaobjeto.

7.2.3.5 El material obtenido por la sonda duodenal se deposita en un tubo de centrifuga. Una pequefia porcion se
deposita en una lamina excavada o portaobjeto.

7.24  Examen microscopico

7.24.1 Las gotas de bilis o contenido duodenal depositadas en las ldminas excavadas o [dminas portaobjetos se
observan directamente al estereoscopio 0 al microscopio y luego con tincion de lugol.

7.24.2 Al resto del contenido duodenal obtenido con sonda se le agrega una solucién de hidréxido de sodio 2%,
se trasvasa a un tubo de 13 x 100 o 15 x 150 mm, dependiendo de la cantidad, se mezcla tapando el tubo
y, por agitacion se liberan las formas parasitarias del mucus duodenal.
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7.24.3 Deje reposar durante 30 a 45 min, elimine el sobrenadante y observe el sedimento directamente o con
tincion de lugol.

7.25 Observacion

Se observa con estereoscopio 0 microscopio.

7.2.6 Resultado

Informe el nombre del parasito y su estadio evolutivo (Seccién 10).

7.3 Secrecion, fluido y contenido intestinal

El aspirado del contenido de lesiones intestinales a través de examenes endoscopicos (gastrointestinal,
proctoscopia o colonoscopia), cirugia y otros, pueden examinarse inmediatamente después de obtenido mediante

observacion directa y en ocasiones en camara de Foot 0 en microscopios de platina caliente, como es el caso de
las muestras obtenidas por proctoscopia realizadas para la busqueda de los trofozoitos de Entamoeba histolytica.

SECCION 8

DIAGNOSTICO DE Enterobius vermicularis POR EL METODO DE GRAHAM (CINTA ADHESIVA
TRANSPARENTE)

8.1 Fundamento

La hembra de Enterobius vermicularis deposita sus huevos en las méargenes del ano durante la noche. La técnica
de Graham tiene por objeto adherir estos huevos a la cinta adhesiva transparente o cinta scofch, la que se
extendera posteriormente en una l&mina portaobjeto para su observacion microscépica.

8.2 Materiales

8.2.1  Laminas portaobjetos desengrasadas.

8.2.2  Cinta adhesiva transparente o cinta scofch de 1 pulgada de ancho.

8.2.3  Solucién salina o tolueno.

8.24  Aplicador (bajalengua).

8.3 Procedimiento
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8.3.1 Extienda la cinta adhesiva transparente sobre la superficie de la lamina portaobjeto, adhiera una porcién
pequefa a ambos extremos, dejando una lengileta separar la cinta de la lamina portaobjeto cuando se va
a tomar la muestra (Figura 27).

Figura 27. Preparacion de la Iamina con cinta adhesiva transparente (a); bajalenguas (b), envuelto con papel kraft (c)

8.3.2 La obtencidn de la muestra se realiza de preferencia en la noche, 2 a 3 horas después que el paciente
(generalmente los nifios) esta dormido, o a la mafiana siguiente y sin que se haya realizado el aseo de la
region perianal.

8.3.3 El paciente debe estar inclinado exponiendo la regién glutea, se despega la cinta adhesiva levantando la
lengiieta hasta que quede expuesta la parte adherente y, con ayuda de un bajalengua, se aplica el lado
adhesivo (Figura 28 A).

8.3.4 Se adhiere la cinta haciendo toques en la region perianal en sentido horario o antihorario (Figura 28 B).

) ©

(A) (B)

Figura 28. Procedimiento de recoleccion de la muestra: A-C

8.3.5 Terminada la aplicacion, extienda la cinta adhesiva (Figura 28C) y vuelva a pégala en la lamina
portaobjeto, luego envuélvala con el papel y escriba el nombre del paciente.

8.3.6  Microscopia de las laminas

8.3.6.1 En el laboratorio, desprenda la cinta engomada del frotis perianal por un extremo, agregue solucion de
tolueno, hidréxido de sodio al 2% o solucion salina (1 o 2 gotas de la sustancia elegida) ello clarificara la
muestra y permitira una mejor observacion de los huevos o adultos de E. vermicularis. Es necesario
observar la Iamina en su totalidad.

8.3.6.2 En ocasiones, se pueden observar al microscopio, huevos de otros helmintos, principalmente huevos de
Taenia sp, Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura entre otros.
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8.4 Observacion
Observe los huevos embrionados o hembra adulta de E. vermicularis.
8.5 Resultado

Informe el nombre del parasito y su estadio evolutivo (Figura 29).

Figura 30. Enterobius vermicularis (huevos larvas) recientemente liberados, aislados del método de Graham (100X)

SECCION 9

EXAMEN DE BIOPSIAS
9.1 Biopsias del tubo digestivo

9.1.1  Las biopsias que son Utiles para la busqueda de parésitos son las obtenidas del antro pilorico, duodeno y
recto, mediante endoscopias.

9.1.2 Los paréasitos diagnosticados frecuentemente en biopsias del antro pilérico y del duodeno son: Necator
americanus, Ancylostoma duodenale, Strongyloides stercoralis y Giardia lamblia, menos frecuente es la
observacion de coccidios intestinales como Cryptosporidium'y Cyclospora.

9.1.3  Las biopsias de ulceraciones del intestino grueso muestran Entamoeba histolytica o Balantidium coli.

9.14 Las piezas operatorias que son objeto de examen histologico pueden demostrar la presencia de paréasitos
intestinales, por ejemplo: Enterobius vermicularis adultos en la luz del apéndice o Ascaris lumbricoides en
una obstruccion mecanica de intestino, vias biliares o conducto pancreético.

9.2 Recomendaciones

9.21 Labusqueda de parésitos intestinales en cortes histoldgicos obtenidos por biopsia 0 necropsia no requiere,
en general, de técnicas de coloracion especiales.
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9.2.2 La coloracion de hematoxilina-eosina es util, aunque generalmente no es posible reconocer la morfologia
del parésito, pues el corte microscopico afecta su integridad.

9.2.3 Las piezas anatomicas pueden conservarse en formol al 10% para ser usadas como piezas de museo o
muestras de referencia.
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SECCION 10

RESULTADOS

10.1  Generalidades

10.1.1  Los resultados indicaran el(los) método(s) empleado(s), el género o la especie del parasito observado y su
estadio evolutivo. La densidad parasitaria puede expresarse como el nimero de formas parasitarias
observadas por campo de microscopio con objetivo de 10Xy 40X.

10.1.2 Todo formato de respuesta de resultados debe contener los datos de identificacion: nombre, edad, sexo,
fecha, las caracteristicas organolépticas de las heces (consistencia, color, presencia de sangre y moco),
datos de la observacion microscopica (presencia de leucocitos, eritrocitos, levaduras, fibras musculares no
digeridas y parénquima de células vegetales en cantidad considerable), ya que esta informacién facilitara
un mejor diagnostico clinico.

10.1.3 Los resultados obtenidos deben registrarse en un cuaderno de registros del laboratorio. En el caso de los
laboratorios de la Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica, siguiendo las normas de control de
calidad, el 10% de las muestras deben conservarse en el fijador, siendo mensual, trimestral y anualmente
remitidas al laboratorio inmediato en jerarquia para establecer la concordancia de los resultados (Anexo F).

10.1.4 Para la vigilancia de las infecciones parasitarias establecida por el Instituto Nacional de Salud llene las
fichas correspondientes (Anexo F).

10.2  Resultado positivo

10.2.1  El informe debe contener el nombre del paciente, los agentes observados y su estadio o forma evolutiva:
quistes (q), ooquistes (0), trofozoitos (t), esporas (€), huevos (h) o larvas (l) y adultos (a).

10.2.2 Laintensidad parasitaria puede expresarse cualitativa o semicuantitativamente:

10.2.2.1 Cualitativamente

Escaso, regular o buena cantidad, segun sea el grado de facilidad o dificultad para ubicarlos.

10.2.2.2 Semicuantitativamente

Contando las formas parasitarias:

Si se observan 1 0 2 elementos en toda la Iamina, escribir el nombre del agente y su estadio evolutivo.

(+) si se observan de 2 a 5 elementos por campo microscdpico 10X o 40X; (++) si se observan de 6 a 10 elementos
por campo microscopico 10X o 40X; (+++) si se observan >10 elementos por campo microscopico 10X o 40X.

10.3  Resultado negativo

10.3.1 Se informa que no se observo quistes, trofozoitos, ni huevos de parasitos.
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10.4  Formato para entrega de resultados

PACIENTE XXHXHHKXX
ESTABLECIMIENTO  CONSULTORIO PARTICULAR
LABORATORIO ENTEROPARASITOS
ENFERMEDAD ENTEROPARASITOS
MEDICO

DOC REFEREMNCIA BOLOSEE4D

MINISTERIO DE SALUD DE PERU

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD

ORGANISMO PUBLICO EJECUTOR DEL SECTOR SALUD
“Investigar para proteger fa salud”

INFORME DE RESULTADO

FECHA DE OBTENCION DE MUESTRA  05/M052008

TIPO DE MUESTRA HECES FECHA DE RECEFCION LAB REG
CODIGO DE MUESTRA ZZ7777 FECHA DE RECEPCION EN INS (05052000
PRUEBAS
METODO DIRECTO ¥ CONCENTRACION Fecha: 050272002
Entanmios i histonglica (1) t=trafozs es

Inespretacion:

Capat Yupdngu 1400 Telefona 47 13920 Jeaws Mana Lima 11

COORD. DE LABORATORIG:
Bige, Maria Beitran Fabian

CBF 287

Fecha: 05052009

Hofa: 315 p.m.
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SECCION 11

EXAMEN DE MUESTRAS DE AGUA SUPERFICIALES PARA LA DETECCION DE PARASITOS
111 Generalidades

El andlisis parasitologico de las muestras de aguas superficiales (rios, canales o bocatomas, pozos) se realiza a
partir de botellas / frascos de agua, y mediante el uso del hisopo de gasa (Moore modificado).

11.2 Uso y elaboracién del hisopo de gasa

El hisopo de gasa es utilizado para el estudio de los parasitos en muestras de aguas superficiales (agua y desagiie)
por la facilidad en la obtencién, manejo y transporte; ademas por su sensibilidad para captar los protozoarios y
helmintos, incluyendo amebas de vida libre (AVL) y Paragonimus sp.

El hisopo se elabora con gasa de 75 x 90 ¢cm, con un peso seco de 20 g aprox. Se dobla la gasa en forma de
abanico, se coloca los extremos tratando de no quedar visibles y se sujeta a una cuerda (pabilo o nylon) de 2 m de
longitud (Fig. 31).

Figura 30. Hisopo de gasa

11.3  Obtencion de las muestras de agua con hisopo de gasa

11.3.1  Seleccionada el area de muestreo, se procede a la toma de muestra por arrastre o se deja por 24 horas, el
hisopo siempre debe permanecer sumergido en el agua tratando que no quede visible, se sujeta a un
tronco para evitar su pérdida.

11.3.2 El hisopo con la muestra de agua se coloca en una bolsa de polietileno y dentro de cajas, preferentemente
de poliestireno, para conservarlas a bajas temperaturas, de tal manera que la muestra extraida sea similar
a la composicion del agua por investigar, por un mayor tiempo sin que se altere.

11.4  Obtencion de las muestras de agua en botella o frasco

11.4.1  La obtencion de las muestras de agua consiste en la captacién de un volumen determinado (2-4 L) de
agua para su andlisis de parasitos, estas pueden ser de pozo, rio, canales, bocatomas o desagues.
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11.4.2 Para la obtencion

- Las botellas o frascos de recoleccion de volumen de 2-4 L, deben estar limpios.

- Para la extraccion requiere de otro recipiente, balde o jarra limpia por dentro y por fuera, este se colocara
con una soga y se sumergira rapidamente en el agua y regresarlo a la superficie para llenar la botella o
frasco de recoleccion.

- Rotule la muestra y haga su respectiva una ficha con los siguientes datos: lugar de muestreo, fecha, hora,
numero de muestra, temperatura y cantidad.

11.5  Procesamiento de muestras de agua en hisopos de gasa

- Pese cada hisopo muestreado, sumérjalo en un beacker con 100-250 mL de solucion salina durante 1-1%2
h, agite cada 15- 20 min para desprender todos los elementos parasitarios que estuvieran en el hisopo.

- Retire el hisopo, deje reposar por 20-30 min, elimine el sobrenadante, conserve el sedimento.

- Extraiga 20-30 mL de la muestra, coléquelo en una placa Petri, lave el sedimento 3-4 veces hasta que esté
claro, vierta en una placa ese sobrenadante luego observe con estereoscopio.

- Resuspenda en dos tubos (A 'y B), 3-5 mL de sedimento y lave el tubo A con solucion de azucar (sheather
sugar) y el tubo B con dicromato de potasio 1,5-2,5%, (método modificado de Cadwell y Cadwell) se
centrifuga durante 3-5 min para detectar protozoos y helmintos, coloque el sedimento en una lamina
portaobjetos y observe al microscopio.

11.6  Procesamiento de muestras de agua en botella/ frasco

- Mida el volumen de la muestra, registre el pH y deje en reposo.

- Filtre % partes del volumen de muestra en papel filtro y cuele el % restante a través de una gasa doblada,
se sujeta a una coladera en una copa conica de 200-300 mL y deje sedimentar.

- Enjuague el papel filtro utilizado en una placa para recuperar las formas parasitarias, elimine el liquido
filtrado y analice el sedimento.

- Resuspenda 3-5 mL de sedimento en tubos (A y B) de 15 x 150 mm, a un tubo A se agrega solucién de
azucary al tubo B se le incorpora dicromato de potasio 2,5% luego centrifugar.

- Se elimina el sobrenadante y se repite esta operacién una a dos veces. Coloque 1 a 2 gotas en ambos
lados extremos y observe con microscopio. Algoritmo B4.
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ANEXO A

PRINCIPALES PARASITOS INTESTINALES DEL HOMBRE

Tabla A1. Protozoarios: formas evolutivas de diagndstico, tipo de muestra y patogenicidad

PROTOZOARIOS
Parasitos zf)rma’s e:volutlvas para el Tipo de muestra Patogenicidad
iagnadstico
Clase Lobosea
Entamoeba histolytica Trofozoitos, quistes Heces si
Entamoeba dispar Trofozoitos, quistes Heces no
Entamoeba coli Trofozoitos, quistes Heces no
Entamoeba hartmanni Trofozoitos, quistes Heces no
Entamoeba polecki Trofozoitos, quistes Heces no
Endolimax nana Trofozoitos, quistes Heces no
lodamoeba blitschlii Trofozoitos, quistes Heces no
Blastocystis hominis Trofozoitos Heces si
Clase Zoomastigophorea
Giardia lamblia Trofozoitos, quistes Heces, contenido duodenal si
Trichomonas hominis Trofozoitos Heces no
Enteromonas hominis Trofozoitos, quistes Heces no
Retortamonas intestinalis Trofozoitos, quistes Heces no
Chilomastix mesnili Trofozoitos, quistes Heces no
Dientamoeba fragilis Trofozoitos, Heces si
Lophomonas sp Trofozoitos Fluidos si
Clase Ciliata
Balantidium coli Trofozoitos, quistes Heces si
Phylum Apicomplexa
Clase Sporozoa
Isospora belli Ooquistes Heces, contenido duodenal|si
Cryptosporidium sp. Ooquistes Heces, secreciones i
Cyclospora cayetanensis Ooquistes Heces, contenido duodenal|si
Sarcocystis (bovis-hominis,
bovis-canis, suis Esporoquiste Heces i
lhominis=Isospora hominis)
Phylum Microspora
Microsporidios
Enterocytozoon bieneusi Esporas Heces si
Encephalitozoon spp. Esporas Heces si
Pleistophora Esporas Heces, fluidos si
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Protozoarios intestinales: amebas

e s » -
Figura A1.1. Entamoeba histolytica con1,  Figura A1.2. Trofozoito de Entamoeba
2y 4 nicleos, coloracién lugol (400X) histolytica con glébulos rojos (1000X)

Figura A1.5. Entamoeba coli con

Figura A1.4. Trofozoito de Entamoeba
solucion de luaol (1000X)

histolytica con coloracion tricromica

- *
e
. 8
Figura A1.7 Quiste de Endolimax nana
con 4 nicleos con coloracion

hematoxilina férrica

Fuente: Laminas WHO 1994, Figuras A1.4, A1.7 y A1.8, fotografias originales

Figura A1.8. lodamoeba biitschlii
con coloraciéon tricromica y en
coloracion hematoxilina férrica

Figura A1.3. Trofozoito de Entamoeba
histolytica, coloracion lugol (400X)

——

Figura A1.6. Quiste de Endolimax
nana con 4 nucleos. Coloracion
lugol (izq.), Coloracion MIF (der.)

Figura. A1.9. Trofozoito de
Blastocystis hominis, Coloracion:
Azul de metileno
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Protozoarios intestinales: Flagelados, ciliados y coccidios

/ .
Figura A1.10. Quistes de Giardia Figura A1.11. Trofozoito de Giardia  Figura A1.12. Trofozoito de Gamblia

lamblia, (lugol) (400X). (1000X) lamblia, concoloracién tricromica y  (200x), Lophomonas sp 400x
hematoxilina férrica (1000x)

‘-
. B

-, 4 '

Figura A1.13. Trichomonas hominis Figura A1.14. Quistes y trofozoitos Figura A1.15. Dientamoeba fragilis,
con Colorac. tricrémica y Hem.férrica de Chilomastix mesnili, Solucién Hematoxilina férrica (1000X)
(1000x) salina (200x) y Hematoxilina férrica

(1000X)

".

Figura. A1.16. Quistes y trofozoitos de Figura. A1.17. Isospora belli en Figura A1.18.  Cryptosporidium
Balantidium coli, coloracién tricrémica coloracion Ziehl Neelsen (400X) parvum, coloracion: Ziehl-Neelsen
(100x) (1000X)
L]
L)
. v
-
o, G i B |

@\ 2 , o..
ot u’f:" |
g 1

FiguraA1.19. Cyclospora cayetanensis , Figura A1.20. Sarcocystis hominis Figura A1.21. Enterocytozoon bieneusi,
con coloracion Ziehl-Neelsen en formalina 10% coloracion Gram-chromotrope

Fuente: Laminas WHO 1994, Figuras A1.11, A1.20 y A1.21, fotografias originales.

MPR-CNSP-015 Instituto Nacional de Salud



Manual de procedimientos de laboratorio para el diagnostico de los parasitos intestinales del hombre

HELMINTOS

Formas evolutivas para el

Parasitos P Tipo de muestra Patogenicidad
diagnéstico
Phylum Nematoda
Clase Aphasmidea
Ascaris lumbricoides Adultos, juveniles, huevos Heces si
Anquilostomideos
Ancylostoma duodenale Larvas, huevos Heces si
Necator americanus Larvas, huevos Heces si
Trichuris trichiura Huevos Heces si
Capillaria philippinensis. Huevos, larvas, adultos Heces si
Clase Phasmidea
. . Adultos, huevos, larva Heces, contenido duodenal, .
Strongyloides stercoralis o S
rabditiforme esputo
Enterobius vermicularis Adulto hembra, huevos Frotis penanr:]aé,c:;sopado anal, si
Trichostrongylus sp. Huevos, larvas Heces si
Phylum Platyhelminthes
Clase Cestoda
L Fragmentos de estrdbila, . . .
Taenia solium - Heces, frotis perianal S
progétidos, huevos
. . Fragmentos de estrobila, . . .
Taenia saginata " Heces, frotis perianal S
progotidos, huevos
Diphyllobothrium pacificum Adulto, est?l?élfésroglotldos, Heces si
Dipyliium caninum Estrobila, proglohdos, capsulas Heces i
ovigeras
Hymenolepis nana Huevos Heces si
Hymenolepis diminuta Huevos Heces si
Clase Trematoda
Fasciola hepética Huevos Heces, contewdo .dluodenal, si
secrecion biliar
Para_gommus peruvianus = P. Huevos Esputo, heces S
mexicanus
Clonorchis sp Huevos Heces si
Schistosoma mansoni Huevos Heces si
Echinostoma sp. Huevos Heces si
Cotylophorum sp Huevos Heces Si
Phylum Acanthocephala
M.acrqcanthorh)'/nchus Huevos, adultos Huevos Heces, cirugias o autopsias sl
Hirudinaceus Linguatula sp. Huevos ]
Fitoparasitos
Meloidogyne sp. Huevos. larvas Heces si
Heterodera sp. Huevos, larvas Heces i?
Rhabditis sp Larvas, adultos Heces i?
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Helmintos:nemétodes
TICGITTINtvV . ~

2. '9“3.

-
- Al
Figura A2.1. Huevo fertilizado de Figura A2.2. Huevo fértil corticado Figura A2.3.Huevo infértil de
Ascaris lumbricoides de  Ascarislumbricoides  en Ascaris lumbricoides con lugol
coloracion temporal de eosina (400X)
(400X)

Figura A2.4. Ascaris lumbricoides Figura A2.5. Ascaris Figura A2.6. Meloidogyne sp.
Huevo larvado, (solucién salina) lumbricoides, Trichuris (arriba) y Enterobius vermicularis
trichiura y Ancylotoma o (abajo) en solucion salina (400X)

Necator en solucion salina

Figura A27 Enterobius Figura A28. Enterobius Figura A2.9. E. vermicularis
vermicularis Huevos con lugol, vermicularis larva en azul se Larva de emergiendo  en
fucsina y solucién salina del aprecia la forma de D (400X) tionina(400X)

método de Graham (400X)

Fuente: fotografias originales.
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Helmintos: nematodes

Figura A2.2. Ancylostoma Figura A2.3. Ancylostoma
/Necator Huevo embrionado con /Necator Huevo larvado de con
lugol) lugol

Figura A2.1. Trichostrongylus sp.
Huevo en solucion salina (400X)

Figura A2.4. Trichuris trichiura izq,  Figura A2.5. Ancylostoma duodenale,

&%%I)I(I)a"a philippinensis en lugol en solucién salina (400x) Strongyloides stercoralis (b) (400x)

Figura A2.7. Necator americanus Figura A2.8. Ancylostoma duodenale Figura A2.9. S.fuelleborni huevos en cadena y
(N) y Ancylostoma duodenale (A) (1) extremo anterior en solucién y extremo anterior larva en sol salina
larvas filariformes (200 X) salina

Fuente: Fotos originales
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Figura A2.10. Huevo de Taenia
sp., coloracion lugol (200X)

Figura  A213. Huevo de
Hymenolepis nana con solucion
lugol (200X)

Figura A2.16. Diphyllobothrium
pacificum Huevo en coloracion
lugol 55 x42.5 pm (400X)

Fuente: Fotos originales
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Figura A2.11. Huevo de Taenia sp.
Solucion salinal (400X)

Figura A214. Huevo de
Hymenolepis  diminuta  con
solucion salina (400X))

)

Figura A. 2.17. Diphyllobothrium
latum. Huevos en coloracion
lugol 55 x 67 pum (400X).

Figura A2.12. Hymenolepisnana.
Huevo de en solucion salina
(400X)

-
A

- —ld
Figura  A215. Huevo de
Hymenolepis nana con solucion
de lugol (400X)

Figura A2.18. Fasciola (izq),-

Paramphistomum  (der) con
solucion  salina) note el
color(400X)

MPR-CNSP-015

Instituto Nacional de Salud
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Helmintos: platelmintos (trematodos y acantocéfalos)

Figura A2.10. Huevo de F. Figura A2.11. Huevo de Fasciola

1 iuevo Figura A2.12, Huevo
hepatica. Solucion salina (200X) hepatica con miracidium (200X)

Cotylophorum sp en solucion
salina (400X)

|

Figura A2.13. Huevo de Figura A214. Huevo de Figura A215.  Huevos de

. . . . .. Paragonimus sp en muestra de
Paragonimus  peruvianus con Clonorchis sinensis con solucion esputo (400X)
solucion salina (400X) salina (400X) P

Figura A2.16. Linguatula sp Huevo Figura A2.17. Macracanthorhynchus Figura A2.18. Macracanthorhynchus
con solucion salina (400X) hirudinaceus. Huevo, acantor por hirudinaceus. Huevo con 3 capas y
liberarse (400X) un acantor libre

Fuente: Fotos originales
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TAMANO RELATIVO DE HUEVOS DE HELMINTOS
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ANEXO B

ALGORITMOS PARA EL EXAMEN PARASITOLOGICO

ALGORITMO B1
EXAMEN PARASITOLOGICO
|. Observacion macroscopica: Heces
MUCUS, Sangre, éspecimenes 1. MUESTRA Fluidos: esputo, contenido duodenal
Secrecion: biliar
T 2. METODO
. Observacion microscopica DIRECTO
3. METODOS ESPECIALES
E. histolytica Cultivo Harada-Mori  A. duodenale
G. lamblia N. americanus
Balantidium coli S. stercoralis
4. METODOS DE CONCENTRACION
|
l I
TUBO COPA o VASO
Sedimentacion| | Flotacion | |Sedmentacion Sedmentacion| | AMSIIl | | Bagrmann
por flotacion répida Fluidos
Solucion  Sheather sugar  M.Ritchie o Paragonimus ~ Paragonimus  Strongyloides
salina  Suffalodezinc  Teleman Ascaris Ancylostoma
Fasciola Balantidium
G.lamblia
E.histolytica
Cryptosporidium sp.
S.stercoralis
Ancylostoma/Necator

MPR-CNSP-015
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ALGORITMO B2

MUESTRAS FRESCAS DE HECES

B. coli

DIARREICAS LIQUIDAS
Sin moco Con moco Sin moco Con moco
Solucién salina
y lugol
Positivo | | Negativo Concentracion
por sedimentacion
G. lamblia
Cryptosporidium sp Frotis del sedimento
E. histolytica
I. belli
B. hominis
Cyclospora
S. stercoralis -
Baermann Ziehl - Neelsen | [Hematoxilina férrica | |Gram-Trichrome
S. stercoralis Cryptosporidium E.histolytica Microsporidios

MPR-CNSP-015
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ALGORITMO B3

MUESTRAS FIJADAS

PAF

MIF

FORMALINA 10%

SAF, SCHAUDINN, PVA

COLORACION

METODO
DIRECTO

METODO DE
CONCENTRACION

- Trofozoitos
- Quistes

- Ooquistes
- Huevos

- Larvas

- Esporas

- Quistes y trofozoitos de protozoarios

Hematoxilina férrica

E. hystolitica, G. lamblia

MPR-CNSP-015
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ALGORITMO B4

FLUXOGRAMA DE CONFIRMACION Y DIAGNOSTICO DE LOS PARASITOS

El centro desaludu d lud
hospital procesa las Cmgos ‘C Ta uay
muestrasm ediante ospitales <
m étodos directos y de
sedim entacionrapida

v
Enel LRR diagnostica Lab. Referencia
y envia los sedim entos < Regional (LRR) <
de lasmuestrascon su g
resultado al INS.

E1INS realizarala
confirm acion y emitira . .
i R RR. Instituto Nacional de
y este a suvez al *— Salud

centro de salud

Resultados

Informe final de
los resultados
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ALGORITMO B5
Andlisis de los parasitos en muestras de agua superficiales

MUESTRAS DE AGUA SUPERFICIALES (filtro)

PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

Botella/Frasco con Hisopo de gasa
agua 2-4 litros de agua Muestra

l l

Filtrar % muestra
Colar Y4 de muestra

Sumergir en sol. Salinaen

l

beacker

Transvasar |la muestra en copas conicas de vidrio, sedimentar 30-45
min. Lavar 2-3 veces con solucién salinacada 5 a 10 min.

l l

Resuspender 3-5mL de sed en 2 tubos 15 x150 mL

TUBO A TUBOB
Dicromato de potasio Solucién de azticar A 4
1,5-25% Lavar 2-3 veces ¢/5
l l min
Agitar y centrifugar Agitar y centrifugar \

Ester eoscopio

en placa

Microscopia Microscopia Microscopia

Puede observar huevos, quistes, ooquistes asi como huevos /larvas
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ANEXO C

PREPARACION DE REACTIVOS Y COLORANTES

C1 COLORANTES
C11 Para Protozoarios
C1.1.1 Chromotrope
Chromotrope 2R........cceeeveeiieccee e 0,60 g
\/erde Brillante........oooeeevieci e 0,304¢
Acido fosfotingStiCO...........rrvveerrriirrrinnnas 0,70¢
ACIdO ACBHCO......coivveeeieececeeeee e 1,00 mL
Agua destilada........cccovvvvrrrieeerneen, 100,00 mL
C1.1.2 May Grunwald
May Grinwald ..........ccooeeevreenierereee e 0,24 ¢
Alcohol @absolUto .......ccvveeeiieccecee e 100,00 mL
C1.1.3. Hematoxilina férrica (solucién stock)
Hematoxilina férrica..........ccovevveeeeveceeeeee e 500¢
AICONOI 95%....vviveeeerereeece et 100,00 mL

Al momento de colorear, mezclar 1 mL de la solucidn stock con 9 mL de agua destilada.

C1.1.4. Fucsina fenicada (Ziehl Neelsen modificado)
FUCSING. ...t 4009
FENO...otiicc s 8,009
AICONOI 95%0.....vveeeriee e 20,00 mL
Tween 80 0 tergitol.........coevveveevveerricrccne 1,00 mL
Agua destilada........c.cooverrrrereer 80,00 mL

Disolver la fucsina con alcohol, mezclar con fenol y adicionar agua destilada.

C1.1.5 Verde de malaquita para Cryptosporidium
Verde de malaquita............ccooevrevniinicnniennes 1,009
AICONOL 5% ... 100,00 mL
C1.1.6 Azul de metileno
Azul de metileno.........cccoevvevvvcieieceeee 1,00-140¢
Agua destilada........cccoovrierrrrceeee 100,00 mL
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C1.2 Para microsporidios
C1.2.1 Coloracién Gram
1. Cristal VIOIBta........v. e 1%
Cristal violeta o violeta de genciana...................... 1,009
Agua destilada........c.cccooovveerericcccceece 100,00 mL
2. Solucion de lugol (Yodo de Gram)
| 0o o YRR RTRPRTI 1,00 g
Yoduro de potasio..........c.ceevereeereriieesicee e 2,00g
Agua destilada..........cccccovieeeiiicccee 300,00 mL
Colocar 100 mL de agua y disolver yoduro de potasio en 30 mL de agua, agregar yodo y mezclar
hasta que se disuelva, afadir el resto de agua y almacenar en un frasco oscuro.
C1.2.2 Chromotrope 2R
Chromotrope 2R........coovccveeiiiece e 6,00 g
\/erde Drillante.....c.ovveeeeeeeeee e 0,15¢
Acido fosfotlngStico. .........cvvvvvrirreiiiririiaes 0,70¢g
Acido acético glacial............cccevveeciiiencicieiniienn, 3,009
Agua destilada........cccovvvvernicceecen, 100,00 mL
Mezclar los ingredientes cristales con &cido acético glacial, reposar por 30 minutos y agregar el
agua destilada. Tamponar con acido clorhidrico 1N pH 2,5.
C1.3 Para helmintos
C1.3.1 Carmin clorhidrico
(07 (1011 TSRS 500¢g
ACIdO ClOrhidriCO.......coveeee e 5,00 mL
AICONOI 95%.....vvereieieciesee e 200,00 mL
Agua destilada.........cccoovrierrrrceeee 100,00 mL
Triturar el carmin en un mortero y afiadir acido, alcohol de 95% y agua, dejar en reposo por una
hora y colocar la mezcla en bafio Maria por una hora. En caso de evaporacion, completar con
alcohol de 95%, dejar enfriar y filtrar.
C1.3.2 Hematoxilina Delafield
1. Solucién acuosa saturada de alumbre de amonio
Solucién de alumbre de amonio.............cccvveeeee 20,009
Agua destilada........cccooverrrneeerrree 100,00 mL
2. HematoXiling..........ccovevieei e 1,00g
Alcohol absolUO.........ccvevveiiieceeceee s 10,00 mL
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Preparar ambas soluciones (1y 2), afiadir gota a gota la solucion 1 a la solucién 2, dejar madurar
de 15 dias a un mes, filtrar y afiadir 25 mL de glicerina y 25 mL de alcohol metilico.

C1.3.3 Rojo de Congo 1%
R0jO de CONGO......vuvreicerieireierieeeeeeis 1,00 g
Agua destilada........cccccoeveeeriiiicieeceen, 100,00 mL
C1.34 Tionina
TIONING. vt 10,00 mg
Agua destilada..........ccccovreeeiiiecee e 100,00 mL
C1.35 Azure A
Azure A (O'methylene azure)...........cccocovvreeenee 10,00 mg
Agua destilada.........ccccovvvviiiinnrieinieiiir 80,00 mL
C1.3.6 Verde de malaquita con solucion glicerinada (método de Kato Katz)
Glicerina comercial...........ccovevvveeerieeiieeiinenns 100,00 mL
Agua destilada.........cccovrvvviiniiiiice 100,00 mL
Verde de Malaquita 0.3%......c..cocvevererirvreeennnn. 1,00 mL
C1.3.7 Eosina 1%
1. BOSINAY oo 1,00¢
Agua destilada.........ccocovvvrviennnririniiiiier 20,00 mL
AICONOl 95%......cveeeveeiieeeee e 80,00 mL

Disolver la eosina Y en agua destilada y adicionar el alcohol.

2. Solucién colorante stock de eosina
Solucion de e0SiNa........cccevevveiveeeee e 10,00 mL
AICONOI BOY0 .ot 70,00 mL
C2. COLORANTES VITALES C2.1

Para protozoarios

ROJO NEULTO ..o 0,1%
Verde Drillante .....oovveeeeeieeeeeeeeeee e 0,1%
Azul de cresil brillante .........c.coooveeeeeeeeeeeeeee, 0,2%

Diluir en solucion salina cada uno en forma separada.

C2.2 Para helmintos
Azul de cresil brillante ... 0,02%
Azul de MELIENO .......coeevveiciceee e 0,02%
ROJO NEULIO ... 0,02%

Diluir en solucion salina cada uno en forma separada.
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C3 FIJADORES O CONSERVADORES

C341 PAF o FAF
FENOL. ..o 20,00 g 0 23,00 mL
Suero fisiolagiCo.......c.vvevererieereeeies 825,00 mL
AICONOl 95%......coeieciiiiicece s 125,00 mL
Formaldehido...........ccovvveveeiicicei e, 50,00 mL

Mezclar los ingredientes y repartir en frascos con tapa de 10 a 20 mL.

C3.2 PVA
Alcohol polivinilico.........cccceeevecrceeeecceen, 5,00 gr
Solucion 1:
Acido acético glacial.........cccevvvrvrereriicceeeiennnns 5,00 mL
GlCEIOL....cveecee et 1,50 mL
Solucién Schaudinn........cooveevveeeeeeeeeeeee e 93,50 mL
Solucién 2 (Solucion Schaudinn):
Bicloruro de mercurio 8%, 20,00 mL
Acido acético glacial 5%.........c.cevrierririnienns 1,50 mL
Alcohol etilico 95%......cccvvveivvvciieeeeiesn, 10,00 mL
C3.3 MIF
Solucion A:
€11 1o7=Y (o] IR 5,00 mL
Agua destilada..........ccccvvvniiniine, 200,00 mL
Merthiolate N.° 99 Lilly 1:100........cccccevvvrevenee. 200,00 mL
Formaldehido........ccoveveeeeieeieeeeeeeee e 25,00 mL
Solucién B:
YOUO. ..o 5,00 g
loduro de potasio.........cccvvevrreverisceeeeeeeeeeens 10,00 g
Agua destilada..........ccccvvnirniire 100,00 mL

Agregar a cada gramo de heces 9,40 mL de solucién Ay 0,60 mL de solucion B

C34 AFA
Formaldehido 37 / 40%.......c.cccoovevveeviireerennne, 10,00 mL
AICONOL 5% 50,00 mL
Acido acético glacial...........cccovevrieirriniriininns 5,00 mL
Agua destilada........cccoovvrrrneereeeeen 45,00 mL
C3.5 SAF
Acetato de SOdI0.........ccvvvrrrernrrirriiinne 15,00 ¢
Acido acético glacial.........c.cocoerrrrninrnninene, 20,00 mL
FOrMOL....ovviviei et 40,00 mL
Agua destilada........cccccovrierrrrieeeee 925,00 mL
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C3.6 Formol al 10%

1. Formaldehido (40%).......c.ccovvereriererrireiinnne, 100,00 mL
Agua destilada..........ccccovieeeiiiiiceee 900,00 mL

2. Formalina 10%
Formaldehido........cooooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeean, 10,0 mL
Solucién salina 0,85%........cccoceevrveviiicniee, 90,00 mL
PBS 0,01 MpH 7,2

C3.7 Solucion Schaudinn igual que solucién 2 C 3.2
Bicloruro de mercurio 6% 0 2 vol................... 20,00 mL
Alcohol 96%.0 1 VOL...coooveieivcceieeee e 10,00 mL
Acido acético glacial 5%......c.cccccvrvrvrrrrirnnn. 1,50 mL

C3.8 American modified service (AMS lll) para muestras de secreciones o fluidos
Solucion A (Acido clorhidrico).............ooevvveeenne... 3,00 mL
Agua destilada........cccccevvieeeniriceeee 100,00 mL
Solucion B (hidroxido de sodio)................... 204,009
Agua destilada.........ccccovrvviiiniirieiiiiiree 100,00 mL

Mezclar la solucion Ay B viv y agregar e mL de éter.

Podria usar también en forma separada.
C3.9 Otros fijadores para larvas de Strongyloides, Ancylostoma o Necator
C3.9.1 Solucién de picromato. Bouin

Solucién acuosa saturada de acido picrico......30,00 mL

Formaldehido (37%).........ccccnuvervenisrrenisnrrinnnns 10,00 mL
Acido acético glacial.........ccccevrervieiireniniriiiierinnnn, 2,00 mL
C3.9.2 Eorma/dehido ..................................................... 5,00 mL
Acido acético glacial.........ccccevrervrrrniririirisirinn, 2,00 mL
Solucion saling 0,85%.......ccccevvveevvveeereieenne, 93,00 mL
C4 SOLUCIONES
C41 Suero fisiolégico
Cloruro de sodio.........ccovevreeeeeeiiseeese e 8,50 ¢
Agua destilada...........cccoverninnier, 1000,00 mL
C4.2 Solucion de sulfato de zinc
Sulfato de ZiNC........ccveveveceeeceeee s 333,30 ¢
Agua destilada...........cocvrerinniinn, 1000,00 mL

Mezclar hasta la completa dilucidn del sulfato de Zinc y medir la densidad de la solucién, la que
debe ser 1,180.
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C4.3 Solucién de lugol
Yodo MELAlICO......ccvveecieee e 1,00 g
Yoduro de potasio........ccccveveeerveercrcresne e, 2,00g
Agua destilada..........ccccovvveeeiiiicee e 100,00 mL

Triturar juntos el yodo y yoduro en un mortero, afiadir agua poco a poco y mover lentamente hasta
su disolucién, afiadir el resto de agua y conservar en un frasco color ambar.

C4.4 Solucion de Sheather Sugar
Sacarosa 0 azlcar blanca..........cccccoveeeveeveeenn. 500,00 ¢
Agua destilada........cccccevvrennnrieeeee 320,00 mL
Formol (0 fenol)...........cccoeevievenennn. 10,00 mL (6,00 mL)
C4.5 Solucion saturada de azucar
Sacarosa (azucar rubia).........co.cceevrievrieirininnns 500,00 g
Agua destilada.........ccoovvvrviininiiiiiinire 500,00 mL
Formaldehido 40% .......cccoevvveeeviiiecicicea, 10,00 mL
C4.6 Solucion mordiente
Sulfato de fierro y amonio..........ccccevvieceeiiienes 4,00g
Agua destilada........cccccevvveenniieceeenes 100,00 mL
C4.7 Solucion de salicilato de metilo
C4.8 Solucion de alcohol-acido 16 3%
Acido clorhidrico concentrado \ etanol al 96%....................... TmN99mLo
Acido clorhidrico concentrado \ etanol al 96%....................... 3mh\97 mL
C4.9 Solucion de hidréxido de sodio
Hidroxido de SOMI0..........veveeveveeeeeee e s se e 4,00¢
Agua destilada.........ccccevveennnicceesn 100,00 mL
C4.10 Tintura de yodo (solucion madre)
0L [0 TP 5,00g
Yoduro de potasio............cceevvrererererennnan. 3,00 g 07,00 mL
AICONO! 95%0....eeeeeeeeeeeeeeeeeree et 20,00 mL
Agua destilada........ccccovrrrrrnee, 7,00 mL

Diluir el yoduro de potasio en 10mL de alcohol, afiadir agua a los cristales restantes.

C4.11 Buffer fosfato (PBS) 0.01 M pH 7.2
Na2HP0412 H20........ccniieiriecreeeeeeee 26049
Na Na2P04 H20.........cccoreiiricirieeeeeeeene 0,389
NACH ... 8,38¢
Completar el agua a........cccoveeveeevnereirinnnenees 1000,00 mL
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C4.12 Solucién para aclarar helmintos
C4.12.1 Lactofenol de Aman
ACIAO TENICO (G) v 1,00 g
ACIdO [ACHCO. ... 1,00 mL
(€1 1o7=Y T VTS 2,00 mL
Agua destilada........ccccevvierrnreee e, 1,00 mL
C4.12.2 Aclarantes: xilol, tergitol, salicilato de metilo
Elegido el aclarante, diluirlo v/v en alcohol absoluto 10-15 min, montar.
C4.123 Aclarante para nematodes
Fenol 1 vol
Alcohol 50 0 70% 1 vol
Si los especimenes estan en alcohol, caso contrario requiere mas de 15 min.
C4.13 Solucion decolorante (coloracién tricromica)
Acido acético glacial @l 1%..........ccoovvcveerveeenneee. 1,00 mL
AICONOI 90%0.....vevevcieice e 99,00 mL
C4.14 Soluciones desinfectantes
C4.14.1 Solucién sulfocrémica
Bicromato de potasio...........c.cccurreinriennniinnn. 100,00 ¢
ACIAO SUIfUMCO. .....coveeeeceeeeeeee e 100,00 mL
Agua destilada........ccccovrvreenniercnes 1000,00 mL
Disolver el bicromato de potasio en agua destilada sobre un recipiente conteniendo agua de cafio
para enfriar, afiadir el acido poco a poco y agitar continuamente. Nunca afadir agua al acido.
C4.14.2 Hipoclorito de sodio
Cojin de lgjia......cceeereviiceircececce e 1,00 unidad
AQUAL..o et 1000,00 mL
C4.14.3 Fenol 3-5% (diluido en agua)
FENOL.....oce et 3,0005,009
AQUA. ..o 100 mL
C5. MEDICAMENTOS O PRODUCTOS QUE NO DEBEN INGERIRSE PREVIO AL EXAMEN
PARASITOLOGICO
C5.1 Antibiéticos.
C5.2 Sulfas.
C5.3 Sales de bario (sustancias radioactivas).
C5.4 Sal de bismuto.
C5.5 Kaolin, pectina o kaopectate.
C5.6 Laxantes.
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ANEXO D

CLAVE DE IDENTIFICACION DE LOS PROTOZOARIDS [AMEBAS, FLAGELADOS) ¥ HELMINTOS

D1. CLAVE PARA LA IDENTIFICACION DE AMEBAS

[EXAMEN EN FRESCO O TINCION)
TROFTEDITE:
et | AICLE )
P i
PR HUCLEAR T0n VERSAA MUCLE RS S
CAUE WA PERIFERIC GRORATING FERFEREA
¥ i
- CROMMTRAFERIFEREACRIER - CROBATIMAMLCLERA [E
IRFECAILAR DETRELICKN REGILAR ¥ iR
- GRS VA, TENSD ¥ - CAFIDG0 PIOLERD
AL
- CITOFLASHN CONBACTERLAS, - CTCPLAS e FIMAVENTE

LEVADURAS HOERDAL YHD GRAMILAR l—]

WU LLE O O SR HUCLED COH GARROZ0NS
CHUCHIVAL RADGLAR  GREMDC TEML GRAHULGS

ACADMATELE
I = EWgn B = BDbpr
B o= Edlm Az R
Erdaimrer are lndwroeha bive k|

1 '
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D4. CLAVE PARA LA IDENTIFICACION DE QUISTES DE FLAGELADOS INTESTINALES
(EXAMEN EN FRESCO Y CON TINCION)

FLAGELADOS
(Quistes)

FLAGELADOS CON FIBRILLAS O FLAGELOS DENTRO DEL QUISTE

! '

Apariencia de pera Apariencia de limén Forma ovoide
(1 nucleo) (1 nicleo) Membrana fina
X = 47pm X = 59um
R = 49pum R = 49pum
Retortamonas intestinalis Chilomastix mesnili ¢ ‘
1 - 4 nicleos 2 - 4 nicleos
generalmente 2 a un extremo
4%
L X = 28um 8 = 1012pm
R = 410pm R = 8-19 um
Enteromonas hominis Giardia lamblia
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D5.

D6.

1.a

1b
2.a

2.b
3.a

3.b

CLAVE PARA LA IDENTIFICACION DE HUEVOS DE HELMINTOS

Huevo no operculado, esférico, con 6 ganchos, emMbBrioNAOS ............ccccicviciniierce e b
HUEVO SEMEJANTE @l TE ...t a bbb s e s s bbbt s st s e e e nnn s nna e
IO LoV RET=T o= = To [T TTTTRPP P TTTN c
HUEVOS €N PAGUELES 12 0 MAS .....ouviiiceiicieeees ettt nnas Dipylidium caninum
Huevo de membrana gruesa con radiaciones conteniendo embridn con ganchos............coeereeereneeeneneenns Taenia spp
Huevo de membrana fina, separado del embri6foro por una matriz gelatinosa...........ccccvveeriiceiiiessece e d
Filamentos ocupa el espacio entre el embridforo y la membrana externa............ccccocceevicrcccnsienennn. Hymenolepis hana
Sin filamentos entre el embriéforo y [a membrana eXtema ...........c.ccvvceiniiceiseceeee s H. diminuta
HUBVO OPEICUIAAO ...ttt e e s e85 e e ee s e s e ee et e s s e f
HUBVO NO OPETCUIAAO ...ttt j
Huevo < 35mm Clonorchis, Opistorchis, Heterophyes, MEtagONIMUS .............ccccucevevrvierereesisiesssisisisissessssssssssesssssessaens
IO T 1 o TR g
HUBVO 38-45 MM ... bbbt Dicrocoelium
U0 T o]0 o TSRS h
Huevo con OpErcuUl0 SODIESAIIENTE ...........ceuieriiiriiieiri e Paragonimus
HUeVO Sin OPErCUIO SODIESANIENTE .......c.vuvriiieiireiriirici et i
HUBVO > 85 MM ..ottt st Fasciola, Fasciolopsis, Echinostoma
HUBVO < 75 MM ettt b bbb bbbt s bbbt t s Diphyllobothrium
HUBVO > 75 COM ESPINA ..vuevereiieieeeieiet ettt bbbt bbbttt k
HUBVO < 75 SIN ESPINA 1.vucvuieeieiseiie ettt s bbb m
ESPING tEIMINGL .......ceiieicee e Schistosoma haematobium
ESPING POSIEIMINGL .....ocvcteiii ettt b bbb e e R bbbttt e e aea et et n e |
Espina lateral iINCONSPICUA 0 QUSENTE .......c.cuviiiiiiccee et S. japonicum
Espina [ateral PrOMINENTE ...ttt S.mansoni
Huevo con gruesa membrana y Mamelonada ..o sseeees A. lumbricoides
Huevo sin la membrana MamelOnNada...........coieurrrririerieerees st sess et s st es s s eens n
Huevo con apariencia de barril con dos tapones OPEICUIAIES .........ccvuiueierriiii i 0
Huevo sin la apariencia de barril, SiN OPEICUIDS..........ccueueiiiiiriciicccce e ae e p
MEMDIana NO ESHHIAGE ..........ou vt Trichuris trichiura
Membrana frecuentemente ESIHATA. ...........criiirir s Capillaria sp
HUEVO Plan0 €N UN 1200 ........veiiiciccc s Enterobius vermicularis
HUBVO SIMETICO ...ttt bbbt b bbbt q
Huevo grande Con @ire €N EXIIEIMOS .........ceureiieuricirireeieisieie et Heterodera, Meloidogyne
HUEVO SiN glODUIOS POIAIES (BIME) ......vuiveeiceeieciets ettt sttt r
Huevo con blastomeros, de extremos redondeados 56-76 IM ..........ccccevevevireeeieeeieseseereeeeee s Ancylostoma o Necator
Huevo con numerosos blastomeros, un extremo mas o menos afilado

A8 73795 TM .ot E bR R s Trichostrongylus sp

CLAVE PARA LA IDENTIFICACION DE ESPECIES DE LARVAS INFECTANTES DESARROLLADAS A PARTIR
DE MATERIA FECAL HUMANA

Esdfago casi igual a la longitud total del cuerpo. Cuerpo corto y delgado, mide cerca de 0,5 mm de longitud, cola de

extremo romo Yy @ VECes BIfUrCaAO ......cvuieieriuriericie et Strongyloides stercoralis
Esdéfago cerca de la longitud total del cuerpo, més grande 0 mas extendido ..........cooeericrrieenesneece e 2
El cuerpo méas grande entre las 4 especies, cerca de 0,75 mm, la luz intestinal no es recta, sino en zig- zag; extremo de
la cola (no de la envoltura) redondeado y como una Perilla .........cocveuvenieineenenencene e Trichostrongylus orientalis
Cuerpo mas corto y luz intestinal recta, cola con extremos afilados ..........coueriirrriience e 3

Cuerpo corto y extendido, en forma de huso; mide cerca de 0,59 mm vy la envoltura cerca de 0,66 mm de longitud,
cabeza redondeada, los estiletes de igual grosor y mas apreciable, la porcion anterior del intestino més o menos tan
ancha como el bulbo esofégico, el primordio genital situado por delante de la mitad del intestino, la terminacion de la
cola forma un angulo més ancho con extremo afilado; envoltura claramente estriada ...........c.cocoevvirnees N. americanus
Cuerpo largo y delgado, mas o menos de forma cilindrica mide cerca de 660 mm y la envoltura cerca de 720 mm de
longitud, cabeza aplanada, estiletes de desigual grosor y poco apreciables, intestino de menor diametro que el eséfago,
el primordio genital situado detras de la porcion media del intestino, extremo terminal de la cola estrecho y alargado,
con punta menos redondeada, la envoltura no tan claramente estriada.............cccocoevvviiiiicccccc e, A. duodenale
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ANEXO E

ELEMENTOS QUE SE PUEDEN CONFUNDIR CON LOS PARASITOS INTESTINALES

En el examen microscdpico, ademés de encontrarse formas parasitarias en los fluidos, secreciones o material fecal,
se pueden encontrar elementos no parasitarios que pueden confundirse con parasitos.

E1. ELEMENTOS O CELULAS HUMANAS
E1.1 Macrofagos
Los macrofagos son células grandes, mononucleares y fagociticas, que se parecen a trofozoitos de
E. histolytica. Se deben considerar las siguientes diferencias:
Entamoeba histolytica Macrofago
a. Tamafo: 12 -60 um
- 30 - 60
(X= 20 um) wm
b. Radio del material
nuclear en relacion al 1:4 - 1:6
citoplasma 1:10 - 1:12
c. Ncleo redondeado con cariosoma Niic d d : |
central y cromatina periférica cleo grande, puede ser iregular
d. Puede tener globulos rojos, . ;
no fibras ni polimorfonucleares (PMNS) e T
. ;o Contiene cuerpos redondeados, ntcleo no
e. Nucleo casi siempre presente pued:e OhSEI’VaIPSE '
f.  Con trichrome se colorea el citoplasma Semei E i )
y el nicleo (oscuro) emejante a E. histolytica
E1.2. Neutréfilos polimorfonucleares (PMNS)
Generalmente son encontrados en casos de disenteria bacteriana o0 amebiosis. Sus diferencias son:
Entamoeba histolytica Macréfago
Tamanio: 20 um (12 - 50) (X =14 um)
Radio del material nuclear en relacion al
citoplasma 1:10 - 1:12 (trofozoito) 1:1
y 1:3 (quiste)
Nticleo redondeado con cariosoma Nicleos 2-4, conectados por una banda
central y cromatina periférica cromatica
Citoplasma granular uniforme, puede .
tener globulos rojos Citoplasma granular
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E1.3

E1.4

E1.5

E1.6

E2.

E2.1

E2.2

E2.3

E2.4

E2.5

Eosinéfilos

Estas células, generalmente redondeadas, tienen un diametro similar al de los PMNS, y se caracterizan en
las tinciones por la presencia de grandes granulos rojo purpura, ademas que suelen presentar su nucleo
segmentado (1-2).

Cristales de Charcot-Leyden

Son cristales alargados con extremos en punta, que con coloracién tricrdmica se tifien de rojo purpura.
Ellos son producto de los eosindfilos destruidos en la mucosa intestinal, son frecuentes de observarse en
laminas que contienen Entamoeba histolytica. También suelen encontrarse en muestras de esputo, como
consecuencia de la destruccién de los eosindfilos en la mucosa pulmonar.

Glébulos rojos

Los glébulos rojos tienen un didmetro de 7,5 um. Su presencia en las heces puede indicar ulceracion en el
tracto intestinal u otro problema hemorragico.

Células epiteliales

Las células epiteliales o células escamosas pueden estar presentes en las heces, mas aun si la muestra
se obtiene por sigmoidoscopia. El tamafio de estas células es semejante al de las amebas, la coloracién
es verde palido con apariencia uniforme no granular cuando se les colorea con Trichome- Gomori.
ELEMENTOS VEGETALES O ANIMALES

Levaduras

Células ovoides de 4 a 6 Im y que pueden encontrarse en forma de levaduras o hifas.

Pelos o tricomas

Los pelos de las hojas o raices podrian confundirse con larvas de nematodes (Figura E1).

Célula vegetal

Puede observarse en forma no digerida (Figuras E2-E4).

Fibra muscular no digerida

Se reconoce por las estrias (Figuras E5 y EG).

Célula coloidal o de grasa

Se tifien con yodo, pudiendo confundirse con huevos (Figura E7 y E8).

Existen otras estructuras que pueden parecerse a larvas o huevos de helmintos y que son convenientes
tenerlas en cuenta (Figuras E9-E14)
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ESTRUCTURAS SEMEJANTES A LOS PARASITOS

Figura E1. Pelos de vegetales semejantes Figura E2. Parénquima de célula vegetal
alarvas. Coloracion lugol no Digerida, en solucion de lugol

Figura E3. Vaso espiralado (solucion Figura E4. Célula vegetal de vainas, mas

salina) 0 menos homogénea, en solucion de
lugol

v . 4 3, _f
Figura E6. Fibra muscular estriada con
yodo (lugol)

Figura E7. Granulo, con yodo, Figura E8. Material vegetal semejante a
deformado al calor del microscopio. Toxocara. Coloracion lugol
Coloracion lugol

Fuente: Spencer FM, Monroe LS. The Color Atlas of Intestinal Parasites; 1961, original E8.

MPR-CNSP-015 87 Instituto Nacional de Salud



Manual de procedimientos de laboratorio para el diagnéstico de los paréasitos intestinales del hombre

- g v . .
TR0
EENCN O L il

-

'

Figura E9. Material semejante a Fasciola Figura E10. Material semejante a

hepatica, pero sin opérculos. Coloracion céstodes y estructuras larvarias.
lugol Coloracion lugol

Figura E12. Restos vegetales, filamento y grano
Figura E11. Material vegetal semejante a de polen. Coloracion lugol
capsula ovigera

.
. .
-»
Figura E13. Material vegetal semejante a Figura E14. Material semejante a Metagonimus,
Paragonimus, marrén oscuro. Coloracion lugol marrén oscuro. Coloracion lugol

Figura E15. Material vegetal en forma de vainas Figura E16. Pelo vegetal semejante a larva.
Solucién salina Coloracion lugol

Fuente: Suzuki N. Color Atlas of Human Helminth Eggs; 1968.y fotos originals E11, E12, E15 y E16.
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ANEXO F

REGISTRO DE LOS PARASITOS INTESTINALES EN EL LABORATORIO POR MES POR ANO
FICHA 1

Titulo: Registro de los parasitos intestinales en el laboratorio por mes por afio.
La identificacion del establecimiento y el afio correspondiente se escribe en la parte superior.

La ficha consta de dos partes:
Primera parte

Contiene: iniciales de los meses del afio, total anual, nimero de muestras examinadas, nimero de paciente,
ndmero de casos positivos y numero de casos negativos, con sus respectivos porcentajes.

Segunda parte

Contiene: clasificacion internacional (Cl) de los agentes responsables de las enfermedades parasitarias, nombre del
agente, registro por mes y por afio.

FICHA 2

Titulo: Registro de los parasitos intestinales en el laboratorio por mes por afio.
La identificacion del establecimiento y el afio correspondiente se escribe en la parte superior.

La ficha consta de tres partes: los grupos de paréasitos, la asociacion parasitaria y los grupos etarios.

Primera parte

Contiene: grupo de parasitos por mes del afio, nimero de muestras positivas 0 nimero de casos positivos segun
pertenezcan a los siguientes grupos: protozoarios, helmintos y protozoarios-helmintos.

Segunda parte

Contiene: monoparasitismo y multiparasitismo o la asociacion parasitaria.

Tercera parte

Contiene: distribucion segun grupos etarios de toda la poblacién en estudio. Podria considerarse incluso por sexo.
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INSTITUTO NACIONAL SALUD

CENTRO NACIONAL DE SALUD PUBLICA FICHA 1
LABORATORIO REFERENCIAL DE ENTEROPARASITOS

REGISTRO Y CONTROL MENSUAL DE LOS PARASITOS

ENE | FEB |MAR [ABR [ MAY |JUN (JUL [AGO |SET |OCT |NOV | DIC

N° MUESTRAS

N° PACIENTES

N° POSITIVOS (+)
%

N° NEGATIVOS (-)
%

Cl AGENTES:

06,1  E. histolytica
B. hominis
E.coli

07,0  Balantidium coli

07,17  Giardia lamblia

07,3  Trichomonas hominis

Lophomonas sp

07,6  Cryptosporidium sp

07,8  Cyclospora

07.2  Isospora belli

07,9  Ch. mesnili

121,1  Clonorchis sp

121,2  Paragonimus sp *

121,3  F. hepatica **

123.0 T. solium (intestinal)

123.0 Taenia sp

1234  D.pacificum

123.6  Hymenolepis nana

123.6 H.diminuta

123.8  D.caninum

126 Ancylostoma/Necator

126,0 A. duodenale

126.1  Necator americanus

127,0  A. lumbricoides

127,2  S.stercoralis

127,3  T.trichiura

1274  E.vermicularis

127,5 Capillaria sp

127.5 Capillaria philippinensis

127.6  Trichostrongylus sp

Rhabditis sp

Meloidogyne sp

Macracanthorhynchus

* Se localiza en el pulmén. ** Se localiza en el higado.

Cl = clasificacién internacional.
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INSTITUTO NACIONAL SALUD

CENTRO NACIONAL DE SALUD PUBLICA FICHA 2
LABORATORIO REFERENCIAL DE ENTEROPARASITOS

REGISTRO Y CONTROL DE MENSUAL DE LOS PARASITOS

Establecimiento Responsable
Grupo / Parasito/ Mes | ENE | FEB | MAR| ABR[MAY | JUN |JUL |AGO |SET [OCT | NOV | DIC [TOTAL

. 0
Protozoarios N

%

[v]
Helmintos N

%

, . N
Protozoarios/Helmintos

%

TOTAL N°
%

Monoparasitismo
Biparasitismo
Triparasitismo
Tetraparasitismo
Pentaparasitismo
Hexaparasitismo
Heptaparasitismo
Octaparasitismo

POR GRUPO ETARIO

0,2 - 04,9 afios
5,0 - 09,9 afios
10,0 - 14,9 afios
15,0 - 19,9 afios
20,0 - 24,9 afos
25,0 - 29,9 afos
30,0 - 34,9 afios
35,0 - 39,9 afios
40,0 - 44,9 afios
45,0 - 49,9 afios
50,0 - 54,9 afios
55,0 - 59,.9 afios
= 60 afios

El grupo etario puede agruparse de acuerdo a la poblacién en estudio
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ANEXO G
FICHA PARA EL ESTUDIO DEL CULTIVO DE Entamoeba histolytica (cepa)

PACIENE. ... Edad............... SeX0 i, NO..e
INSHEUCION. ..o DIr€CCION. .....cveeeveeeiicee e Dpto
Muestra: heces ( ) aspirado................ () tejido () Otro
Lugar y fecha.........cccoceueeiiiiecesc e,

AGENTES FECHA|FECHA[FECHA AGENTES FECHA |FECHA|FECHA|
E. histolytica D. fragilis
B. hominis G. lamblia
E. dispar Ch. mesnili
E. coli B. coli

E. nana E. hominis
E. moshkowski T. hominis

1. blitschlii R. intestinalis

CULTIVO: aislamiento primario: fecha................ MediO.....covvrrrrrne. °Coe. ESPECIES...vvirerereeeieisisi e,
SUBCULTIVO

AISLAMIENTO

Dilucion 1 2 4 16 64 1 2 4 16 64
Fecha

Fecha

Fecha

Fecha

Fecha

Fecha

Fecha
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ANEXO H
PARASITOS NO INTESTINALES: Paragonimus y Fasciola
(DISTOMATOSIS PULMONAR Y HEPATICA)
H.1 MUESTRA DE ESPUTO O SECRECION BILIAR Y MUESTRA FECAL
H.1.1 Fundamento
Se basa en la deteccion de huevos de Paragonimus y Fasciola en las muestras de esputo,

secrecion biliar y heces, segun la especie del parasito, mediante la observacién directa al
microscopio o por la concentracidn de estos por sedimentacion.

H.1.2 Materiales

H.1.2.1 Laminas portaobjetos.

H1.22 Tubos 15 x 150 mm.

H.1.2.3 Pipetas de transferencia.

H1.2.4 Vaso o copa conica.

H.1.2.5 Placa Petri.

H.1.2.6 Solucién de hidréxido de sodio 2 al 4%.

H1.27 Agua destilada.

H.1.2.8 Aplicadores o0 1/3 de bajalenguas.

H1.3 Obtencion de la muestra

H.1.3.1 Muestra de esputo

a. La muestra se obtiene del paciente con tos persistente.
b. Colectar la muestra en un frasco de boca ancha después de un esfuerzo de tos (4 a 8 mL,

aproximadamente). Se prefiere la expectoracion de 24 horas.
H1.3.2 Muestra de heces

Colectar la muestra en un frasco de boca ancha (3 a 8 g aproximadamente).
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H.1.3.3

H.1.4

H.1.4.1

H.14.2

H.1.5

H.1.5.1

H.1.5.2

H.1.6

H.1.6.1

H.1.6.2

MPR-CNSP-015

Muestra de secrecion biliar

Colectar la muestra en un frasco o tubo limpio.

Conservacion de la muestra

La muestra se conserva en un lugar con poca iluminacién hasta el momento de efectuar el examen
parasitoldgico.

Si no es posible realizar el examen inmediatamente o va a demorar mas de dos dias en llegar al
laboratorio, agregar el liquido fijador conservador PAF o formalina al 10% en proporcién 1:2 6 1:3.

Procedimiento

Método directo

Tratar las muestras de heces o de esputo segun lo descrito en las secciones 3 y 5. La observacion
al microscopio se realizara primero a menor aumento (10X) y luego a 40X.

Método de concentracion

b.

Muestra de esputo o secrecion biliar

Agregar una solucion de hidroxido de sodio 2% al frasco que contiene la muestra y
homogenizar.

Pasar a través de una gasa a un tubo de ensayo de 15 x 150 mm o tubo coénico de 50 mL,
centrifugar durante 10 min a 2000 r.p.m. o dejar reposar de 1 a 2 h si no se cuenta con
centrifuga.

Eliminar el sobrenadante y adicionar hidroxido de sodio 2%, dejar en reposo de 90 a 120
minutos.

Obtener el sedimento con ayuda de una pipeta, colocarlo en una lamina y observar al
microscopio.

Muestra de heces

Realizar el procedimiento segun al item 5.3.

Observacion

Observar huevos operculados, de color marrdén oscuro, tanto de Paragonimus peruvianus
(= Paragonimus mexicanus) como de Fasciola hepatica, siendo estos ultimos de mayor tamafio y
Paramphistomum sp son incoloros..

En caso que tuviera problemas con el diagnostico, enviar la muestra al Laboratorio de
Enteroparéasitos del Centro Nacional de Salud Publica - Instituto Nacional de Salud para su
confirmacion.
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ANEXO ||

MICROMETRIA

El tamafio de los parasitos es muy importante como parte de la identificacion de sus formas evolutivas, la
micrometria es el método que se usa para la medicién de los parasitos microscopicos y hace uso de un ocular
micrométrico y una lamina patron.

El ocular micrométrico, es una luna circular marcada con una linea con divisiones de 50 a 100 unidades, con que
se mide a los parasitos, estas divisiones tendran valores diferentes dependiendo de los objetivos a utilizar.

La lamina patrén es una lamina de vidrio del tamafio de una lamina portaobjetos, que en su parte central tiene
grabada una linea con escala conocida en divisiones de 0,1 a 0,01 mm y servira para dar valor a cada unidad del
ocular micrométrico segun el objetivo a utilizar, por lo que es necesario calcular los valores de unidades del ocular
micrométrico con cada objetivo.

Calibracion del microscopio usando un ocular micrométrico

Procedimiento de calibracion

Colocar el ocular micrométrico en el ocular del microscopio

Sobre la superficie de la mesa de platino del microscopio colocar la lamina patrén, hacer coincidir ambas

numeraciones (ocular micrométrico y la lamina patrén) primero a menor aumento (10x) y luego a mayor

aumento, (40x y 100x).

Enfocar el microscopio para poder ver las lineas de la lamina patron.

Hacer coincidir la linea 0 del ocular micrométrico y de la l&mina patrén (figura 30).

5. Cuando estas dos lineas coinciden, determinar cuantas lineas estan coincidiendo entre si, tratando de
encontrarlas lo mas alejado hacia la derecha (varia segun el objetivo utilizado).

6. Contar el numero de divisiones en la linea del ocular que hay entre 0 y las lineas coincidentes, de la lamina
patron y las divisiones de 0,1 mm que hay entre el 0 y las lineas coincidentes a la derecha.

7. Calcular la porcién del ocular micrométrico, como en la figura 30 y el nimero de milimetros.

N —

o

Ejemplo: Unidades del ocular micrométrico 33 igual a 0,22

1 unidad del ocular = 0,22mm lamina patron - () nes mm

33ocular micrométrico
=0,0066 mm x 10m/1,000 mm = 6,6 um del aumento calibrado
Resulta una unidad de ocular micrométrico es equivalente a 6,6 um
8. Cuando ya ha sido calibrado cada objetivo no se pueden cambiar ni el ocular ni los objetivos, ni intercambiar
con otros oculares u objetivos. Se debe calibrar de nuevo.

Puede preparar su tabla de calibracién para cada microscopio:
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Medicion
(unidades) Objetivos
10X 40X 100X
1 6,6 24 1
2 13,2 48 2
3 19,8 72 3
4 20 4 aa A

Ocular micrométrico

Lamina patron

Figura 30. Calibracion del microscopio con el ocular micrométrico (en la escala superior) y la lamina patron
en la escala inferior. Coinciden en 33 y 0,22 mm respectivamente
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