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INTRODUCCION

La gran mayorfa de las enfermedades parasitarias que se conocen -
desde la antigedad no han logrado ser errad icadas, a diferencia de otros mu-
chos padec imientos infecciosos, por la ignorancia, negligencia e indiferencia
humanas que han impedido la visualizacién del grave problema que constituyen.
Es por &sto que el e studiante de cualquier carrera paraméd ica estd en el de--
ber de conocer la s alarmantes éonsecuencias que acarrean las parasitosis no -
s&lo dentro del & mbito nacional, sino mundial.

El pre sente trabajo es un humilde intento de transmitir a las futu--
ras generaciones estudiantiles la importancia de la Parasitologfa como parte -
de la Patologfa que mina especf{ficamente a nuestro pueblo. Reconocemos que
dista mucho de ser perfecto, pero consideramo s que €s un auxiliar convenien_
te en la introd uccién al conocimiento de las técnicas de diagnéstico parasito-
l8gico, tan importantes en la formaci%n de un profesional de nuestra especia-
lidad en un pafs en el que este tipo ce enferme dades constituyen un gravfsi-
mo problema de Salud Piblica.

Sabemos que el trabajo de laboratorio es una parte inseparable --
del curso tedrico de Parasitologfa. Su correcta eje cucifn es importante para -
el aprendizaje no sélo de técnicas habituales, sino de fundamentos y princi--
pios b&sicos que contribuyen a la integracién de una base cientffica sélida jun
to con l-s conocimientos derivados de las clases te’rica s,

Las pré&cticas que hemos elegido para ¢ onstituir este Manual crres



ponden en su mayorfa a las que de manera cldsica se realizan en las escue—
las profesionales del pafs. Bésicamente las podemos dividir en tres grupos:
a).- Pr&cticas Generales que se refieren a los conocimientos esenciales —
para el pos terior tra bajo en un laboratorio de Parasitologfa.
b).- Pr&cticas Especiales en las que se hace mencién de los principales mé-
todos diagnésticos para las dive rsas parasitosis y que incluyen algunos de -
reciente utiliz acién.
é) .- Pr&cticas optativas en las que si bien se incluyen técnicas interesantes
consideramos que no podrén ser directamente aplic ables en un laboratorio de -
ensefianza por el tipo de material que req uieren. De cua lquier manera consti-
tuyen un supleme nto a las pr4cticas ante s descritas.

Cada una de las précticas que integran el Manual est8 compuesta -
por:

Objetivo

2
.
i

Introdu ccidn

g
i

Material y equipo

G2 8
.
1

d).- Técnica
e) .- Preguntas
f). - Referencias ‘Bibliogr&ficas
de tal manexia gue una vez que se ha establecido la finalidad de la préctica, se

da un pequefo panorama del tema a tratar para pasar después propiamente a —

la parte técnica. Como complemento de todo &sto, se han inclufdo una serie -



de preguntas que creemés permitirdn a los alumnos un mejor y més sencillo —
estudio, porque enfocan los aspectos m&s importantes del asunto central. -—
Estas preguntas podrén ser utilizadas a conveniencia del maestro como medio
de evaluar el aprendizaje de los alumnos, para lo cual ser8n contestadas en
el mismo Manual o en hojas anexas a &ste. Por fltimo, cabe sefialar que tam_
bi&n se han incluido algunas fotograffas e ilustrac iones, con el ffn primor —

dial de hacerlo m&s ameno y did &ctico.

El total de précticas del Manual es de treinta, pero debido a la -
duracién efectiva de lo s semestres creemos que s6lo se realizar8n unas —
veinticuatro si se trabaja una préctica por sesién (2.5 hrs.).

Este Manual, si bien no serd de divulgacién general, contiene —
los elementos neces arios para que el estudiante que lo utilice encuentre en -
&1 el incentivo fundamental para prqseguir sus estudios sobre uno de los as—
pectos m&s relevantes para la sociedad que lo form# y en la que va a desa-

rrollarse.



REGLAMENTO. DEL LABORATORIO DE PARASITOLOGIA

Se refiere b4sicamente al comportamien to que deberd observar el --
alumno dentro del la boratorio, para que junto con el Manual logre un mejor apro_
vechamiento del curso.

1.- El alumno deberd presentarse puntualmente al laboratério. Se darén 10 min. -
de tolerancia y se pasar8 lis ta para tener una relacién de asistencias.

2.- Tanto los maestros como los alumnos deberdn usar bata blanca.

3.- Como el Manual de Pr&cticas se proporcionard desde la primera sesifn, los
alumnos debe rén te ner conocimiento de la préctica correspondiente al pre--
sentarse al laboratorio.

4.- Cada alumno lle varé el material nece sario para efectuar la pr&ctica que no
pueda proporcion8rsele en el laboratorio.

5.- Estard absolutamente pr_hibido salir del laboratorio durante la préctica asf
como fumar, beber o c omer dentro del mismo.

6.- Mantener las mesa s de trabajo limpias y despejadas, evitando colocar li--
bros o ropa sobre ellas.

7 .- Al terminar la pr&ctica, los alumnos deberdn limpiar y colocar en su lugar -
el material proporcionado por el laboratorio.

8.- Los alumnos debérén lavarse bien las manos con agua y jab&n antes de ca-

lir del laboratorio.
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Pr&ctica Nfim. 1

MEDICION, OBSERVACION DE AGUA DE CHARCO Y DE PREPARACIONES FIJAS

DE DIVERSOS PROTOZOOS INTESTINALES.

OB JETIVO

Aprender la técnica de medicién, asf como la identificacién de mi-

croorganismos de vida libre y de los principales protozoos pardsitos intestina-

les.
INTRODUCCION

La determinacién del tamafio en la iden tificacién de estructuras mi-
crosc8picas es sumame nte importante porque cons tituye una caracterfstica di-
ferenclal de los mismos. En base a ello es posible reconocer especies de pro-
tozoos quistes, huevos de uncinarias e incluso microfilarias, cuandc se realiza
un estudio morfol8gico detallado de ellas .

Los protozoos son seres un icelulares, en su mayorfa microscédpicos, -
que comprenden un gran némero de especies entre las que se encuentran organis-
mos de vida libre y pardsitos. Dentro de estos tiltimos se encuentran muchos --
protozoos que viven en el tracto intestinal humano. Algunos de ellos son sapr--
bios, mientras que otros s»n capaces de causar graves dafios al huésped. El —--
hallazgo de &stos en la materia fecal de un paciente indican que dicho organis-
mo se halla parasita ﬁdo al huésped, y muchas veces éste tiene molestias suges.
tivas de dicha‘ parasito sis. Casi todos los protozoos entéricos tienen distribu--
cién cosm, polita y su incidencia estard determinada por el clima y las condicio

nes de vida, dieta y hébitos sanitarios propios de la poblaci’n.



En nuestro medio las parasito sis in testinale s causadas por proto
zoos tienen gran importancia s-cioeconémica y en Salud Pfiblica por la eleva-
da prevalencia e incidencia con la que se encuentran en la pobl acién general.
De ahf que el clfnico deba aprender a recono cer cuando menos los pardsitos -

prevalentes para poder establecer el trata miento correcto.

Los protozoos que con m&s fre cuenc ia se encuentran en la materia

fecal son: Entamoeba histolytica , Entamo eba coli, Endolimax nana, Giardia -

lamblia, Balantid ium coli, Dientamoeba fragilis, Trichomonas hominis. Estos

pueden recono cerse al realizar observacione s dire ctas tefiidas con lugnl o -
mediante otras té cnicas, entre las que destacan: hematoxilina-eosina, hema_

toxilina fé&rrica, Gomori, etc.

MATERIAL Y EQUIPO
Microscopio comp uesto
Ocular micromé&trico y micrémetro objetivo.
Pipetas Pasteur (2).
Partaobjetos (4) .
Colorante Rojo Ne utro.
Agua de charco.

Preparaciones fijas de: E. his tolytica, E. coli, G. lamblia, I. butschlii, -

o hominis, B. coli.

—




TECNICA
A) .- CALIBRACION DEL MICROSCOPIO.

1.- Colocar el micréme tro objetivo y enfocarlo con el objetivo seco débil.

2 .- Substituir con el ocular micrométrico el ocu lar normal. Enfocar las esca--
las y hacerlas coincidir e ;actamente en una lfnea, de preferencia el cero.

3.- Determinar el nfimero de espacios que abarcan a partir de este punto —---
coincidente hasta el sitio en qué ambas e scalas vuelvan a corresponder.

4 .- Dividir el nfmero d e espacios del micr8metro objetivo entre el ndmero de -
espacios del ocular microm&trico, multiplicar el resuitado por 10, lo que corres
ponde al coeficiente micromé{rico expresado en micras. Este serd aplicable --
para el microscopio y ocu lar utilizados en dicha determinacién.

5.- Repetir este pro ceso para el objetivo seco fuerte y para el objetivo de in-

mersién.

B).- MEDICION.

1.- Para la medicién de una estructura micro scépica bas tard con colocar la --
preparacién deseada en lugar de 1 micrémetro objetivo, observar a cudrntos es-
pacios del ocular micro m& trico corresponde y multiplicar 8stos por el coefi--
ciente micrométrico. Se determina asf su tamafio expresa do en micras.

C).- OBSERVACION DEL AGUA DE CHARCO.

1.- Tomar una gota de agua de chérco con una pipeta Pasteur.

2.- Colocarla en un portaobjetos, cubrirla con una laminilla y observar a seco

fuerte.



3.- Poner otra gota de agua de charco en un portaobjetos, adicionarle una gota

de colorante rojo neutro, cubrir con una laminilla y proceder a su observacién -

igual que en el caso anterior.

D) .- OBSERVACION DE PREPARACIONES FIJAS .

1.- Observar al microscopio las preparacibnes proporciohadas con objetivos se
co d8bil, seco fuerte e inmersién.

2.- Anotar las medidas de tres de las estructuras proporcionadas.

PREGUNTAS

a).- i Se puede utilizar el mismo factor o coeficiente micrométrico para otro -
microscopio u ocular diferentes a los utilizados en la calibracién?

b).- ¢Por qué es importante la observacién de seres de vida libre en el agua de
charco?

c) .- De los proto zoos par8sitos intestinales observados, ¢cudl es el de mayor
tamafio y cudles son sus principales cara cterfsticas morfolégicas?

d).- ¢ Qué caracterfsticas difere nciales existen entre qu iste y trofozofto de --

Entamoeba coli y Entamoeba histolytica?

e).- Describir el ciclo de vida de Entamoeba histolytica .

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. 13, “2e, 28, 38,
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Pr&ctica Ndm. 2

PREPARACION DE F ROTIS DE PROTOZOOS. DIVERSAS TECNICAS DE TINCION,

OBJETIVO

Conocer las diferentes t&cnicas que existen para la observacién de

protozoos, asf como las tincion es que se pueden emplear en ellas.

INTRODUCCION

La t8cnica a seguir bara la observac i8n de proto zoos para8itos en -
muestras biol8gicas dependerd tanto de la localizacién del organismo como de
la naturaleza de la mue stra. De una manera general, las investigaciones de -
protozoos se pueden agrupar como:

A.- Estudio de par8ditos cavitarios:

1.- Observacién directa.- Se trata de un exa men microsc8pico de especimenes
sin tefiir, en el que se pueden observar quistes y trofozoftos de protozoarios, -
huevos y larvas de helmintos que aparecen con aspecto y color naturales. Por

ejemplo, la observacién de Trichomonas vaginalis mé&viles en exudado vaginal

afiadido de solucién salina isoténica.

2. - Tincién con lugol.- Se emplea principalmen te para e studiar las caracterfs
ticas diagn&stica s de quistes de protozoarios y huevos de helmintos, ya que -

el yodo destruye a los trofozoftos.

3.- Preparaciones permanentes con hematoxilina férrica. - Se utilizan principal
mente para el estudio de caracteres morfolégicos y diferenciales de protozoa--

rios coprozoic os.



B.- Estudio de par4sitos sangufneos. - Ex&menes microsc8picos que inclu
yen:
1.- Gota gruesa.- Es un método de concentracién que requiere necesariamente
hemolizar la muestra sangufnea. Para su observacién ‘se tifie con los coloran-
tes de Giemsa o Wright.
2.- Frotis sangufneo.:- Examen que permite una diferenc iacién morfoléyica --
de protozoos pardsitos y su reléci&n con célula s sangufneas, al tgﬁirse con -
los colorantes antes menc ionados.

C.- Improntas y biopsias.- Ex8menes practica dos en lesiones de &rganos
y tejidos para la bfisqueda de un posible age nte etiol8gico. Las biopsias pue-
den ser obter idas por exé&resis quirfrgica rﬁientras gue las improntas son sim-
ples frotié pre parados por aposicién o sea por impresién. Ambas suelen tefiir—

se con hematoxilina-eo sina para su estudio.

MATERIAL Y EQUIPO

Microscopio comp uesto Serie de alcoholes (50-96")

Vasos de Precipitado (o frascos) (12) Solucidn de sulfato aménico férri—
Portaobjetos co al 2%

Aplicadores de madera Solucién de hematoxilina él 0.5%
Lancetas de sechables : Xilol

Colorante de Giemsa B&lsamo de Canad4

Solucién Fijadora de Schaudinn Mu estra Sangufnea

Materia Fec al



TECNICA
A) .- Extensibn Sangufnea.
l.- Limpiar la yema de un dedo o el 16bulo de una oreja y puncionar con una —
lanceta desechable.
2.- Desechar la primera gota de sangre y la segunda colo.rarla en un portaobje-
tos limpio y dese ngrasado.
3.- Hacer una extensién lo suficientemente delgada como para que se lean los
caracteres de imprenta a trav&s de ella colocando otro portaobjetos en un &ngu
lo de 45° .
4,- Secar al aire.,
B) .- Gota Gruesa.
1.- Colocar en otro portaobjetos o en el e xtremo del anterior una gota de sangre
de mayor tamafio que la utilizada en la extensién sangufnea.
2.- Desfibrinar con la esquina de un portaocbjetos, aguja o aplicador de made—
ra extendi€ndola répida y homogéneaménte para formar una pelfcula de unos —
20 mm de di8metro.
3.- Secar al aire,
C).- Tincién con Giemsa.

1.- Fijar la extensién con unas gotas de alcohol etflico o metflico. Dejar ac-
tuar 2 8 3 minutos, des echar el exceso y dejar evaporar el resto. La gota grue

sa no requiere fijacién.

2.- Cubrir con el co lorante dilufdo por espacio de 20 8 30 minutos cuidando —



que la preparacié n no se seque.

3.- Lavar con agua corriente.

4.- Secar al aire.

5.- Observar a inmersién,

D).- Tincién con He ma toxilina férrica.

1.- Practicar sobre un cubreobjetos limpio, con ayuda de un aplicador de made_
ra, una extensién de materia fecal lo suficienteme nte delgada como para que -
sé lean los caracteres de imprenta a través de ella.

2.- Fijar la extensién con solucién de Schaudinn calentada a 60 por espacio -
de 5 minutos (mfnimo), sumergie ndo el cubreobjetos con la cara inferior hacia
arriba.

3.- Deshidratar en alcohol de 70° durante 2 minutos.

4,- Lavar para eliminar el fijador con solucién de alcohol de 70 yodado duran_
te 2 minutos.

5.- Pasar sucesivamente a alcoholes de 70° y de 50° dejando el cubreobjetos-
en cada uno de ellos 2 minutos.

6.- Lavar en agua destilada durante 2 minutos,

7.- Sumergir en solucién de alumbre de hierro al 2% y calentada a 40 duran--
te 2 minuto s.

3, - Lav.ar en agua corriente durante 3 minutos.

9, - Tefiir sumergiendo en solucién acuosa de nema toxilina al 0.5% durante 2 -

minutos. (A ve ces es necesario m&s tiempo hasta que la extensién se wa ne -

gra).



10.- Lavar en agua corriente durante 2 minutos.

11.- Diferenciar con solucién acuosa de alumbre de hierro al 2% frfa entre por
ta v cubreobjetos al microscopio con objeti vo seco fuerte. (Observar cuida—
dosamente la preparacién para evitar dacoloracién excesiva, durante 2-5 mi—
nutos).

12.- Lavar con agua durante 15 minutos,

13 .- Deshidratar sumergiendo él cubreobjetos suce sivamente en alcoholes de
70-80-90 y 96°, dos. minutos en cada uno de ellos.

14.~ Colocar en xilol durante § - 10 minutos.

15.- Montar el cubreobjetos en B&lsamo de Can adé.

16.- Observar a inmersién,

PREGUNTAS
a) .- Importancia diagnéstica de la gota gruesa.
b).- ¢ Qué es un mordente? Indicar en la técnica de hematoxilina cémo ac-
tda y cudl es.
c) .= ¢ Qué otros colorantes pueden emple arse para la tincién de protozoos —
sangufneos ?
d).- ¢Quétipo de pfeparaciones y tinciones se usan para la bisqueda de —
plasmodios )4 tripanosoma s?
e).- 4 Qué ex8&menes se practic an para el diagnéstico de leis hmaniasis?
REFER ENCIAS BIBLIOGRAFICAS

3, 13, 17, 26, 33,



10

Pr&ctica Nfim, 3

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO PARA DIVERSOS PROTOZOOS.

OB JETIVO

Conocer la importancia del uso de los medios de cultivo en el diag
néstico de las parasito sis causadas por protozoos, asf como la bibliograffa -

mfnima en la que se encuentra su preparacién y manipulacién.

INTRODUCCION

La t&cnica del cultivo constituye una parte sustancial del estudio -
actual de los parésitos animales, sobre todo en especies de protozoos. Se han

descrito un a gran variedad de medios para el cultivo de los mismos,pertene -

ciendo la mayor parte de ellos a tres categorfas: Lfquidos (monofdsicos); S6

lidos cubiertos de lfquido (‘bif&sicos) y semisélidos (monof§sicos).

Los diferentes medios para el cultivo de protozoos se han clasifi
cado en tres grupos: 1. - Los que permiten el desarrollo de amibas; 2.- Los -
que sirven para cultivar flagelados; 3.- Los destinados a cultivo de ciliados.
En el caso particular de cultivo de amibas (e specialmente E. histolytica) se
han desarrollado mu chos medios que han permitido el diagnéstico de infec -—
ciones leves. Dentro de ellos c abe mencionar el medio de huevo coagulado -
(Boeck y Drbohlav) y el de Diamond. Este dltimo p ermite la obtencién de cul
tivos axé&nicos de E. histolytica , es decir, cultivos puros. Este tipo de —
cultivo es particularmente @til para la extrac cién de antfgenos especfficos --

de E. histolytica , que pueden ser emple ados en reacciones inmunolégicas -
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con fines diagn&sticos. Por ejemplo: Seramo eba, Amebogen, etc. .

La muestra de materia fecal que se utiliza para la inoculacién de -
cualquiera de los medios mencionados se debe obtener sin purgante. Sin em—
bargo, en casos de pac ientes con colitis crénica en las que se han obtenido -
resultados negativos por otros métodos, al administrarle s un purgante e ino—
cular con materia fe cal el medio seleccionado se ha podido aislar a E. histo-

En general, los prop8sitos del us o de medios de cultivo son:

1.- Diagn8stico preciso del par§ 8ito, como suplemento a otros métodos, o -
para establecer el diagnéstico cuando las t&cnicas habituales no han dado -
resultado.
2.- Cultivo de microorganismos para la preparacién de antfgenos fitiles en el
diagnéstico in munolégico.
3.- Fuente de ma terial para enseflanza, particularmente cuando el material -
clfnico no se enc uentra disponible.
4,- Como fuente para la inoculacién de animale s susceptibles en experimen-
tacién.
5.- Prueba de f&rmacos in vitro.
6.- In.estigacién de la fisiologfa de los parésitos.

De los muchos medios satisfactorios para el desarrollo de -
protozoos, sobresalen los siguientes: Mo nofésico de Balamuth, Dif8sico de --

Boeck y Drbohlav, Trans parente de Shaffer, Ryden y Frye, y los de Philip,—



12

Novy, Mac Neal y Nicolle (NNN), Weinman, Diamond, etc.

TECNICA

Se le indicard al alumno la bibliograffa que deberd consultar con -
el ffn de que investigue la preparacién, inoculacién y manipulacién de los me

dios NNN y Diamond.

PREGUNTAS

a).- ¢Qué medios se usan para el cultivo de Leishmania mexicana?

b) .- Importancia del medio de Boeck y Drbohlav para el diagn8stico de la --

amibiasis.
c).- ¢ Cémo se interpre ta un cultivo nega ti vo proveniente de una muestra que

ha dado coproparasitose8picos positivos?
d).- ¢Cémo se pueden separar los contaminantes en un medio de cultivo?

e).- ¢ Qué formas adopta T. cruzi en el medio NNN? ¢;En qué parte del medio

ocurre su desarrollo ?

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

, 10, 13, 14, 20.
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Pr&ctica Ném. 4

OBSERVACION DIRECTA DE MATERIA FECAL, IDENTIFICACION DE RESTOS

ALIMENTICIOS.

OBIJETIVO

Distinguir en la observacién dire cta de materia fecal los elemen—

tos propios de los par8sitos que se puedan encontrar en ella.

INTRODUCCION

La realiz acién de los ex8menes dire ctos es valiosa poi'que permi—
te el estudio de par§sitos vivos. En ellos podemos observar trofozoftos y ---
quistes de pro tozoarios; huevos y larvas de helmintos.

El mé&todo por el cual se recolecta la muestra, asf como el tiempo —
que tarda en procesarse son importantes para la o bservacién de resultados po
sitivos en este tipo de examen. Es por &sto que en caso de bésqueda de trofo_
zoftos y larvas de helmintos las muestras deben procesarse dentro de las pri—
meras 2 horas después de su emisién si son conservadas a temperatura ambien
te. En caso de quistes o huevos, durante la s primeras 24 horas si se conser—
van en refrigeracién. De no ser posible obse rvar la muestra en los plazos sefia
lados se podr8 afiadir un conservador en partes iguales homogenizando, como -
por ejemplo MIF o PVA para protozoos; Glicerina, Fenol al 83% o Lactofenol pa_
ra hel'minto S. .

P/ara la reco leccién de la muestra existen varios métodos, por ---

ejemplo trat4ndose de nifios con diarrea o disenterfa se usa el método de la —
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cucharilla rectal que consiste en un tubo de vidrio de 8.5 cm. de didmetro -

ensanchado en uno de los extremos . La obtencién de la muestra se hace intro

duciendo la cucharilla en la regién anal y haciéndola girar con el objeto de —

recoger la materia fecal(aproximadamente 0.5 g) que se deposita en un tubo —

con solucén salina.
No rmalmente el adulto evacua materia fecal de color pardo de -—

distinta intensidad . Esta coloracién puede variar por el régimen alimenticio-

y en ocasiones por la presencia de sangre la que le confiere tonalidades --

e van del rojo al negro. Por e llo se recomienda en estos casos practicar-

qu
el examen de "sangre oculta".
Al practicar el examen directo se debe tener especial cuidado —

para distinguir clara me nte los par§sitos de las estructuras frecuentemente-

presentes en la materia fecal. No deben de confundirse los leucocitos o —

células y macréfagos con trofozoitos de amibas , pelos vegetales con lar—

vas y granos de almidén o globulos de aceite con huevos de helmintos.

MATERIAL Y EQUIPO
Microscopio compuesto So lucién salina isoténica
Portacbjetos y cubreobjetos (2) Lugol

Aplicadores de madera o varilla Materia fecal

de vidrio
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TECNICA

1.- En un portaobjetos limpio, coloc;ar una gota de solucién salina, y en otro
una gota de lugol.

2.- Con un ap lic ador de mad era tomar una mue stra de materia fecal y mez --
clarla con una gota de solucién salina. Colocar cuidadosamente el cubreob--
jetos.

3.- Repetir el procedimiento con la gota de lugol.

4.- Observar a seco débil y seco fuerte, identificando estructuras ¥ paré --

sitos.

PREGUNTAS
a).- ¢Cu8l es la importancia del examen directo?

b).- ¢C6émo se efectfia la recole ccién de muestras de materia fecal para exa_

men directo?

c).- ¢Cuéntas muestras se procesan para d ar un resultado negativo en exa

men directo? ¢Por qué?
d).- Describir la apariencia del quiste de E. histolytica tefiido con lugol.

e).- ¢En qué tipo de materia fec al se encuentran trofozo ftos de Giardia —

lamblia? ¢ Por qué? '

REFER ENCIAS BIBLIOGRAFICAS

2,5,9,11, 24, 38
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Observacién Directa de Materia Fecal (Depto. de Ecologfa

Humana.)

Cucharilla Rectal (Depto. Ecolo- Toma de Muestra con cucharilla

logfa Fumana). Re ctal (Depto.de Ecologfa Fumara).
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Préctica Nﬁ.m . D

COPROPAR ASITOSCOPICOS P OR CONCENTRACION ( CUALITATIVOS )

OB JETIVO

Co mprender la importancia de lo s ex&menes coproparasitoscédpi—

cos cualitativos en el diagnéstico clfnico de ciertas parasitosis.

INTRODUCCION

Las t&cnicas de conc entracién constituyen un procedimiento muy -
Qalioso en la bfis queda de elementos pard sitos microscépicos en la materia -
fecal, porque permiten su mejor separacién de otras estructuras presentes en -
ella.

Al realizar un examen coproparasitoscépico cualitativo con fines -
diagnésticos, se logra muestrear igual cantidad de materia fecal que si se rea-
lizan observaciones directas detalladas de varias porciones de la misma. Ello
radica en que los métodos de concentracién se logra separar los elementos pa-
rdsitos de acuerdo a su peso especffico, que oscila entre 1.6 al.ll.

De ntro de ello s se distinguen bdsicamente los mé&todos de sedimen_
tacién y los de flotacién; existiendo también una combin acién de ambos.

La t&cnica de sedimentacién utiliza soluciones de densidad menor -
a 1.05 que permite la concentra cién de quistes de protozoarios y huevos de —
helmintos en el fond o del recipiente. Al contrario de &ste en los métodos de flo
tacién, los par8sito s existentes en la muestra tratada son recogidos de la pe—

Ifcula superficial, porque se usan solucione s m&s densas que ellos (densidad
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mavyor a 1.11). Este filtimo método se emplea con é&xito para concentrar huevos

no operculados y quistes.

En caso de individuos con sfntomas sudestivo s de parasitosis por
helmintos es necesario in sistir con ex8menes cop roparasitoscédpicos para —

detectarlos debido a que su ciclo de vida influye en Ja eliminacién de hue-
vos y larvas.

MATERIAL Y EQUIPO

Microscopio comp uesto Gasa cortada en cuadros (7 x 7 cm)

Centrffuga Lugol

Vaso de precipitados de 50 ml Soluci®&n de ZnSO, densidad 1.18 -
Tubos de 13 xIIOO con tapén (4) (33%)

Embudo de pléstico (5.5 cm diam) Eter sulffirico

Pipetas Pasteur con bulbo de hule V(Z) So lucién de formalina al 10%
Portaobjetos y cubreobjetos Solucién salina isoténica

Varilla de vidrio Materia fecal

Abatelengua s

Asa bacteriolégica (6 mm diam.)

TE CNICA
A.- Mé&todo de Faust y cols.
1.- Poner con un aplicador aproximadamente 1 g de materia fecal en un vaso

de precipitados, agregar 10 ml de solucién salina isotéd nica y homogeneizar .
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2 .- Filtrar la suspensién a trav&s de la gasa colocada en un embudo, recibien

do en el tubo para centrffuga.
3.- Centrifugar durante 45-60 segundos a 2500 rpm. Tirar el lfquido sobrena---
dante y afiadir 2 a 3 ml de agua al sedime nto , agiténdolo. Afiadir agua hasta --

llenar el tubo.

4.- Repetir la maniobra anterior tres o cuatro veces has ta que el lfquido que -

sobrenade sea claro .

5.- Agregar 8-9 ml de solucién de sulfato de Zinc, densidad l,l 8. Una vez —--

tirado el filtimo s obrenadante agitar para homogeneizar y adicionar suficiente -

solucién para llenar el tubo.

6.- Centrifugar d urante 45-60 segundos a 2500 rpm.

7 .- Tomar con un asal bacteriolégica la pelfcula superficial del lfquido y colo
carla en un portaobjetos, afiadir una gota de lu gol para tefiir la mezcla. Homo
genizar la preparacién, cubrir con una laminilla . (Se pueden recoger los paré-
sitos formando un menisco convexo con el sulfato y colocando un cubreobje --
tos sobre la boca del tubo).

8.- Observar cuidadosamente a seco débil y seco fuerte .

B.- Mé&tod o de Ritc hie

1.- Poner con un aplicador aproximadamente 1 g de materia fecal en el vaso de-
precipitados, agregar 10 ml de solucién salina isoténica y homogeneizar.

2.- Filtrar la suspensién a trav&s de la gasa colocada en un embud» recibien-

do en el tubo para centrffuga.
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3.- Centrifugar durante 1 minuto a 2000 rpm desec har el sobrenadante.

4.- Repetir el pas ndmero 3 las veces que sea necesa rio (generalmente ?
6 3) con el fin de obtener el sed imento més limpiou .

5.- Agregar 10 ml de formalina al 10% y dejar en reposo la suspensién aproxi
madamente 10 minutos (fijaciémn).

6.- Agregar 5 ml de éter, tapar el tubo y agitar vigorosamente durante 30 se—
gundos.

7 .- Centrifugar durante 1 minuto a 1500 rpm, observando la formacién de cua
tro capas: 1. Eter, 2. Restos fecales, 3. Formol y 4. Sedimento.

8.- Introducir una pipeta Pasteur y extraer con cuidado el sedimento.

9.- Colocar una gota del sedim;-:-nto sobre un portaobjetos, agregar una gota -
de lugol y cubrir con una laminilla.

10.- Observar a seco débil y seco fuerte.

PREGUNTAS
a).- ¢Cudl es el fundame nto del método de Faust?
b) .- Desve ntajas de lo s método s de flotacién.

Mencionar otro s dos métod os de conce ntracién diferentes a los sefiala—

o)
I

dos en la prctica, afiadiendo las ventajas o deswventajas de los mismos.

d).- ¢Qué objeto tiene el afadir el &ter en el método de Ritchie?

e) .- ¢ Qué téc nica coproparasitoscédpica se pue de utilizar en una zona rural?
REFER ENCIAS BIBLIOGRAFICAS

8.1, 81, 37, 44,
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Pr&ctinca Ndm. 6

METODO DEL EMBUDO DE BAERMANN Y CAPSULA DE BEALE

OB JETIVO

Conocer otro tipo de ex&menes direc tos cualitativos, dtiles en el

diagnéstico de parasito sis frecuentes ew nuestro pafs.

INTRODUCCION

El método del embudo de Baermann constituye un procedimiento' —_—
fitil para el aislamie nto de larvas méviles de muestras d e materia fecal, de —
ahf que se aplique en el diagn&stico de algunas de las helmintiasis.

Aunqu e la mayor parte de los diagnd sticos parasitolégicos se prac-
tiquen en la materia fe cal, &sta no constituye el finico tipo de muestra a utili
zar, En casos de giardiasis, uncinariasis, estrongiloido sis, fasciolosis, resul
ta adecuado el usar la c8p sula de Beale para obtener muestrags de contenido duo
denal en donde es posible observar los elementos pardsitos, muy particularmen-

te los trofozoftos de Giardia lamblia, huevos de H. nana y de F. hepatica.

MATERIAL Y EQUIPO

Microscopio comp uesto Embudo de tallo corto de 10 a 12 cm diam.
Centrffuga Tubos .de 13 x 100

Soporte Vidrio de reloj

Pinzas de Hoffman Pipe tas Pasteur con bulbo de hule

Term8metro 0-100°C (por mesa) Portaob jetos y cubreobjetos
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10 cm de tubo de hule Guan tes de hule

Gasa Cé8psula de Beale

Tela adhesiva Materia fecal
TECNICA

A) .- Métod o de Baerma nn

1. - Montar el equipo como se muestra en la figura nfim,. 1.

2.- Depositar de 8 a 10 g de materia fecal sobre la gasa,

3.~ Llenar el embudo con agua que esté a 40-42°C, de manera que la materia
fecal quede parcialmente sumergida en el Agua.

4.~ Dejar en réposo una hora, tiempo en el cual las larvas existentes en la -
materié fecal, pasarén al agua tibia, acumul&ndose en el tubo de hule.

5.~ Abrir la pinza y recibir el agua en los tubos de ensaye (aproximadamente
10 ml ),

6.- Centrifugar a 1500 rpm durante 1 minuto.

7.-Tomar una gota de sedime nto, colocarla sobre un portaobjetos.

3.- Anadir una gota de lugol y cubrirla con una la minilla.

9.- Observar a seco débil y seco fuerte.

B).- C4psula Duodepal (Beale).

l1.- Indicar a{ paciente que se someta a la prueba, que deberd estar en ayu--
nas.

2.- Administrar la cdpsula ayudando a su ingestién con té o jugo de naranja,
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reteniendo el hilo libre entre los dedos fndice y pulgar.

3.- Fijar el extre mo libre del hilo al carrillo con tela adhesiva.

4.- El paciente d ebe caminar aproximadamente 15 minuto s.

5.- Recostar al paciente en decdbito lateral derecho aproximadamente %hora.
6.- El paciente p uede hacer sus labores habituales.

7.- La c&psula debe permane cer en el duodeno dos a dos y media horas.

8.- Retirar el hilo mediante traccién suave pero sostenida.

9.- Si el extremo del hilo estuvo en duodeno, debe tener coloracién verde-a-
marillenta.

10.- Exprimir con lo s dedos fndice y pulgar la porcién que estuvo en duodeno -
y recibir el producto en un vidrio de reloj o en un recipiente similar.

11.- Obtener una muestra con pipeta Pasteur y colocarla sobre un portaobjetos,
cubrir con una la minilla.

12.- Observar a seco débil, seco fuerte,

PREGUNTAS

a).- ¢ Por qué se utiliza agua caliente para humed ecer la muestra de materia -

fecal en el mé todo de Baermann?

b).- ¢ Por qué se prefiere actualmente el mé todo de la c 4psula de Beale para -

el diagnéstico de giardiasis?

c).- ¢ A qué se debe que se enc uentren solo determinados pardsitos en el 1f—

quido duodeunal?
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d).- Ventajas de la obtenc ién del contenido duodenal por el método de Beale? .

e).- Venjatas y desven tajas del método de Baermann.

REFER ENCIAS BIBLIOGRAFICAS

31, 38, 40, 43.

VW
Muestra
(124 Gasa
Embudo

Tubo de hule

Pinzas de Foffman

Vaso de precipitados

C
Soporte

Figura Ndim. 1
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Pr&ctica Nm, 7

COPROPARASITOSCOPICO CUANTITATIVO. METODO DE FERREIRA Y DE STOLL

OB JETIVO
Aprender las t& cnicas coproparasito sc8picas cuantitativas ftiles
en la determin acién de helmintiasis masivas , en las que se presentan mani-

festaciones clinicas severas.

INTRODUCCION

En encue stas de poblaciones infectadas por pardsitos resulta in—
dispensable determinar la severidad de lo s padecimiento s mediante la obten
cién del nfime ro aproximado de huevos expulsados ,ya que estdn directamente
relacionados con el nfmero de helmintos adulto s que pueden parasitar a un —
individuo.

Con el ffn de efectuar adecuadamente el diagnéstico de una helmin
tiasis intestin al se requiere de muestras seriadas ya que la expulsién diaria -
de huevos varfa depend iendo de diferente s factore s como pueden ser: ciclo —
biol&gico d el pardsito, interrelacién hu& sped- par&sito, dieta, efecto de la —
consistencia de materia fe cal, defectos de digestién, etc,

El mé&todo de Ferreira es un procedimiento de concentracién cuanti
tativo por flotacién--centrifugacién. Se le considera eficaz en un 80% para la
observacién de huevos, quistes y larvas de pardsitos en infecciones ligeras.

El método de Stoll es un mé&todo de dilucién cuantitativo que em —-

plea NaOF 0.1 N para saponificar las grasas de la materia fecal, facilitando -
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la observacién de quistes y huevos mezclados con ella.

MATERIAL Y EQUIPO
Microscopio comp uesto Camp ana de Ferreira
Centrffuga Ab atelenguas

Probeta graduada 100 ml con tapén Ga sa cortada en cuadros ( 7 x 7 cm)

Vaso de precipitados de 250 ml Lugol

Tubos de ensaye de 25 x 100 Sol. ZnSO4 densidad 1.192
Embudo de 5 a 7 cm de diam. Sol. de formol al 2%
Pipetas de 1 ml Sol. de NaOH 0.1 N
Portaobjetos y cubreobjetos Materia fecal

Varilla y perlas de vidrio

TECNICA
A) .- Mé&todo de Ferreira
1.- Tomar con el abatelenguas una muestra de aproximad amente 1 g y pasar-
la al vaso de precipitados de 250 ml, previamente tarado con el abatelenguas.
Por diferencia de pesos tendremos el peso de la muestra.
2.- Hacer una suspens ién de la materia fec al pesada, en formol al 2%; 1 a 9
para obtener una dilucién 1:10.
3.- Eliminar las partfculas gruesas de la suspensién por filtracién, a través -

de una capa de gasa hfime da en un embudo. Recibir en un tubo de 25 x 100 —

hasta llenarlo .
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4,- Centrifugar el tubo con la suspensién a 1500 rpm durante 1 minuto.

5.- Decantar el 1fquido sobrenadante y el sedimento res uspenderlo en mds -
agua formolada con agitacién, hasta aproximadame nte tres cuartas partes del
tubo.

6.- Repetir el lavado y el centrifugado el nfimero de veces que sea necesa—
rio hasta obtener un so brenad ante claro ( 2 6 3 veces).

7.~ Adicionar al sedimento ( después del @ltimo la vado) ZnSO4 con densi—

dad 1.192 .

8.- Introdu cir la campana de Ferreira dentro del tubo de centrffuga adaptan_
do a la punta de la misma un pequefio tubo de hule y afiadir més soluciédn —
de ZnSO,4 has ta llenarlo.

9.- Centrifugar nuevamente a 1500 rpm d:rante 1 minuto.

10.,- Tomar la campana por la parte del tubo de goma pres iondndola con los -
dedos indice y pulgar de manera que al sacarla del tubo no se caiga el ma-
terial flotante, donde se encontrar&n quistes, huevos y larvas que se han —
iuntado en la rama angosta de la campana.

11.- Invertir la camp ana apuntando sobre un portao bjetos con la parte del —

tubo de goma y agregar 2 & 3 gotas de lugol por la parte ancha de la campa
na. Por gravedad caer todo el material flotante sobre el portaobjetos, ade-
m&s el lugol arra strar§ algunos elementos que se hubieran quedado deteni-

dos en la rama delgada.

12.- Mezclar con el borde de un cubreobjetos y colocarlo encima de la gota
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ya mezclada.
13.- Contar lo s huevos de toda la preparacién con el ob jetivo seco débil,
14.- CA&lculos: El né mero de huevos y larvas encontrados en el area del cu—

breobjetos se multiplica por 5, expreséndose el resultado en nfimero de hue_

vos por gramo de heces ( h.g.h.).

B) .- Métod o de Stoll

l.- Llenar la probeta hasta la ‘marca 56 ml con solucién de NaOH 0.1 N.

9 .- Adicionar con ayuda de un palillo aplicador suficiente materia fecal pa—
ra llevar el nivel de lfquido hasta la marca de 60 ml.

3.- Afiadir 15-20 perlas de vidrio,cerrar herméticamente y agitar para obtener
una muestra homogenea .

4.- Tomar sin permitir que sedimente con pipeta graduada 0.15ml de suspen
sién y colo caflo entre portaobjetos y cubreobjetos.

5.- Contar los huevos o larvas de téda la preparacién con el objetivo seco -
débil,

6.- C&lcul>s: El nmero de huevos o larvas expulsados por dfa se obtienen -
multiplican do por:

100 si la materia fec al es dura.

200 si es pastosa.-

400 si es 1fquida.

El resultado se expresa en huevos por ml de ma teria fecal, larvas por ml de -

materia fecal. Los quistes simplemente se anotan como pre sentes.
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PREGUNTAS

a).- De los métodos anteriormente citado s indique cuél es el mejor y por qué.
b).- Investigar la cifra mfnima de huevos por gramo de materia fecal que de—

ben encontrarse para considerar masiva una helmin tiasis (mencionar cuando -

menos cuatro).
c).- ¢ A qué se deben estas variaciones de h.g.h.?

d).- ; Para la té&cnica de Ferreira se puede utilizar Zn80y4 de diferente densi

dad?, por qué?

e).- ¢En qué influye la consistencia de la materia fecal?

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

2, 7,10, 1t
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Forma en que se maneja la Campa na de Ferrei-

ra para depos itar la muestra (Depto. Ecologfa -

Humana).

Probeta graduada usada en el
método de Stoll (De pto. Ecolo-

gfa Humana).
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Pr&ctica Ndm.8

PROTOZOOS PARE NTERALE S. OB SERVACION DE T. CRUZI A PARTIR DE MEDIO

DE CULTIVO, EN RATON, DE TRIATOMAS (XENODIAGNOS TICO). COLORACION

DE FROTIS UTILIZANDO EL METODO DE GIEMSA. CULTIVO

OB JETIVO

Estudiar los diferentes métodos diagnéstico para la enferdedad -

de Chagas, que se ha comprobado es endémica en varios estados de nues--

tro pafs.

INTRODUCCION

T.cruzi es un microo rganismo de lo calizacién hemd&tica y paren
teral, agente etiolégico de la enfermedad de Chagas o tripanosomiasis ame-
ricana. Durante su ciclo de vida presenta 4 estadfos fundamentales que ac-
tualmente se encuentran denominados de la manera siguiente: la antigua ---
forma de le ishmania se conoce como ama stigote, a la forma leptomonas co-
mo promastigote, a la forma de crithidia como epimastigote y finalmente co-
mo tripomastigote a la de tripanosoma.

Presenta dos fases en su ciclo vital, una en el hombre o en el --
reservorio y otra en el insecto transmisor. En la sangre del huésped se en--
cuentra en la forma caracterfstic a de tripomastigote, mientras que en el in-
tertor de la s c&lulas fijas del mamffero son fagocitados por macréfagos del -
sistema retfculo endotelial, en los cuale s se multiplican. Al romperse és-

tos, se liberan pasando algunos a la sangre y otros a las células de dife--
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rentes 8rganos, como son miocardio, intestino, hfgado, etc. El tripanosoma -
es transmitido por inse ctos pertenecientes a la familia Reduvidae y a los gé-

neros Triatoma, Rhodnius, Dipetalogaster, Panstrongylus y Eratyrus.

Una vez que penetra T.cruzi al organismo, p ueden observarse dos
fases (aguda y crénica) que varfan en el diagnd stico segfin la fase en que se -
encuentra. La demostracién del pardsito resulta m&s fécil en la crénica y se -
basa en lo siguiente:

a) .- Observac ién directa de la sangre pe riférica por medio del estudio de ex-
tensiones y gota gruesa tefiidos por la técnica de Giemsa o Wright. El parési-
to se e en la forma de tripomastigote con el citoplasma azul, el nfcleo, ci
netoplasto y flagelo de color rojo obscuro .

b) .- Hemocultivo .- Se efectfan con el fin de corroborar un diagn8stico de --
tripanosomiasis americana o para manten erla p or tiempo indefinido, si se —
persiguen otro s fine s se dispone para ello de medios especiales como el —
de NNN o el de Diamond.

c).- Inoculacién de animales.- Se lleva a cabo con sangre de pacientes sos-
pechosos e investigando después la presencia de tripomastigotes enl sangre -
de los animales.

d).- Xenodiagn8stico.- Se realiza con triatoma s limpios (de laboratorio) los
cuales se contaminan al picar a un enfermo. Después de 10 a 15 dfas se —

les hace defecar, observando las deyecciones al microscopio en busca de —

tripomastig otes metacfclicos.
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e).- Cortes histol8gicos.- Biopsias practicadas en 8rganos de pacientes --
con tripano somia sis americana crénica.

Tambidn puede efectuarse un diagnéstico de laboratorio recurrien-
do a los ex &menes serol8gicos basados en la d emostrac i8n de anticuerpos -
los cuales son detectados mediante las siguientes pruebas: 1) Inmunofluores_
cencia, 2) Fijacién de compleme nto (utilizando el antfge no de Machado y --

Guerreiro) v 3) Aglutina cién de partfculas de ld tex sensibilizadas.

MATERIAL Y EQUIPO

Microscopio comp uesto Co lorante de Giemsa

Tijeras Ratén inoculado con T.cruzi
Pipetas Pasteur estériles con bulbo Triatomas limpios e infectados
Portaobjetos y cubreobjetos Preparaciones tefiidas de T.cruzi

Guantes de hule

TECNICA

A) .- Observac ién en fresco, preparacién y tinc ién de extensiones.-

1.- Practic ar a un ratén inoculado con T. cruzi un corte en la porcién dis--
tal de la cola.

2.- Poner una gota de la s angre obtenida entre portaobje tos y cubreobjetos.
3.- Observ a;r directamente primero a seco débil y despuds a seco fuerte re—

conociendo lo s tripano somas presentes.

4.- Poner otra gota de sangre en el extremo de un portao bjetos y efectuar —
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una extensidn.

5.- Secar al aire .

6.- Fijar con alcohol metflico absoluto durante 1 minuto.

7.- Cubrir la preparacién con el colorante dilufdo durante 10-20 minutos.
8.- Lavar durante 2 minutos en agua corriente.

9.- Dejar secar y observar a inmersién.

B) .- Inoculacién de medios de cultivo .-

.- Puncionar la vena de la cola de un ratén inoculado con_I.ciruzi para -

obtener 0.5 ml de sangre.

2.- Sembrer los tubos con el medio NNN depos itando la sangre obtenida -
en el agua de condensa cién del mismo. %
3.- Incubar a temperatura ambiente (22-30* C). Aproximadamente a los 3 -
dfas pueden obse rvarse formas flageladas.

4.- Tomar del lfquido de conden sacién y de la parte del medio sélido inme
diatamente superior a &1 para efectuar su estudio microscépico.
5.-Colocar 1 gota entre portaobjetos y cubreobjetos.

6.- Observ ar en fresco con objetivo seco dé&bil y seco fuerte, reconocien-
do las formas de leptomonas que adopta T.cruzi al sef inoculado a medios
de cultivo.

C).- Demostracién del Xenodiagnéstico.- El maestro mostrard la manera -
de trabajar con los triatomas, observando los tripomastigotes metacfcli—

cos que se encue ntran en el intestino termin al de &stos.,
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D).- Observacién de preparaciones fijas de T.cruzi .-

1.- Observar a inmersién las preparaciones proporcionadas.

PREGUNTAS
a).- Descripcién del ciclo biolégico de T.cruzi.
b).- ¢ Cudl es el tratamiento segln la fase en que se encuentre el paciente
(aguda y crénica)?
¢) .- Profilaxis de la enfermedad de Chagas.

d).- ¢ Cuéles son los huéspedes reservorios de T.cruzi y la importancia de

8stos?

e).- Ventajas y desventajas que presentan las técnicas de diagnSstico an-

tes mencionad as.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

8, 20, 37, 44, 47.
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Pr&ctica Ndm. 9

OBSERVACION DE CORTES E IMPRONTAS DE LES IONES CAUSADAS POR

L. MEXICANA Y L .DONOVANI

OBJETIVO

Identificar con fines diagn8sticos lo s amastigotes de Leishmania -
en improntas y corte s histolégicos. Con interés principal en L.mexicana ya -
ya que la parasitosis producida por &ste es end@mica en el sureste del pafs-

y zona carbonffera de Coahuila.

INTRODUCCION

Los protozoarios productores de ‘la leishmaniasis son pardsitos --
flagelados intracelulares que se encuentran comprendidos en la familia Tripa-
noscmatida e, perteneciendo al género_Leishmania.

Leishmania mexicana. Agente etiol& gico de la leishmaniasis cu-

t2nea o "@icera de los chicleros", padecimiento que afecta principalmente -
a los adultos que trabajan en la extraccién del 18tex para la fabricacién del -
chicle, asf como a madereros y cazadores, aunque también se presenta en ..
nifos.

Como trans misor de &ste pardsito en América tenemos a las espe

cies del género Lutzomia , v.g.r. Lutzomla olmeca, gue no c&lo transmiten -

la infeccién al hombre sino también a los re servorios (perros y roedores).

Leishmania donovani . Agente etiolégico de la leishmaniasis vise-

ral o Kala-azar. De distribucién cosmopo lita, se presenta en América como -
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una enzootia rural de regiones semifridas; en México se han diagnosticado —
tinicamente cuatro c asos procedentes dé la Cuenc a del Rfo Balsas. El trans—
misor en Mé&xico, no se ha descrito y se cree que pertenece al género Lutzo --
mia .

El dia gn8stico de la "fllcera de los chicleros " se establece toman-
do en cuenta los antecedentes epidemiol® gicos, asf como el aspecto de la le—
sién y ratifica mediante exémeﬁes micros c8picos de la impronta obtenida de —
los bordes reg ulares y engrosados de la élcera que se colorea con Giemsa 0 —
Wright.

Para el diagn8stico de leishman iasis viseral o Kala-azar debemos -
considerar el antece dente epidemiolégico asf como las manifestaciones clfni—
cas y alteracione s sanguineas. Para la demostracién del pardsito se puede —
practicar biopsias de bazo, hfgado o puncién de la médula &sea; con el mate
rial obtenido se hace cultivo en los medios: NNN, Diamond y Nakamura.

P ara la demo stracién de anticuerpos circulantes se emplea en —

la actualidad una prueba de inmunofluoresce ncia indirec ta utilizando frotis —

de Leishmania como antfgeno.

MATERIAL Y EQUIPO
Microscopio comp‘uesto
Preparacié)n de bazo infectado (corte histolégico)
Impronta de lesién cutdnea producida por Leishmania

Corte histoldgico de filc era de los chicleros
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TECNICA

1.- Observar de cada una de las preparaciones a seco d& bil, seco fuerte e in-

mersién.

PREGUNTAS

a).- ¢Culles son las diferencias de la leishmaniasis causada por L.mexica—

na_ de las producidas por otras. e species?

b) .- Localizaci®n natural de_;.donovani.. en el hombre.

c) .- Patogenia de ambo s tipos de leishmaniasis.

d).- ¢Cuél es el tratamiento para leishmaniasis y cémo se efectda la profila-
Xis?

e).- ¢ Qué otras pruebas serolégicas existen aparte de las mencionadas para -

el diagnéstico de Kala-azar?

REFER ENCIAS BIBLIOGRAFICAS

3,9, 11, 44, 46.
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Pr&ctica Ném, 10 :

FROTIS Y GOTA GRUESA PARA EL DIAGNOSTICO DE PALUDISMO

OB JETIVO

Conocer los métodos habituales para el diagnéstico de paludismo-.

INTRODUCCION

El paludismo es debido a la invasién de los eritrocitos por parési-=
tos pertene cientes al gé&nero Plasmodium. El diagn8stico de este padecimiento
se basa en el hallaz go de las formas de esquizogonia eritrocftica o gametoci-
tos en sangre periférica.

El estudio del par&sito en la sangre habitualmente se realiza prac_
ticando un exa'nevn de gota gruesa y un frotis sangufneo. La gota gruesa per—
mite la observaci®n de plasmodios de manera compacta en un volumen relativa
mente grande de sangre, concentrado en un drea pequefia, por lo que consti—
tuye el m&todo de ele ccién para el diganéstico afin de enfermedades leves; -
lo que no o curre al practicar el frotis sangufneo, en el que sélo se notarn --
las caracterfstic as morfol8gicas de los pla smodios, si es que son abundan—
tes y en cuys caso es pos ible diagnosticar la esp ecie;

Por lo anterior se acostumbra realizar la asociacién de ambos méto
dos en el mismo portéobjetos; por medio de la gota gruesa se diagnostica gene_
ralmente el padecimiento, y por medio de la extensién, la especie involucrada.

Para la ide+ tificacién de los pardsitos en la sangre se acostumbra —

utilizar el colorante de Giemsa, que es una modificaci®tn de los colorantes de—
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Romanowsky. Con &l se tifie el citoplasma de color azul, la cromatina roja, —

los eritrocitos azulosos o gris8ceos, el nficleo de leucocitos violeta o mora—

do y las plaquetas violeta o rosa.

MATERIAL Y EQUIPO

Microscopio comp uesto Alcohol metflico
Portaobjeto s ‘ Aceite de inmersién
Lancetas desechables Ratén inoculado con P. berghei

Colorantes de Giems a

TECNICA
1.- Practicar a un ratén inoculado con P. berghei un corte en la porcién dis—
tal de la cola, con la sangre obtenida efectuar lo siguiente:
2.- Colocar una gota de sangre en un portaobjetos perfectamente limpio y de—
sengrasado.
3.- Hacer una extensién delgada colocan do otro portaobjetos en un &ngulo de
45 grados.
4.,- Secar al aire.
5.- Colocar en otro portaobjetos o en el extremo del anterior, una gota de -
sangre may or gue ia utilizada anteriormente.
6.~ Desfibr’inar con la esquina de un portaobjetos, aguja o aplicador extendien
dola r4pida y homog é&neamente para formar una pelfcula de unos 20 mm de -—

didmetro.
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7.- Fijar la extensién con unas gotas de alcohol métilico o etflco , dejar —
actuar 2 & 3 minutos, desechar el exceso y dejar evaporar el resto . (la gota-
gruesa no requiere fijacién).

8, - Cubrir con el co lorante diluido por espacio de 20 &8 30 minutos, cuidando
que la preparacién no se seque.

9.- Lavar con agua corriente.

10.- Secar al aire .

11.- Observar a inmersién.

PREGUNTAS
a) .- Describir breve me nte el ciclo de Plasmodium sp.
b).- ¢ Pueden identificarse las especies de plasmogdios en la gota gruesa?
¢ Por qué?
c).- ¢ Se encuentran formas eritrociticas en sangre periférica de Plasmodium
falciparum?
d).- ¢ Qué ‘ormas par&sitas predominan en lo s eritrocitos durante el ac—
ceso febril? ¢ Es conveniente realizar un examen durante &ste perfodo?

e).- ¢ Qué otros tipos de diagnéstico existen para el paludismo?
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

2,8, 10, 37.
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Pr&ctica Nfim. 11

DIFERENCIACION DE DIVERSAS ESPECIES DE PLASMODIUM POR

OBS ERVACION MICROSCOPICA

OB JETIVO

Distinguir las variaciones morfol6gicas ftiles para diferenciar es

pecies de Plasmo dium.

INTRODUCCION

De ntro de los hematfes ocurre la esquizogon ia eritrocftica. Mor-
fol8gicamente las fa ses progresivas de e ste proceso se distinguen por la --
siguiente secuencia: a) Trofozoitos que se caracterizan por su forma anular;
b) Esquizontes, cuya fragmentac ién cromatfnica facilita la identificacién a -
nivel de es pecie; c) Gametocitos, en caso de que los merozoitos liberados -
al romperse el es quizonte no penetren a nuevos eritrocitos y se conviertan --
en c&lulas pre sexuadas.

P.vivax: Se caracteriza por la deformacién de los hematfes parasi-
tados (generalmente reticu locito s), por la aparicién de las granulaciones ---
Schtiffner d urante la etapa de trofozoito y por e squizontes que presentan de -
16 - 18 frag me ntos de cromatina.

_P.malariae: Se caracteriza por la aparicién durante la fase de tro-
fozoito de lasg granulaciones de Ziemann, adem&s por no presentar deformacién
eritrocftica , distinguiendose en los trofozoitos maduros la forma en banda. -
Sus esqguizontes presentan de 6 - 8 fragmentos de cromatina en forma de rose-

ta.
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_P. falcip arum: Se caracteriza por la observac ién de frecuentes -
multiparasitac iones del eritrocito durante la fa se anular de trofozoito, asf -
como granu laciones de Maurer. Sus esquizontes tienen de 18-22 fragmentos -
de cromatina que son diffc ilmente observado s en sangre periférica, siendo -
por lo tanto de importancia diagn8stica en este caso la observacién de game—
tocitos en forma de pltano o salchicha.

P. ovale : Muy similar a P. vivax.

El nivel de parasitemia m&xima h abitual es de 3000 a 20 000 por_
cc de sangre en P, vivax, menos de 10 000 en P. malariae, puede alcanzar -

500 000 por mm3 en P. falciparum vy menos de 10 000 por mm3 en P. ovale.

MATERIAL Y EQUIPO

Microscopio comp uesto.

Preparaciones fijas de: P. vivax, P. malariae, P. falciparum y P. ovale.

TECNICA
1.- Observar microscép icamente las prep araciones a inmersi8n y distinguir_
las caracte rfs tic as mo rfol8gicas de cada espe cie.
2.- Dibujar esquem&tic amente los eritroc ito s parasitados por las diferentes

especies de Plasmodium.

-
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PREGUNTAS
a).- En caso de que un individuo esté parasitad o por dos o m&s especies de -
Plasmodium, ¢ Qué consec uencias traerfa y como se manifiesta clinicamente?
b).- ¢ A qué se debe las recidivas del paludismo? ¢;Qué especie o especies -
de Plasmodium pueden causarlas?
c).- Indicar el tiempo requirido por cada especie de Plasmodium para comple-
tar el ciclo es quizogon ico eritrocftico en el hu esped vertebrado.
d).- ¢ Cuél es el tratamie nto adecuado p ara este tipo de padecimiento?
e).- Indicar qué tipo de huéspedes son el hombre y el mosquito para este pa-

r&sito. ¢ Qué reservorios encontramos en la naturaleza?

REFER ENCIAS BIBLIOGRAFICAS

13, 20, 38, 44, 47.
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Pré&ctica Nvdm .12

DIAGNOSTICO DE TOXOPLASMOSIS

OB JETIVO

Aplicar la hemaglutin acién indire cta como método diagnéstico de -

toxoplasmo sis.

INTRODUCCION

La toxoplasmosis es tausada por T.gondii, parésito intracelular -
obligado. La infe ccidn del hombre por este pro tozoario puede ser congénita -
o adquirida . La variedad m&s grave de ella es la infeccién congénita a conse
cuencia de la infeccién materna con parasitemia y paso de microorganismos '-
al feto por vfa trans placentaria. Las man ife staciones clfnicas m8s frecuen—
tes en & ste son: hidrocefalea, coriorretinitis, transtornos en el sistema ner—
vioso central, convulsiones , le siones musculares, viscerales e incluso cal
cificacién intracerebral .

El dia gnéstico ideal de la toxoplasmosis consiste en la demostra—
cién de T.gondii como su agente causal. Sin embargo, ésto a veces es muy -
diffcil, por lo que se recurre al serodiagn &stico, que consiste en la demostra
cién de anticuerpos frente a componentes especfficos del c uerpo del toxoplas
ma.

El‘serodiégnéstico de rutina para toxoplasmosis se inicié con la --
prueba de Sabin y Feldman . Estos investigadores encontraron que la tincién —

de toxoplasma s vivos con azul de metileno b&sico no se llevaba a cabo si los
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organismos habfan sido in cubad os en presencia de anticuerpos y una frac-—
cién de suero de personas normales que se den omina "factor accesorio". --
Por el contrario e n ausencia de anticuerpcs los toxoplasmas se tifien inten -
samente. E sta prueba se ha utilizado amplia me nte en lo s §ltimos afos, a —
pesar del problema que re presenta el cultivo de toxoplésmas vivos por el po
sible conta gio de la s mujeres que los manipulen. Por e llo se han desarro—
llado otra serie d e pruebas m&s sencillas que ofre cen resultados positivos -
en el 95-98% de los casos de toxoplasmosis.

Un a de las m&s recientes es la hemaglutinacién indirecta que --
consiste en la aglutina cién de los eritrocito s recubierto s de antfgenos espe_
cfficos de toxoplasma, por la reaccién con anticuerpos especfficos presen -—
tes en el suero de los enfermos. Su principal desventaja se observa en la --
deteccién de toxoplasmosis congénita, ya que en muchas ocasiones proporcio
na resultad os negativos. En este caso la prueba de eleccién es la inmuno —
fluoresc encia porque permite incluso la dife renciacién de los anticuerpos --
IgM, lo que es ideal para la identificaci® n de la toxopla smosis del recién --

nacido.

MATERIAL Y EQUIPO
Micropip etas y microdilutores
Placas para microtitulacién

Agitador mecén ico
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Espejos

Reactivo para IFA de toxoplasmas (Antfgen o purificado de Toxoplasma gon-

dii eritrocitos de carnero)
Amortiguador de Tris a pH 8
Sueros control ne gativo y positivo

Suero problema

MICROTECNICA
1.- Numerar las hileras y los pozos de la placa para microtitulacién.
2.~ Colocar con una micropipeta 0.05 ml de amortiguador Tris ‘pH 8) en -
cada una de las ocho hileras de la placa. El primer pozo de cada hilera de-
ber8 permanecer vacio,
3.- Afiadir al primer pozo de la segunda hilera, 0.1 ml de la dilucién 1:8 —
del suero control po sitivo con una pipeta graduada. Repetir el mismo proce
dimiento con el suero control ne gativo y el suero proble ma en la terceray -
subsiguientes hilera s respectivamente.
4.- Realizar con microdilutores calibrado s de 0.05 ml, diluciones de los —
sueros proporcionados. Para ello introducirlos en el primer pozo de la hile-
ra correspondiente, girarlos lentamente y tra sladarlos al siguiente pozo -—
cuidando de no tocar la s paredes del mismo:

5.- Afiadir con una micropipeta una gota de 0.025ml de reactivo IHA-toxo—

plasma a todas las diluciones preparadas . Mezclar perfectamente los reac
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tivos con el agitador mecénico.

6.- Dejar a te mp eratura a mbiente por 2 8 3 horas.

7.- Lectura de la reaccibn:

Aglutinacién comple ta dé‘los eritrocitos = Reaccién positiva.

Aglutinacid n con formacién de ligero bot8 n o anillo=Reaccibén ligeramente —
positiva.

Sedimentac ién de lo s eritrocitos = Reaccién negativa.

La m&xima dilucién en la que ocurre aglutina cién definitiva corresponderd -
al tftulo de anticuerpos. En el ejemplo que se muestra a continuacién, el -

tftulo est® dado por 1:2048.

1 7 8 9 10
1:16 128 256 512 1048 | 2048 | 4096 8192

8.- Interpretacién de los resultados:

Tftulos elevad os dar&n indicio de infeccién por T. gondii .

PREGUNTAS
a) .- Indicar el fund amento de la reaccién de IHA .
b) .- Describir la prueba de Sabin y Feldman. ; Qué peligros encierra? .

c).- ¢C8mo se realiza la técnica de inmu nofluorescencia para el diagnés

tico de toxoplasmosis?
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d) .~ ;Para qué otras parasitosis se utiliza la hemaglutinac ién indirecta como

prueba diagnéstica”?

e).- ;Qué animales son reservorios en la naturale za de Toxoplasma gondii?

REFER ENCIAS BIBLIOGRAFICAS

10, 12, 17, 39.

Caso Clfnico de Toxoplasmosis Congénita (Dr. Martuscellil,
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Pr&ctica Nfim. 13

OBSERVACION DE HELMINTOS ADULTOS

OBJETIVO

Co nocer la morfologfa de algunos helmintos adultos de importan—

cia mé&dica.

INTRODUCCION

Existen dos phyla dé helmintos de importancia mé&dica: Nematoda
(gusanos redondo s) y Plathelminthes (gusanos planos). Ambos esté&n provis—
tos de tegumento, que varfa en consistencia y elasticida d y que posee fre —
cuentemente e spinas, plécas cortantes, ganchos y otras estructuras que sir
ven para adherirs e, penetrar, erosionar los tejidos del h uésped.

La ma yor parte de los helmintos posee n gl&ndulas secretoras y -
su aparato reproductor est4 muy desarrollado, al c ontrario de otros aparatos
que son rudimentarios.

Los nem&todos tienen como ca racterfsticas diferenciales cuerpo -
cilfndrico, no segmentado, sexos separados, cavidad ce 18mica y aparato --
digestivo completo, miéntras que los platelmintos son gusanos planos, por-
lo general segmentados, hermafroditas, con excep ci®én de Schistosoma, ca—
rentes de celoma y de aparato digestivo, o cuando lo tienen es imcompleto.

El1 diagn&stico de las helmintiasis en el laboratorio clfnico est8 -
basado en la demostracién de huevos, larvas y adultos del par8sito causal —

en 1fquidos corporales, materia fecal o tejidos. Para ello se deben conocer -
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los ciclos biol8gicos de los mismos para comprender la vfa de entrada, la mi-
gracién del pardsito y su establecimiento final, asf como la disposicién de —
sus cordones con juntivos para reconocer su mor fo logfa en tejidos.

Con frec uencia los helmintos maduros o inmaduros son expulsados
espont&nea me nte por el h uésped, utilizando como vfa de salida la boca, na-
riz, ano; siendo indispensable‘el recolec tarlos en formol o alcohol para su —

estudio posterior.

MATERIAL Y EQUIPO
Microscopio estereoscédpico

Preparaciones en formol de: Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Ente-

robius vermicularis, Taenia sp., Necator americanus, Ancy lostoma duodena—

le, Fasciola hepatica, Hymenolepis nana.

TECNICA

1.- Observ ar cuidadosamente lo s distintos helmin tos y anotar sus caracterfs

ticas morfolégicas.

PREGUNTAS
a) .- Clasificar los helmin tos observados, anotando sus principales caracte
rfsticas. 5
b) .- ¢ Por qué vfa de entrada es expulsada con m& s frec uencia Ascaris lum—

bricoides? ;A qué se debe?



52

c).- Diferencias extern as notables entfe nem&todo s y platelmirtos y entre --

machos y hembra s adultos de los primero s.

d).- ;Cuél es el nem&todo parésito intestinal de mayor tama fio?

e).- Caracterfsticas diferenciales de las uncinariés.

REFER ENCIAS BIBLIOGRAFICAS

5, 13, 18, 43, 45.
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Prictica N@im, 14

OBSERVACION DE TREMATODOS: FASCIOLA HEPATICA. DISECCION DE HIGADO

DE BOVINO Y OVINO ENFERMOS. OBSERVACION DE CORTES HISTOLOGICOS —

ASI COMO DE FASCIOLA MONTADAS,

OB JETIVO
Estudiar la morfologfa de F.he patica, trem&todo tfpico, asf como -

conocer el dafio causado por su establecimiento en el huésped definitivo.

INTRODUCCION

Los trem&todos son gusanos planos con forma de hoja no segmenta
dos, que se adhieren a las membranas mucosas por medio de ventosas. Son -
hermafroditas, a excepcién de los pertenecientes al g&nero Schistosoma. Su —
tubo digestivo es incompleto y la mayor parte de su cuerpo se halla ocupado -
por 8rganos asociados al sistema reproductor.

El diagn8stico de las parasito sis causadas por trem8todos depende
del hallazgo de sus huevos. Para ello se pueden emplear técnicas diversas, -
como frotis directos, métodos de concentracién, etc. usando como muestra —
biol&gica la materia fe cal u otro producto, de acuerdo al ciclo vital del pa-—
rdsito en cues tidn.

Un trem&todo tfpico es Fasciola hepatica, que habita las vfas bi—

liares del hombre , ovinos y otros animales herbfvoros. En el hombre los adul-
tos sélo pueden encontrarse en autopsia o durante intervenc ién quir@rgica. La

infeccién en el hombre o animales es causada por la inges tién de metacerca-
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rias adheridas a la vegetacién acu8tica. Los adultos al establecerse en el -

hfgado causando estasis biliar, bloqueando los conductos,causando necrosis,
fibrosis y llegando incluso a causar cirro sis hepética.
El diagnéstico de la fasciolosis se rea liza por el hallazgo de hue

vos operculados en la materia fe cal, en la bilis duodenal asf como por sero—

logfa.
MATERIAL Y EQUIPO
Microscopio comp uesto Caja de Petri
Microscopio estereoscépico Charola de peltre
Equipo de diseccién Portaobjetos y cubreobjetos

Fragmento d e hfgado bovino u ovino parasitado por F. hepatica
Preparacién fija de F. hepatica.

Cortes histolégicos de F. hegaticé en conduc tos biliares.

TECNICA
1. - Abrir con cuidado los conductos biliares del fragmento de “fgado y ex —
traer los par4sito s adultos. Depositarlos en una caja de Petri y observar —
las alteraciones histolégicas ma croscépicas prbducidas como respuesta de -
los tejidos del huésped a la presencia de dichos parasitos.
2.- Colocar ;en un portaobjetos un adulto de F. hepatica y observarlo al —
microscobio estereoscé pico.

3.- Observar las preparaciones de cortes histo l6gicos al microscopio notan
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do sus caracterfs tic as morfolégicas.
PREGUNTAS

a) .- Describir breve me nte el ciclo de F.hep atica.
b).- ¢Qué alteraciones se notan en los 8 rganos parasit'ados por_F.heEatica.?

c).- Caracterfsticas de los huevos de F. hepatica.

d) .- ¢Qué pruebas se realizan para el diagn &stico de Schistosomiasis y ---
p.or qué?

e) .- Mencionar otra s tres parasitosis causada s por trem&todos indicandoel

agente etiolégico.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

2, 31, 32, 37, 45.
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Pr&ctica Nam. 15

OBSERVACION DE _CESTODOS . TAENIA, CISTICERCOS. MORFOLOGIA

DIFERENCIAL DE TAENIA, DISECCION DE CYSTICERCUS CELLULOSAE O BOVIS.

OBJETIVO

Recon ocimiento especffico de Taenia ya que ‘mientras que el hom

bre no alberga aparenteme nte la fase embrionaria de T.saginata, C.cellulo-

sae, la forma embrionaria de T.solium le causa fre cuentemente cuadros clf—

nicos muy severos e inclusive letales, ¢ uando invade la masa encefdlica.

INTRODUCCION

Los c&stodo s son gusanos en forma de cinta, carentes de vfas —
digestivas y vasculares. El c»uerpo de los adultos consta de escblex, cue—
llo y cadena e strobilar. En el esc8lex se encue ntran loc alizados los érga—
nos de figacién de que est&n provistos, como son ventosas , ganchos y bo-
tridias. Al esc8lex le sigue el cuello que es una porcién angosta y no seg—
mentada. Despué s la c adena es trobilar formada por mfltiples segmentos de-
nominados pro gl8tidos, cuyo nfimero varfan segfin la especie. De acuerdo -
con su localiz acién en la cadena estrobilar y con la mad uracién de los 6rga-
nos reproductores se diferencfan en proglétidos inmaduros{los més cercanos-
al cuello) ,maduros y'grévidos. Los huevo s se observan en las ramas uteri—
nas de los proglétid os grdvidos.

La cistic ercosis es producida en el hombre y en el cerdo por ---

Cysticercus cellulosae , forma larvaria de T. solium. Cuando se encuentra en
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el cerdo, es conocida vulgarmente como sah uate, tomatillo y sapo. Los cisti

cercos pueden desarrollarse en cualquier tejido del hombre, siendo las loca-
lizaciones principales los méisculos estriados y el cerebro, pero también ocu
rren en el tejido sub cut&neo, ojo, corazén, pulmén y peritoneo. El cisticer—
co maduro es translfcido, oval, con un esc® lex invaginado con cuatro vento-

sas y un cfrculo de ganchos.

MATERIAL Y EQUIPO
Microscopio comp uesto Equipo de diseccién
Microscopio estereoscédpico Solucidn de Sales biliares

Preparaciones de T. solium y T. saginata (Es c8lex, progl8tidos inmaduros,

maduros y grévidos, huevecillos).

Carne de cerdo parasitada por C. cellulosae.

TECNICA
1.- Observar con el micrsocopio estereoscédpico las preparaciones de escélex
y proglétidos, y con el microscopio comp uesto las de lo s huevecillos y nue-
vamente el escélex.
2.- Observar los cisticercos que se encuentran en la carne de cerdo parasi-
tada, aprecia’ndo su forma, color y consistencia.
3.- Extraer con ayuda de bisturf varios cisticercos, procurando evitar su rup

tura.
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4,- Tomar un cisticerco, colocarlo entre dos portaobjetos y comprimirlo hasta
hacer estallar la vesfcula. Observar la preparacién en un microscopio estereos
cbpico reconociendo el escdlex, con su rostelo, su doble corona de ganchos,—
las cuatro ventosas, el cuello, los corpti sculos calcédreos y los restos vesicu-
lares. Despué s observar en el microscopio compuesto a seco dé&bil, para apre-
ciar en detalle los movimientos de las ventosas, el cuello, etc. y la morfolo-
gfa individual de los ganchos.

Nota: Para considerar a un cisticerco vivo se tomard en cuenta la movilidad de

ventosas y ganchos, y la evaginacién en solucién de sales biliares.

PREGUNTAS
a).- Mencionar las diferencias anatémica s y mofolégicas de ambas tenias y —
decir cu8l es la importancia diagnéstica de esta diferenciacién.
b) .- Describir breve me nte el ciclo biolégico de T.solium .
c).- ¢Cudl es la importancia de que los c8stodos puedan infectar en su forma -
larvaria al hombre? ¢ Cuéles son estos caso s?
d).- ¢ Qué medidas profil8 cticas existen para la erradicacién o control de esfas
parasitosis ?

e).- ¢ Qué otras teniasis puede presentar el hombre? ;Cudl es su importancia? .

REFER ENCIAS BIBLIOGRAFICAS

11, 18,-31; 38.
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Escélex y cuello de T, solium - -

 Pepto. Ecologfa Humana).

Escélex y cuello de T.saginata

(Depto. Ecologla Humana).

Proglétido grévido de T, saginata

(Depto Ecologfa Wumana).
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Pr&ctica Ndm. 16

DIA GNOS TICO SEROLOGICO DE HIDATIDOSIS POR

CONTRAINMUNOELECTROPORES}_S_.

OB JETIVO
Aprender a realizar la contrain mu noelectroforesis para el diagnés-

tico de hidatidosis.

INTRODUCCION
El hombre es parasitado sélo por el estadfo larvario de Echinoco —

ccus granulosus . E ste se adquiere al ingerir los huevos del pardsito que -—

eclosionan en el duodeno liberando los embriones hexacantos. Ellos atravie —
san la pared inte stinal pasando a los linf4ticos o vénulas mesentéricas que —
los conducen a torre nte circulatorio y de ahf a diferentes partes del organismo,
dénde se alojan constituyendo los quistes hidatfdicos. Estos se encuentran — ’
con mavyor frecuencia en el hfgado y pulmone s, pero tambi&n pueden hallarse —
en mfisculos , rifiones, bazo, huesos, ojos, cerebro, corazén, etc.

El quiste hidatfdico presenta una cutfc ula externa de soporte, una
capa germinal interna, un 1 fquido amarillo c laro, vesfculas prolfgeras y los —
quistes hijos (réplicas del primero).

El dia gnéstico de laboratorio de la hidatidosis se puede hacer por -
hallazgo dé escélices, cdpsulas O quiste s hijo s en quistes extrafdos por inter
vencién quirﬁrgicé o usando pruebas cutdneas con antfg enos polivalentes --—

(Intradermo reacc ién de Casoni).
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Existen adem&s pruebas serolégicas que pueden contribuir al diag-
néstico de este p adecimie nto. Dentro de ellas, la contrainmunoelectroforesis
parece ser la m8s adecuada por su facilidad de realizacién, su bajo costo y —
la lectura rdpida de resultados. Es una técnica de inmunodifusién en gel, si—
milar al mé& todo de doble difusién de Ouchterlony, con la diferencia de que se
efectfia en un campo eléctrico. La mayorfa de los antfgenos proteicos se mo
vilizan hacia el 8nodo y los anticuerpos especfficos son arrastrados por la —
corriente endo smética hacia el c4todo. Cuando ambos se encuentran se for

man una o varias bandas de precipitacién.

MATERIAL Y EQUIPO

C&mara de electro foresis Tiras de papel Whatman ndm. 1
Electrodos Antfgeno de E_.granulosus en su fa-
Horadadores de 4 mm de didm. se qufstica.

Plantilla para realizar los cortes Ionagar (1g)

Placas de vidrio de 20.5 x 11 cm,

Buffer de acetato-dietilbarbiturato, pH 8.6, Vi 0.l1¢l9.6g de acetato de so-
dio anhfdro, 50g de dietilbarbiturato de sodio, 34.2 ml de HC1 1 N y 3.84g
de lactato de sodip. Afiadir agua destilada a completar 10 1y adicionar 50 -
ml de soluqién de timol al 5% en isopro panol).

Suero control positivo

Suero problema
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TECNICA
A) .- Preparacién de las placas de gel de agar.
1.- Disolver 1 g de ionagar en 100 ml de buffer de acetato-d ietilbarbiturato, -
pH 8.6,/\ 0.1. Calentar en plancha eléctrica hasta que la s olucién esté clara.

2.- Dejar enfriar hasta 70-75°C.

3.- Verter 25 ml de lfquido sobre la placa de vidrio colocad a sobre una super

ficie horizontal, cuidando que no escurra por la s orillas.

4.- Hacer las horadaciones guidandose con la plantilla de la siguiente manera:

I II I IT I II
O O—#=—0 O ® O
6 D O—*-© Q  ©
~ 6" O o P o o 0O ~
3 O O @) O O O 5
S o o0 ®@ O s T e
g @) ) O ) @) @) =
O O < ! O ©
& o) O O o O
o = 4mm. @ - suero control positivo.

5.- Retirar el gel de agar de los cortes,
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B) .- Contrainmun oelectroforesis .

1.- Colocar buffer d e acetato-dietilbarbiturato pH 8,6y m O.len la c8mara -
de electroforesis hasta que su nivel est® 1 cm por debajo de dénde se colocan
las placas. Nivelar el buffer en ambas c4 maras de electrod os con movimien -
tos de vaivén suaves.

2.- Llenar los pozos de las filas I (de acuerdo al esquema) hasta el borde —

con el suero control po sitivo o con los problemas. En cada caso se usaré un

capilar diferente.

e e e

3.- Llenar los pozos de las filas II con el antfgeno de E, granulosus procu —

rando llegar al borde sin que se derrame.

4.- Introdu cir cuidadosamente las placas en la cd&mara de electroforesis, —

orientando las filas I hacia el &nodo y las filas II hacia el cé8todo.

5 _ Saturar las tiras de papel Whatman en el buffer de la cdmara.

6.- Llevar a cabo la electroforesis durante 30 minutos cuidando las siguien —

tes condiciones: voltaje de 150 V e intensidad por c&mara de 30 mA.

C).- Interpretacién de los resultados.

En los casos positivos de hidatidosis, al t&rmino de la electroforesis se for —
mar&n una o m&s lfneas de precipitacién en la zona comprendida entre los po —
zos en dénde se colocaron sueros del paciente y antfgeno. Estas lfneas apare_

cer&n siempre en el suero control positivo.
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PREGUNTAS
a).- Describir breve me nte el ciclo vital de E.granulosus.
b) .~ ¢ Qué otros métodos existen para el diagné® stico de hid atidosis?
¢).- ¢ Culles son las ventajas y las desventajas de la contrainmunoelectrofo
resis?
d).- ; Para qué otra s parasitosis puede emp learse la co ntrainmunoeletrofore
sis como método diagndstico?

e),~- ¢ Cudles son las med idas profildcticas para el control de la hidatidosis?

REFER ENCIAS BIBLIOGRAFICAS

6, 13, 39, 43.

Intrad ermoreaccié n de Casoni positiva (ISETY.
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Pré&ctica N@m,. 17

T RIQUINOSIS . TRICHINELLA SPIRALIS EN MUSCULO.

OB JETIVO

Estudio de las larvas de T. spiralis en m@isculo como método —

diagnéstico de esta parasitosis.

INTRODUCCION

Trichinella spiralis es responsable del padecimiento conocido co-

mo triquinosis , que se adquiere generalmente por la ingestién de carne de —
cerdo infec tada con larvas encapsuladas de triquina. Estas pasan a la porcién
proximal del intestino delgado en d&nde s us c&psulas son disueltas y las lar
vas son liberadas en pocas horas. Ellas invaden la mucosa intestinal y al —
llegar al estado adulto llevan a cabo la fertilizacién. Después de ésta, los -
machos son expulsados del intestino con la materia fecal o pueden permanecer
en &l algunos dfas.

Las hembras repletas de embriones penetran a la mucosa y submu
cosa para efectuar la postura de los mismos. Después de la submucosa los —
embriones llegan a la circulacién venosa o linfdtica para ser transportados -
a los mfisculos, dénde se fijan y enquistan, pudiendo con el tiempo calcifi —
carse.

E'l diagnéstico de la parasitosis en el hombre se basa generalmen
te en la historia clfnica o en sfntomas que se manifiestan durante la primera -

semana de invasién intestinal, y que con sisten en v&mito, diarrea, dolores -
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tar edema periorbitario, fiebre elevada y una marcada e osinofilia. Durante la

encapsulacién larval en los mfisculos, el paciente puede presentar sfntomas -

naurot8xicos y miocarditis . La infeccién masiva puede ser fatal.

El dia gnéstico espec ffico de la triquinosis puede hacerse por biop-

sia muscular o usando pruebas c utdneas (serolégicas). En &stas dltimas, se --

utiliza un antfgeno de :I‘_._spiralis_, que se aplica por vfa intradérmica en la ca-

ra anterior del antebrazo. Se observa durante trein ta minutos, cada cinco, veri

ficando el aspecto que presenta la zona inoculada. En casos positivos se pro—

duce una reaccién con edema, congestién e infiltracién de mononucleares, lo -

que se manifiesta por una p&pula y presencia de prolongaciones digitiformes.

MATERIAL Y EQUIPO

Microscopio compuesto’ Frasco de boca ancha con tapa

Equipo de diseccién Algo dén

Tabla de corcho Alfileres

Caja de Petri Mezcla cré mica

Portaobjetos ( 2) Eter

Rata infectada con triquina 6 semanas antes de realizar la practica

Corte histolégico de mfiscu lo de rata parasitado por T. spiralis
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TECNICA
1.- Sacrificar la rata infectada coloc&ndola dentro de un frasco dénde previa-
mente se ha puesto un algodén empapado en éter.
2.- Fijarla a una tabla de corcho con alfileres.
3.- Quitarle la piel, las vfsceras tor8cicas y abdominaies, incluyendo el --
diafragma.
4.- Fragmentar las masas musculares del animal en tantas porciones como -
alumnos vayan a realiz ar la prictica.
5.- Colocar en cajas de Petri las porciones de mfisculo.
6.- Tomar un fragme nto con las pinzas, colocarlo entre dos portaobjetos y -
comprimirlo,
7.- Observar a s eco débil y seco fuerte tratando de identificar las larvas de
triquina.
8.- Observar de la mis ma manera las preparaciones de T.s piralis en cortes -

tenidos.

Nota: Lavar todo el material utilizado con mezc la crémica.

PREGUNTAS
a).- Describir breve me nte el ciclo biol6gico de T. spiralis.
b) .- ¢ Cémo se realiza la digestién del misc ulo para el diagn8stico de triqui-
nosis?

c) .- Mé&tod os profildcticos utilizados para la pre vencién de esta parasitosis.
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d) .- ¢ En qué etapa de la identificaci®én es posible encon trar adultos en la ma
teria fecal de los pacientes? ¢ Por qué?
e) .- Describir una de las pruebas serol8gicas emp leadas para el diagnéstico

de triquinosis.

REFER ENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Larvas de triqu ina enquistadas en m@sculo { ISET I
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Pr8ctica Ndm, 18

E NT EROBIASIS. METODO DE _GRAHAM

OBJETIVO

Conocer la técnica de eleccién en el diagnéstico de enterobiasis.

INTRODUCCION

La enterobiasis u oxiuriasis es una enfermedad parasitaria produ-

cida por Enterobius vermicular'is, nem&todo inte stinal con ciclo biol8gico —

directo ( no re quiere de huésped es intermediarios, ni de prolongada incuba-
cién exé8gena ),

Esta parasitosis presenta una amplia distribucién geogréfica, pre
valeciendo en grupos de bajo nivel econémic 0, principalmente en nifios y en
aquellos sitios dond e exista hacinamiento humano. El habitat o localizacién
comin de E.vermicularises el ciego y porciones adyacentes de intestino del
gado e inte stino grueso.

E. vermicularis generalmente no produce lesiones graves., En ---
cuanto a las manifestaciones clfnicas m&s impo rta ntes presentadas por una -
persona con enterobiasis son: prurito por irritac i&n perianal, perineal y oca -
sionalmente vaginal, debido a las migraciones de las hembras grévidas. Se -
le han adjudic ado adem&s otros signos o sfntomas como son anorexia, pérdi
da de peso, hiperactividad, insomnio, irritabilida d, dolor abdominal, n&u—

seas y v8mitos. Alguna s veces suele oca sionar cuadros quirfirgicos principal

mente apendic itis.
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Existen numero sos m&todos para efe ctuar el diagn8stico de la en-
terobiasis, los cuales se basan en la identifica cidn de gusanos adultos o de
sus huevos . El m&s conve niente es el método de Graham, ya que proporciona
el porcentaje m&s elevado de pruebas positivas y el mayor nfimero de huevos.
Los ex&menes son repetidos en dfas consecutivos debid.o a la irregularidad -
migratoria de las hembras grdvid as. Se considera que tres pruebas consecuti-
vas revelan el 90 % de pac ientes infectados.

Este m&todo deber8 practicars e de preferencia en el laboratorio,
recomendando al paciente que no defeque y no se bafie por la mafiana, ya que

de lo contrario los huevos de E. vermicularis depositados en las mdrgenes -

del ano, ser&n arrastrados mec8nicamente y el resultado ser8 negativo.

MATERIAL Y EQUIPO

Microscopio comp uesto Aba telenguas
Portaobjetos Cinta adhesiva transparente
TECNICA

l1.- Colocar la cinta sobre el abatelenguas dejando la parte engomada hacia -
afuera.

2.- Colocar al paciente en decfibito supino,

3.-Tocar vari’as veces con la zona engomada las regiones perianal y perineal.
4,- Adherir la cinta a un portaobjetos.

5.- Aclarar la preparacién con una gota de yodo en xilol,
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6.~ Observar en el microscopio con objetivo seco débil..

PREGUNTAS

a).- Describir el ciclo biolégico de E. vermicularis,

b).- Mencionar las diferentes fuentes de infeccién de esta parasitosis.

c).- Tratamiento y profilaxig para la oxiuria sis.

d).- ¢ Para qué otras parasitosis es 4til el m&todo de Graham?

e) .- Mencione otros métodos de diagnéstico de enterobiasis y diga sus ven—

tajas y des ventajas,

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

13, 17, 22, 38.

Manera en que se coloca la cinta adhe siva en el portaobje~

tos (Depto. Ecologfa Humana).
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Prdctica Ndm. 19

EOSINOFILIA EN SANGRE Y EN DIVERSAS EXCRECIONES Y SECRECIONES

OB JETIVO

Estudio de la e osinofilia como signo clfnico asociado a ciertas —

parasitosis.

INTRODUCCION

La eosinofilia es el aumento de los eosinéfilos por encima del -
valor normal (7 X 109 /cm3), encontr&ndose hasta m&s del 20% si se calcu—
la de la cuenta total de leucocitos y m&s de 2 X 105/cm3 si se determina-
por métodos abso lutos de conteo. Esta cond icién se halla asociada a casos
de alergia, des&rdenes cutaneos, parasitosis, enfermed ades infecaiosas, -
desé8rdenes sangufneos y otros transtornos.

En el caso particular de parasitosis, la eosinofilia se presentar§
sélo en aquellos en que todo o parte de su ciclo biolé8gico se desarrolla fue_
ra de la luz intestinal, por ejemplo, triquinosis, fasciolosis donde se ha —
demostrado que la resp uesta eosinofflica re quiere de pardrasitos intactos -
en nimero suficiente y dis tribucién adecuada.

Cu ando ocurre enquistamiento del par§sito, como por ejemplo -
en cisticercosis, la.eosinofilia que se manifiesta inicia lmente es leve, de
saparece en ;;oco tiempo.

En casos de parasitismo exclusivamente intestinal, la eosinofi-
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lia no se presenta.

Se pueden clasificar en cuatro grupos los pardsitos capaces de —

producir eo sinofilia:
1.- Con ciclo extraintestinal y que finalmente se localizan en el aparato di—
gesti vo:

Ascaris lumbricoides (N), Strongiloides stercoralis (N), Ancylostoma duodena-

le (N), Necator americanus (N), Fasciola hepatica (T), Schistosoma mansoni,

(T), Schistosoma japonicus (T).

9.- Helmintos con ciclo extra intestinal, que finalmente se localiza fuera del

intestino.

Cysticercus cellulosae (C), Echinococcus granulosus (C), Trichinella spira—

lis (N), Onchocerca volvulus (N), Manzonella ozzardi (T).

3.- Helmintos animale sque pueden infectar al hombre.

Toxocara canis (N), Toxoc ara cati (N),, S chistosoma sp (T), Sparganum sp () o
4 .- Establecimiento de artrépodos.

Acaros en los bronquios, miasis , tungiasis.

MATERIAL Y EQUIPO

Microscopio comp uesto Alcohol
Portaobjetos Colorante de Wright
Lancetas de sechables S angre capilar

Algoddn
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TECNICA
1.- Limpiar la yema de un dedo o el 18bulo de una oreja y puncionar con una
lanceta .desechab le.
2.- Desechar la primera gota de sangre y la segunda colocarla en un portaob—
jetos limpio y desen grasado.
3.- Facer una extensién delgada colocan do otro portaobjetos en un &ngulo de
45 grados.

4,- Secar al aire .

5.- Anadir suficiente cantidad de colorante de Wright, para que la extensién -
sangufnea quede perfe ctamente cubierta, y asf se les deja durante 5 minu—
tos.

6.- Agregar agua hasta obtener un brillo metdlico y dejar 5 & 6 minutos.

7 .- Enjuagar cuidadosa me nte, secar al aire y observar a inmersidén,

8.~ Contar 100 le ucocitos (siguiendo alguna técnica mec &nica para evitar repe
ticiones ) y clasificarlos. Segftin el nfimero de leucocitos encontrados de cada -

tipo, se hace la relacién directa para obtener el porciento de los mismos en —

la muestra de sangre original.

PREGUNTAS
a) .- Mencionar algunas parasitosis en las que se presente eosinofilia .

b).- ¢ Qué parasito sis no determinan una &levacidn de ecsinéfilos? D& ejem -

plos.
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c).- ¢ En qué otros flufdos corporales se puede determinar la eosinofilia ---

aparte de la sangre?

d) .- ¢ Se puede considerar la eosinofilia como un dato diagn8stico? ¢ Por qué?

REFER ENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Sy 7,13, 4%,
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Pr&ctica Ndm. 20

UNCINARIASIS Y E STRONGILOIDOSIS, CULTIVO DE LARVAS, -

OB JETIVO

Conocer un m&todo que permite la id entificac i6n de larvas de hel-

mintos cuando &stos se encuentran parasitando a un indjividuo.

INTRODUCCION

Entre las especies que producen uncinariasis en el hombre desta—

can: Necator americ anus y Ancylostoma duoden ale.

Los gusanos adultos son pequefios, cilfndricos, fusiformes, blan_
co-grisaceos. Ambo s géneros son muy seme jantes entre sf, aunque, presen—
tan algunas diferencias que nos permiten distin guirlos, &stas son: tamafio, --
c&psula bucal, acoplamiento, extremo caudal en la hembra y bolsa copula--—
triz;

El diagnéstico definitivo de estas parasitosis, depende de la iden-
tificaci®n de sus huevos en la materia fe cal, aunque son practicamente indi—
ferenciable s y varfan lige ramente en el tamafio .

Strongyloides stercoralis es el agente causal de la estrongiloido—

sis o diarrea de la Conchinchina. Es un nemdtodo filariforme, pequefio, inco—
loro, con cutfcula finamente estriada y puede ser de vid a libre o pardsita —
(par8sito facixltativo) :

Las infecciones por_S.stercoralis pueden cursar asintomdticas o -

dar una sin tomatologfa severa e inclusive mortal.
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El diagnéstico de dicho padec imiento compre nde exdmenes copro-
parasitosc8picos cualitativos y observacién del contenido duodenal, ya sea -
directamente o usando mé&todos de concen tra cién.

Para la d emostracién de una inva siédn por Ancylostoma, Necator o

Strongyloid es, se puede utilizar el cultivo, en el cual se desarrollan larvas -

filariformes a partir de huevos de Ancylos toma (que pasan por el estadfo rab—

ditiforme) y de Strongyloides.
Existen dos t&cnicas para el cultivo de larvas: en tubo o en pla—

cas de carbdn. La primera se conoce mejor como la técnica de Harada-Mori.

MATERIAL Y EQUIPO

Microscopio comp uesto A batelenguas

Microscopio estereoscépico P apel celof8n de 6 x 6 cm y liga
Gradilla Tira de papel filtro de 2 cm de ancho
Tubo de ens aye de 25 x 175 mm por 17 cm de largo

Pipetas Pasteur con bulbos de hule Agua destilada estéril

Portaobjetos y cubreobjetos Materia fecal

TECNICA
l.- Colocar en un tubo de ensaye 5 ml de agua destilada estéril,
2.- Extender la muestra de materia fecal sobre la tira de papel filtro con el -
abatelenguas.

3.- Introducir la tira de papel filtro en el tubo.
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4,- Tapar el tubo con papel celofan asegur&ndo lo con una liga.
5.- Incubar en la estufa a 37°C,

A partir del 50. dfa iniciar la revisién de los tubos de la sigui.ente mane-
ra:
1.- Confirmar la presencia de larvas en el fondo del tubo.de ensaye, mediante
el uso del mic roscopio estereoscépico.
2.- Calentar los tubos a 50* C en bafio Marfa (con &sto se matan las larvas y
de esta manera se asegura que al manipular los tubos, no se corre el riesgo de
contaminacién).
3.- Aspirar con la pipeta Pasteur una muestra del fondé del tubo.
4.- Colocar una gota en cada extremo del portaobjetos (agregar 1 gota de lugol
a una de ellas).
5.- Cubrir con una laminilla.
6.- Observar a seco débil y seco fuerte.
Nota: Con el bafio Marfa las larvas muere n pero conservan su morfologfa. La -

identificaci®n se hace tomando en cuenta la siguiente tabla:



GENERO Y ESPECIE

VAINA CUERPO EXTREMIDAD

POSTERIOR

OTRAS CARACTERISTICAS

Necator americanus

Ancylostoma d uodenale

Strongyloid es stercoralis sin estrfas

660 Y estrias 590 u Afilada

aparentes sobre
todo en la por--

cién caudal.

720 Y- Estrfa - 6 60 q Roma

poco visible.

Roma > bi-

Trichostrongylus sp.

furcada.

750 y 600 y Redonda y

a botonada.

Extremidad anterior redondeada.
Porcibn anterior del intestino, tan
ancha como el bulbo esofdgico. —

Lanzas bucales obscuras.

6L

Extremidad anterior roma. Didme-
tro intestinal m&s estrecho que el

bulbo esof&gico.Lanzas bucales vi-

sibles.

Eséfago aproximadamente de la mi-

tad del cuerpo.

Eséfago de una cuarta parte de la —

longitud del cuerpo.
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PREGUNTAS | g

a).- Describir brevemente el ciclo de vida de una uncinaria.

b).- ¢ Culntos y Cudles tipos de ciclos vitales presenta S. stercoralis y a- -

qué se debe?

c).- ¢ Qué medidas profilcticas considera usted importante para la erradica-

cién de estas parasitosis?
d).- Ventajas y desventajas de la té€cnica de Haradi-Mori.

e).- En su opinién,iscree que es suficiente un diagndstico por este método?

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

9,18, 20,33,
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Préctica N@m. 21

OBSERCACION DE ONCHOCE RCA VOLVULUS

OB JETIVO

Estudio microscépico de Onch ocerca volvulus para su posterior

reconocimiento e identificacién.

INTRODUCCION

La oncoc ercosis, vparasitosis pro ducida por O. volvulus no repre
senta en sf ningd n prablema letal, pero resulta de gran trascendencia m&di—
co -social, puesto que las microfilarias, formas larvaria s de este nem4todo .,
pueden migrar por los linf&ticos cuté&neos y llegar a los globos oculares, -
produciendo lesiones en &stos y posteriormente ceguera,

En nuestro pafs existen tres focos end& micos localizados en el -
sureste: dos de ellos en el estado de Ch iapas (Soconusco vy Chamula); y el
tercero se encuentra ubicado en la regién norte de Oaxa ca. En estas zonas-
abundan los mosquitos transmisores del g énero §i_rgu_1_i_v.£i conocidos vulgar—

mente como'ro dadores"', "mosco negro", etc.

MATERIAL Y EQUIPO
Microscopio comp uesto
Microscopio estereoscépico

Preparaciones de O. volvulus (microfilaria s y oncocercoma)
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TECNICA
1.- Observar las microfilarias al microscopio compuesto.

2.- Observ ar el oncocercoma al microscopio estereoscépico.

PREGUNTAS
a) .- Explicar brevemente el ciclo vital de este par&sito.
b) .- ¢ Cuéles son las especies de Simulium que transmiten este par§sito?
c).- ¢Qué son los oncocercomas?
d).- ¢ Cémo se efectla un diagn&stico de oncocercoma?

e).- ¢Cudl es el tratamiento indicado para esta parasito sis?

REFERENCIA S BIBLIOGRAFICAS

8, 37, 40, 46,
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Pr&ctica Ném. 22

ARTROPODOS

OB JETIVO

Identificacién dentro de los artrépod os, de algunos representantes

de importancia epidemiolégica.

INTRODUCCION

Los artré podos son invertebra dos multicelulares, segmentados, —
co.n exoesqueleto, con simetrfa bilateral y p ares de ap&ndices articulados. —
En conjunto, constituyen el phylum que comprende el mayor nmero de especies
del reino animal, gozando muchos de importancia mé&dica por las enfermedades
que causan al hombre o animales (por eje mp lo: miasis, alergias, intoxicacio-
nes severas), o bien, por ser transmisore s mec &nicos o biolégicos.

Las clases de mayor importancia mé&dica en el Phylum Artropoda son:
Crustacea, Arachnida e Insecta.En ellas se incluye los copépodos, transmiso-
res de D, latum y chinches, piojos, pulgas, triatomas, moscas, alacranes, en

tre otros trans misores y agentes de enfermedades infecciosas.

MATERIAL Y EQUIPO

Microscopio comp uesto Preparaciones de Triatoma, Cimex, Pe-

Microscopio estereoscépico diculus, Phtrius pubis y alacrén.

Ejemplare s de los mismo s
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TECNICA
1.- Observar las pre paraciones proporcionad as, diferenciando las caracterfs—
ticas morfol8gicas peculiares de cada una de ellas.

2.- Observar y distinguir detalles particulares de los e jemplares proporciona

dos.
PREGUNTAS
a) .- Mencionar algunos parésitos de la clase Arachnida.
b).- Anotar las clases en las que se dividen los Artr8pod os, dando caracter{sti
cas generales de cada una de ellas,

c).- Mencionar algunos representantes de la clase Crustacea que sean de im—
portancia médica.
d) .- Caracterfsticas diferenciales entre insectos y ar&cnidos.

e) .- Indique e n que parasitosis actflan como trans misores Xenopsilla, Triatoma

y Pediculus.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

2,7,,38, 44,
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Pr&ctica Ndm, 23

DIPTEROS.

OB JETIVO

Estudio de los dfpteros por su importancia como vectores mec8ni—

cos y biol8gic os de cierta s parasitosis.

INTRODUCCION

El ord en Diptera es el m&s importante de la clase Insecta, porque
muchos de ellos son trans misores de enfermedades dei hombre, tales como "—
paludismo, fiebte amarilla, oncocercosis y leishmaniasis.

Los dfpteros son insectos tfpicos , dotados en el estado adulto de
un par de alas membranosas insertadas en el &ngulo dorsolateral del segundo
segmento tor&cico, y de un par de halterios, que corresponden a un segundo -
par de alas transformadas. Sus partés bucales estén ada ptadas para chupar y

en algunos casos para picar,

Dicho orden abarca las moscas y los mosquitos, los cuales sufren
metamorfos is completa, es decir, pasan por los siguientes estadios: huevo, —

estados larvarios , pupa y adulto.

Los principales géneros de dfpteros involucrados en la transmisién

de par&sitos son:

Géne ro Parasito sis
Anophele s Paludismo
Phlebotomus Leis hmaniasis visceral, cutdnea y muco-

cut@nea.
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Simulium Oncocercosis.
Culex Filaria sis.
_Aedes F iebre amarilla, encefalitis equina, -
dengue .
Culicoides Mansonella ozza-rdi ;

El diagndstico difere ncial de estos géneros se basa en el estudio

de la morfolog fa detallada de los mismos,

MATERIAL Y EQUIPO
Microscopio comp uesto

Preparaciones con ejemplares montados de: Anopheles , A8des, Culex —

(adultos macho y hembra, pupas, larvas y huevos).

Preparaciones de los géneros Phlebotomus y Simulium.

TECNICA

1.- Observar y diferenciar estructuras en las preparaciones proporcionadas,

2.- Compararlas en los diferentes géneros.

PREGUNTAS
a) .- Caracterfsticas morfoldgicas diferen ciales de los géneros observados.
b) .- Distinguir qu& papel jue gan los g&neros mencionados en el ciclo de vida
c).- Mencionar otra s enfermeda des caus adas por moscas o mosquitos. Carac

terfsticas de las mismas.
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d).- Profilaxis de la s enfermeda des transmitidas por mosquitos.,
e).- Importancia médica y control del género Simulium.
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

17, 20, 37, 44, 46.
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Pr4ctica Ndm, 24

EFECTOS TOXICOS DEL VENENO DE ALACRAN EN RATONES (Y SU NEUTRALIZACION)

OBJETIVO

Conocer los efectos t8xicos d el veneno de alacrén en un animal—

de laboratorio .

INTRODUCCION
Los alacranes o escorpiones son los principales aré cnidos vene-

nosos y posiblemente uno de los animales téxicos mds importantes en el —

mundo. Entre los principales géneros de alacranes se encue ntran los siguien

tes, de los que sefialaremos también su distribucién geo gré&fica:

Género Distribucién geogréfica

Centruroid es Mé&xico, suroeste de E.U.A.

México, Trinidad , Brasil.

Tityus

Buthus 7 ona del Mediterraneo y Manchuria.
Scorpios y Andronoctus Norte d e Africa.

Tamules India.

Parabuthus B echuanalandia.

En México la gran extensién territorial plagada de alacranes ve-
nosos y su abundancia determina que el nfimero de vfctimas sea sorprendente
mente alto. Puede calcularse aproximadamen te que se producen més de 9,000

casos mensuales, o sea 300 diarios.

Los alacranes presentan un ce falot8 rax no segmentado con cuatro
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pares de patas, abdomen alargado y su extrgmidad caudal posee un aguijén cur
vo, por donde sale el veneno. En el éltimo segme nto del abdomen se encuen-
tran localizadas dos gl&ndulas venenosas que desembocan por medio de un ca-
nal excretor en el aguijén.

Las manifes taciones clfnicas pre sententadas. en el ratén por la —
- accién del veneno de alacrén, son comparables a las que se presentan en el -
hombre. El' veneno de alacrdn produce dolores locales par8lisis del glosofa—
riﬁgeo, transtornos nerviosos a nivel de placa neuromus cular, hipersecrecién
brohquial y salival, convulsiones, edema y par8lisis respiratoria, cefalea, -
nauseas, v&mitos, midria sis y finalmente la muerte por paro respiratorio.

Con fine s de estudio se puede: obtener veneno de alacranes vivos
mediante estimulacién el&ctrica del ganglio nervioso, que acciona el musculo
constrictor de las gl&ndulas. La cantidad emitida varfa con la longitud del ani

mal, se puede obtener entre 0.0 1~0.1 ml en una sola estimulacién.

MATERIAL
Jeringas hip odérmicas de 1 ml Jaulas para ratones
Aguja del n. 27 Ratones de 18-20 g. (2 por equipo)
Algodén . Veneno de alacrén
Alcohol ) Suero anti-alacrén

Sol. salina estéril
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TECNICA

A) .- Accibén del veneno .

l.- Inyectar a un ratén por vfa intraperitonial con la ddsis mfnima mortal del
veneno, suspendido en solucién salina isoténi ca estéril.

2.- Observar los efectos sobre el ratén.

B).- Efecto del suero anti-alacrén.

l.- Inyectar por vfa intraperitonial a otro ratén con 1 ml de suero anti-alacrén

que neutraliza 60 DMM.,

2.- En seguida inyectar por vfa intraperitonial la d 8sis mfnima mortal del vene_

no de alacrén.

3.- Observar los efectos del suero anti- alacrdn

PREGUNTAS
a).- Naturaleza qufmica del veneno de alacrén.
b) .- Tratamiento de una persona picada por un alacrén.
¢).- Profilaxis para evitar el alacranismo.
d).- ¢ Cuéles son las especies de alacranes m&s téxico s en México?
e).- ¢ En qué zonas de la repfiblica y durante que época del afio hay una ma —

yor inecidencia del alacranismo y por qué?

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

7,11, 35, 37, 47.
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Centruroides suffusus suffusus, ejemp lar de Durango (Depto.

Ecologfa Humana).
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Pr&ctica Optativa .

CONSERVACION DE P ARASITOS ANIMALES O HUE VOS HALLADOS EN LA MATERIA

FECAL.

OBJETIVO

Conocer las principales técnicas que existen para la conservacién

de par8sitos o de sus productos.

INTRODU CCION

No siempre es posible el inmediato pro cesamiento de la materia —
fecal para diagné stico parasitol8gico, por lo que se han desarrollado una se—
rie de soluciones que permiten la preservacién tanto de helmintos adultos co—
mo de sus huevos, sus larvas y quistes de protozoarios.

El uso de dichos preservadores, ha contribufdo a la realizacifn de
encuestas epidemiol8gicas, al incremento de material diddctico disponible y a
la conservaciédn de mue stras de materia fecal gue no han podido procesarse, y
que requieren en ocasiones ser enviadas a sitios encargados de su estudio.

Entre las soluciones preservad-ras més utiliéadas figuran: MIF, —

PVA, formol, formalina con glicerol, Schaudinn, etc.

MATERIAL Y EQUIPO
Tripi& Vaso de precipitadaos de 250 ml ( ?)
Mechero Caja de petri

Tela de asbesto Term&metro
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Portaobjetos ~ Alcohol al 70%
Guantes de hule Solucién Salina Isoténica
Aplicador de madera Ejemplare s de gusanos vivos
Solucién de Formol al 3 % Muestra de Materia Fecal parasitada
Solucién de formalina al 10% con quistes dé protozoarios y hue —
Fijador d e Schaud inn 7 vo s de helmintos

TECNICA

A) .- Conservacién de Cés todos.

1.- Lavar el verme para librarlo de residuos de ma teria fecal (el operador de-
be portar guantes de hule).

2.- Dejarlo en agua fre sca por 1l § 2 hrs.

3.- Colocarlo en 10 veces su valumen de formol al 3%.

4.- Cambiar el formol una vez transcurridas 24 hrs., para la conservacién de_
finitiva del parésito .

B).- Conservacién de Trem§todos.

l.- Lavar al par&sito para librarlo de residuo s de materia fecal (el operador —
debe portar guantes de hule), o de cualguier otro contaminante.

2.- Ponerlo en solucién de formol al 3%.

Nota: Se obtie ne me jores resultados comprimiendo la muestra entre dos porta
objetos y manteniéndolos juntos mediante ligas colocadas en ambos extremos.

La muestra as! preparada se sumerge durante 2 hrs. en una solucién de formol,
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se le retira lo s portaobjetos y el pardsito aplanad o se coloca en solucién de
formol al 3%.

C) - Coaservacidn de Nemdtodos.

1.- Lavar el Nem&todo para librarlo de residuos de materia fecal ( el operador -
debe portar guante s de hule).

2.- Colocarlo en un frasco con solucién salina is oténica, ya que el agua hace
que aumenten de wlumen y puéden estallar.

3 .- Pasarlos a solucién de formol al 3% calentada a 70°C para que mueran.

4,- Colocarlos en alcohol al 70% para su conse rvacidn.

D).- Conservacién de materia fe cal que contiene'huevos de parésitos.

l.- Tomar una peque fia porcién de materia fe cal ( cerca de l’ cm de didmetro) y
mezclarlo con suficiente c antidad de agua para producir una pasta de consisten
cia semisdlida.

2. - Afadir unos 200 ml de formalina al 10% y calemtada a 90-C. Mezclar per-
fectamente.

3.- Dejar sedime ntar d urante 1-2 horas.

4.- Decantar el 1fquido sobrenadante y afiadir al sedime nto 200 ml de solucién
de formalina al 10%.

E).- Conservacién de quistes de protozoarios.

1.- En un portaob jetos limpio y desengrasado hacer un frotis delgado de mate-
ria fecal ( como para que se lean caracteres de imprenta atrav@s de él) con ayu

da de un aplic ador de madera.
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2.- Sumergirlos con el frotis hacia el 1fquido en el fijador de Schaudinn y de-

jarlos reposar 1 hora a temperatura ambiente.

3.- Si se desea se puede tefiir con hematoxilin a férrica (pr&ctica n@m. 2).

PREGUNTAS

a).- Mencionar la composicién de otros dos preservadores diferentes & los uti

lizados en esta préctica.

b) .- Indicar los preservadores m&s utilizad os en la conservacién de protozoa

rios.
c) .- ¢Cémo se conservan los artrépodds?
d).- ¢Qué importancia tiene la conservac ién de lo s par8sitos?

e).- ¢ Qué mé&todos existen para la captura de mo squitos?
REFER ENCIAS BIBLIOGRAFICAS

17, 20, 26, 40,
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Pr&ctica Oplalivd

OTRAS TECNICAS COPROP ARASITOSCOPICAS.

OB JETIVO

Aprender a realizar otros dos mé&todo s de concentracién: Sedimen-

tacién en copas y té cnica de frotis grueso de "Kato".

INTRODUCCION

A pesar de la amplia gama de técnicas que existen para la deter —
rﬁinacién de huev os en ma teria fecal como m&todo diagndstico de infecciones
helmfnticas, se tiene afin la necesidad de contar con algunas que sean sim —
ples, sencillas y confiables. Dentro de las que pretenden cumplir con &sto -
se encuentran:
l.- Sedimentacién en copas. Especialmente utilizada para los huevos de hel —
mintos porgue permite su sedimentacién e n el fond o del recipiente en estado -
viable y sin deformacién. Esta es su prin cipal ventaja s obre otros métodos —
de concentracién.
2.- T&cnica de Frotis grueso de "Kato". Es ade cuado para el examen de todo
tipo de hue vos de helmintos en materia fecal, pero no de larvas o protozoa —
rios. Involucra el atlaramiento de un frotis dire cto de materia f=cal que ha -

sido presionado bajo una tira de celofén impregnad o de glicerina.

MATERIAL Y EQUIPO
Microscopio comp uesto Pipetas Pasteur

Copas de 250 ml Agitador de vidrio
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Cubreobjetos y portaobjetos _ Gasas y toalla s de papel

Papel celof&n (grueso medio, cortado en tiras de 22 x 30 mm y tratado du—
rante 24 hrs . o m&s con solucién de glicerina-verde de malaquita)

Solucién de glicerina -verde de malaquita (100 ml de glicerina, 100 ml de —
agua, 1 ml de verde de malaquita acuoso al 3%)

Solucién acuos a de verde de malaquita al 2%

Detergen te |

. Materia fecal

TECNICA
A) .- Sedimentacién en copas.
1.- Homogenizar la muestra de materia fecal con agua de la llave.
2.- Tamizar con gasa, colectando el producto en copas de sedimentacién —
cénicas.
3,- Completar el volumen con agua, agregan do una pequ efia cantidad de de —
tergente.
4,- Reposar 20 min. y decantar el sobrenadante.
5.- Agregar m&s agua y 10 gotas de verde de malaquita al 2%.
6.- Reposar otro s ZQ minutos y decantar el sobrenadante.
7.- Tomar el sedimento con una pipeta Pasteur, colocarlo en un portaobjetos -
y cubrirlo con una laminilla.

8.- Observar al microscopio a seco dé8bil. Los huevos de helmintos aparecen
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de color amarillo en un fondo verde.

B).- T&cnica de Frotis Grueso de "Kato".

1.- Poner 50 mg de materia fecal (pesar o estimar) en un portaobjetos.

2.— Cubrir con una tira de celofdn previamente tratado.

3.- Colocar hacia abajo sobre una toalla de papel.

4.- Presionar para e xtender la materia fecal en forma homogé&nea hasta el mar
gen o m&s all4.

5‘.— Voltear el portaobjetos y dejar secar a temp eratura ambiente 1 hr, o en —
incubadora a 34-40° C durante 20-30 minutos.

6.- Examinar al microscopio a seco fuerte. Los huevos de helmintos aparecen

claros en un fond o obscuro.

PREGUNTAS
a).- ¢ Para qué helmintos resulta ideal la t& cnica de sedimentacién en copas”?
¢ Por qué?
b).- ¢Culles son las desventajas del mé& todo de sedime ntacién en copas?
c).- ¢Qué ocurre durante el sec ado en el mé&todo de frotis grueso de "Kato"?
d) .- Mencionar las ventajas y desventajas de la técnica de frotis grueso de -
"Kato".
e).- ¢Cémo se procesa la materia fecal que presenta partfculas o fibras por -

el m&todo anterior?

REFER ENCIAS BIBLIOGRAFICAS

7. 1% 28, 2%, 32.
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Pr4ctica Optativa

DESARROLLO DE LOS HUEVOS DE F. HEPATICA HASTA LA FASE DE MIRACIDIOS.

OBJETIVO

De mo straciédn de una parte del ciclo vital de Fasciola hepatica -

consistente en la maduracidn de sus huevos con la consiguiente liberacién de

miracidios .

INTRODUCCION

F. hepatica es un tre m&todo que infecta las vfas biliares de mu—
chos mamffero s incluyendo al hombre, producieando la fa sciolosis. Tiene la-
forma de una hoja terminada en el extremo anterior por una proyeccién c8nica,
llamada conoc ef8lico en el que se encuentra la ventosa oral; el extremo pos-
terior es re donde ado.

El diagn8&stico de esta parasitosis se basa en métodos serol8gi—
cos y en el allazgos de los huevos de F. hepatica en la materia fecal, y en-
la bilis del huesped definitivo. Estos son grandes, ovoides, operculados, -
de color pardo amarille nto y miden en promedio de 120-150 x 60-90 micras.-
Cuando se hallan en condiciones favorables de humedad y temperatura conser
van su viabilidad durante meses.

En el agua y a temperatura de 22-25°C los huevos maduran en —
9-15 dfas y se” abren liberando miracidios , que presentan manchas oculares y
gue son capaces de sobrevivir de una a tres semanas y mueren si no encuen-

tran caracoles del género Lymnaea.
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En el caracol, los miracidios sufren una serie de transformaciones
que llevan a la formacién primero de esporicistos y luego de redias, las que -
dan origen a numerosas cercarias. Estas al aba ndonar el caracol se fijan a la -
vegetacién acudtica, a cortezas o incluso permane cen en el agua en donde se -

enquistan constituyendo las metacercarias (forma infectante).

MATERIAL Y EQUIPO

Microscopio comp uesto Tubos de ensaye de 13 x 100 ( 2)
Microscopio estereosc8pico Pipetas Paste ur con bulbo de hule
Incubadora a 25°C Term&metro
Centrffuga Portaobjetos y cubreobjetos
Equipo de diseccién Agua destilada
Cajas de petri ( 2 ) Adultos de F. hepatica

TECNICA

1.- Practicar en los ejemplares adultos de F. hepaticaun corte transversal en -
el tercio anterior m& s o menos a nivel de la ventosa ventral (previa observacién -
al microscopio).

2.- Colectar los huevos con ayuda de una pipeta Pasteur y ponerlos en tubos de -
ensaye que contienen.agua destilada.

3.- Centrifugar a 1500 rpm durante 1 minuto y decantar el sobrenadante.

4.- Afadir agua destilada y repetir lo ind icado en el paso 3.

5.- Tomar alguno s huevos del sedimento con pipeta Pasteur y despositarlos entre
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porta 'y cubreobjetos. Observar en fres¢o (s eco d&bil y seco fuerte).

6.- Transferir el resto del sedimento a cajas de Petri que contienen aguﬁa des-
tilada e incubar a 25°C durante 13 a 15 dfas (aerear diariamente el agua por mo
vimiento) .

7.- Observ ar cada 24 hrs. los huevos con el ffn de detérminar la salida de -
los miracid ios.

Nota: Esterilizar el material empleado.

PREGUNTAS
a).- Explicar las trans formaciones que s ufre F . hepatica dentro del caracol.
b) .- ¢Por qué es importante mantener durante la incubacién la temperatura a -
25° C?
c) .- Medid as profildcticas para la erradicac ién de esta parasitosis,
d).- ¢ Qué t8cnicas clfnic as se emblean para el diagnéstico de esta parasi —
tosis?

e).- Caracterfsticas de lo s miracidios.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

$, 31,40, 45,
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Pr8ctica Optativa

DEMOSTRACION DEL CICLO BIOLOGICO DE A SCARIS LUMBRICOIDES

OBJETIVO

Co nfirmacién del cic lo biol6gico de Ascaris lumbricoides en anima

les de laboratorio.

INTRODUCCION

Ascaris lumbricoides, agente etiol 6 gico de la ascariasis, es el —

nematodo intestinal de mayor tamafio. La parasito sis se adquiere por la in—
gestién de huevos embrionados que se encuentran frecuentemente en el sue
lo, agua y frutas o verduras.

En el duodeno del huesped, ocurre la eclosién del embrion, pero -
las larvas que han salido de los huevos no permanecen en el intestino sino —
que se introducen en su pared pasando al torrente circulatorio que las conduce
primeramente al hfgado y de &ste al corazdén y los pulmones.

Como consecu encia de su penetracién en el parenquima pulmonar-
ocurre una infiltracién transitoria. De aquf , son transportadas a bronquios, -
asdenden a traquea, glotis , de donde pas an al tracto digestivo para localizar-
se finalmente en el intestino delgado, donde inicia su reproduccién.

En el hombre, el pe riodo de inc ubacién (tie mpo comprendido en-
tre el moment‘o de la infeccién vy la primera ovopo sicién de las hembras ma-

duras) es d e aproximad amente d os meses.
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MATERIAL Y EQUIPO
Microscopio comp uesto
Equipo de diseccién
Tabla de diseccién
Cajas Petri
Morteros
Tubos de ensaye de 13 x 100 c /tapén
Pipetas Pasteur

Jeringas hipod&rmica s de cris tal de
2.5 ml

Porta objetos y cubreobjetos
Sonda de hule

Guan tes de hule

Alfileres .

S.S.I. con formol al 2%

E ter etflico

Conejos (de 2-2.5 Kg de peso)

Hembras vivas de A. lumbricoi-
des

(Esta préctica se re alizar§ en equipos de 10 personas)

TECNICA

1.- Tomar una hembre viva de A. lumbricoides y practicarle una incisién lon-

gitudinal, teniendo cuidado de seccionar finicamente la cutfcula y los mfscu-

los.

2.- Separar y fijar con ayuda de alfileres los colgajos obtenidos, facilitando

asf la identificac ién de lo s fteros.

3.- Cortar con tijeras a dos cm por arriba de la wvulva.

4.- Colocar los fGteros asf obtenidos en un mortero y triturarlos afiadiendo so-

lucién salina isot&nica con formol al 2%.

5.-Tomar una gota de la suspen sién que se encue ntra en el mortero y colo —

carla entre porta y c ubreobjetos. Observar a seco débil y seeco fuerte los hue
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vos que estaban contenidos en los dteros .

6.- Transferir el triturado a los tubos de ensaye e incubarlos en estufa a 26- -

28°C durante 25-36 dfas.

5

7.- Tomar una gota del sedimen toi de los tubos que contienen a los huevos -
embrionados, colocarla entre porta y cubreobjetos y observar a seco débil y -
seco fuerte para corroborar la existencia de larvas m8viles en el interior de -
los huevos.

8 .- Agitar los tubos cuidados amente y tomar con jeringa a la que se ha adap_
tado una sonda un inéculo de 2 ml.

9.- Anestesiar al conejo con &ter e introducirle la sonda hasta el es8fago.
10.- Presionar el émbolo de la jeringa lentamen te.

11.- Dejar transcurrir 3, 5, 7, 10 dfas. Al cabo de ellos, sacrificar a los co-
nejos con 8&ter.

12.- Sujetar a los animales a tablas de diseccién por cada una de sus ex —
tremidades, para proceder.a abrir la cavidad t8raco-abdominal y extrasr pL:l_l_
mones e hfgado.

13.- Depos itar e stos érganos en cajas de Petri y cortarlos en pequefios —
fragmentos.

14 .- Tomar uno de los fragmento s, colocarlo entre los portaobjetos junto con
una gota de ‘solucién salina. -

15.- Presionarlos de manera que se forme una pelfcula delgada y observar a-

seco dé&bil y seco fuerte para tratar de id entificar la presencia de larvas en -
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par&nquima pulmonar y hepético.

16.- Anotar los resultados obtenidos de la siguiente manera:

Dfas Nfim. de larvas en hfgado Nfim. de larvas en pulmones
3
S
7
10
PREGUNTAS
a) .- Describir breve me nte el ciclo biol8gico de Ascaris lumbricoides.
b) .- ¢ Cémo se realiza el diagn&stico de una ascariasis?
c).- ¢Qué complicaciones frecuentes presenta esta parasitosis?
d).- Medid as profil4cticas para el control de las infecc iones causadas por -

A. lumbricoides.

e).- ¢ Qué padecimiento puede c ausar Toxoc ara canis en el humano? ¢ C8mo
J

se realiza su diagné stico?

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

8, 11, 18, 20.
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Prictica Optativa

METODO DE BENBROOK PARA EL DIAGNOSTICO DE PARAS ITOSIS PRODUCIDAS

POR ACAROS.,

OBJETIVO

Aprender uno de los métodos m&s utilizados e n el diagnéstico de -

lesiones cutdneas caus adas por §caros.

INTRODUCCION

El ord en acarina incluye a los &caros y garra patas, importantes -
par&sitos y trasmisores de enfermedades del hombre y animales. Ambos artr§

¢
podos se caracterizan por presentar el cefalotdrax y abd omen unidos, sin —
segmentacién externa. Los adultos son dioicos y poseen cuatro pares de pa-
tas a diferencia de las larvas que sdlo tienen tres.

Un a de las superfamilias de mayor importancia mé&dica dentro del -

orden menc ionado es Sarcoptidae, ya que a ella pertenece Sarcoptes scabiei,

agente etio l8gico de la sarna o escabiasis, padecimiento de distribucién cos-
mopolita que afecta principalmente a las clases de bajo nivel econémico.

Sarcoptes scabiei es un artrépodo microsc8pico, de contornos ova-

les que carecen de aparato respiratorio especial. Sus patas anteriores estén se-
paradas de los dos pares de patas posteriore s; en la hembra, las patas anterio-
res terminan en pequefl as ventosas y las posteriores en largas cerdas; en el —

macho el tercer p ar termina en cerdas y el cuarto estd provisto de pulvilos.
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La sarna del hombre se adquiere comun mente por contacto con —
personas infectadas o ropas contaminadas con hembras adultas del dcaro o —
con sus huevo s, larvas o ninfas . Las hembras penetran en la piel producien—
do surcos de 1 a 10 mm de longitud, en los cuales depositan de 15 a 30 huevos.
Su localizacidn habitual se halla en los pliegues inter&igitales de manos y —

pies, y en las re giones inguinal y genital. Los huevos miden unas 14 M de -

longitud.
MATERIAL Y EQUIPO
Microscopio comp uesto Portaobjetos y cubreobjetos
Pinzas de diseccién Vaselina
Hoja de bisturf Conejo sarnoso

TECNICA
1.- Colodar una gota de vaselina en el centro de un portaobjetos.,
2.- Mojar la hoja de bisturf con la vaselina (asf se recogen mejor los par8si—
tos que con uno seco).,
3.- Formar un pliegue en la piel del lomo del conejo con los dedos fndice y —
pulgar en la zona afectada y ras par la cresta del pliegue con la hoja de bisturf
hasta que empiece é re zumar la linfa. Evitar que la piel sangre.
4, - Trasladar el producto del raspado que queda en la hoja de bisturf a la gota
de vaselina colocada en el portaobjetos.

5.- Poner un cubreobjetos encima de la gota por medio de las pinzas.
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6.- Examinar el material situado debajo del cubreobjetos con objetivo seco —

d&bil ( o microscopio estereoscédpico y con luz intensa. El aceite vuelve trans
parentes las escamas cuténeas y los par&sitos destacan perfectamente. En -

esta preparacién los &caros pueden vivir varios dfas. En algunos casos pue -

de ser necesario el efectuar varios raspados para encontrarlos.

PREGUNTAS

a), - Mencionar las principales diferencia s que existen entre &4caros y garra —

patas.

b) .- Describir el ciclo vital de un §caro.

c).- Medid as profil&cticas para la erradicac ién de la sarma.
d).- ¢ Cudle s son las manifeétaciones clfnicas de la sarna?

e).- Indicar qué otras parasitosis son causadas por 4caros.
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

10, 17,837,545
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Pr&ctica Op tativa

PREPARACION DEL ANTIGENO DE CYSTICERCUS CELLULOSAE.

OB JETIVO

Co nocer una de las técnicas que existen para la preparacién de —

antfgeno de Cysticercus cellulosae.

INTRODUCCION

La cisticercosis humana es una infe ccién causada por Cysticer——

cus cellulosae , estado larval de Taenia solium ( la tenia del puerco ).

La ingestidn de carne cruda o insuficie nteme nte cocida de puer—
co infectad o con la larva cisticercosa, lleva al establecimiento de la Taenia -
solium adulta en el intestino humano. La ingestién de huevos de T. solium da-
como resultado un cuadro clfnico totalmente difere nte. Los huevos eclosioynan -
al ser expuestos a jugo g§strico y enseguida a jugo inte stinal. Los organismos
resultantes penetran la pared intestinal y entran a las venas mesentéricas de -
dénde se distribuyen a todo el cuerpo. Generalmente pasan a los mfsculos dén
de dan origen a los cisticercos, sin embargo, &stos pueden encontrarce en -—
practicamente cualquier &rgano del cuerpo. Los sfntomas de esta infeccién so—
md&tica varfan dependiends del nimero de larvas presentes y del érgano invadido.

El diagn4stico de la cisticercosis depe nde de la escisién de los pa-
rdsitos y del L{SO de rayos X. Hasta hace algunos afios las pruebas serolégicas -
se habfan visto limitadas por reacciones cruzad as que se presentaban por el ti-

po de antfgeno empleado., Actualmente, gracias a los nuevos procedimientos de
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extraccién de &ste, se cuenta con dos procedimien tos serodiagnésticos muy -

prometedores: la prueba de fijacién de complemento y la de hemaglutinacién

indirecta.
MATERIAL Y EQUIPO
Balanza ana lftica Vidrio de reloj y éspétula
Centrffuga Va so de precipitados de 250 ml
Liofilizadora Pipetas de 10 ml ( 2)
Triturador de tejidos Pipetas de 1 ml

Tubos de centrffuga de 15 ml ( 2) Ampulas de vidrio

Eter anhidro

Buffer Bicarbon ato-Veronal en solucién salina (VBBS pH 7.2)

Adultos secos de Taenia solium

Cysticercus cellulosae secos

TECNICA

Procedimiento de Ch affee.

1.- Colocar en un vaso de precipitados 100 mg de adultos y cisticercos secos.
2.- Adicionarles 10 ml de &ter anhidro frfo.

3.- Moler por 10-15 minutos con un triturados de tejidos colocado en bafio de -
hielo.

4.- Decantar la suspen sién de antfgeno en tubos de centrffuga. Enjuagar el tri
turador de tejido con 5 ml de &ter anhidro frfo y adicionarlo a la suspensiofi.

5.- Centrifugar la suspensi&n &ter pardsito en frfo a 850 x g por 30 minut.s.
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13 .- Transferir el sobrenadante opalescente a &4 mp ulas de vidrio en alfcuotas

exactas de 1 ml.

14.- Liofilizar y almacenar a -=20°C.

PREGUNTAS
a).- ¢En qué consiste la autoinfeccién interna y e xterna por Cysticercus —
cellulosae?

b).- ¢ Por qué se trabaja en frfo durante la preparacién del antfgeno de Cysti-

cercus cellulo sae?

c).- ¢Qué problema s existen para la preparacidn de antfgenos de los diversos

pardsitos macroscépicos?

d).- ¢ Cudl es la importancia de las prue bas serol8gicas en el diagnéstico de

la cisticercosis?

e).- ¢Qué lesiones graves pueden presentarse como c¢onsecuencia de una —

cisticercosis somética?

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

19, 12,13, 39.
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