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TIHABAJOS ORIGINALES

OBSERVACIONES SOBRE PALUDISMO Y SU DIAGNOSTICO POR EL
METODO DE LA CONCENTRACION FAGOCITOSIS

Dr. Alberto Restrepo M. - Tesis de Grado - (Laureada)

PRIMERA PARTE

METODO DE CONCENTRACION FAGOCITOSIS PARA EL DIAGNOSTICO
DE INFECCIONES PALUDICAS

INTRODUCCION

La imposibilidad de alcanzar un diagnostico preciso y especi-
fico cn las infecciones paltdicas por las manifestaciones clinicas so-
fiimente, ha dado mayor significacién a los hallazgos objetivos pro-
jrorcionados por los exdmenes de laboratorio.

Es universalmente reconocido que un diagnéstico de paludismo
‘rnilica una infeccién plasmodial; por esto, el descubrimiento del
frirasito en la sangre es evidencia incontrovertible y directa de la
iwislencia de una infeccién malérica. Ademas, el examen ofrece una
jia util en el pronéstico y un medio de control de la terapia especi-
licir. El descubrimiento de parasitos, en una muestra de la poblacién
¢ lambién un método de valor para determinar el estado endémico
le- estas infecciones.

Aunque los parasitos paltdicos fueron descubiertos por LAVE-
IWAN en preparaciones de sangre fresca, el uso general de tales pre-
Jriraciones con fines de diagndstico fue pronto suplantado por prepa-
riciones secas, fijadas y sometidas a algin proceso de tincién. No
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ha de olvidarse sin embargo que los parasitos, especialmente las for=
mas pigmentadas, son facilmente reconocibles en preparaciones sin
tenir y que en ocasiones esta técnica puede prestar utilidad diagnés
tica.

Los métodos de laboratorio méas usados para encontrar el plas
modio en enfermos palidicos son preparaciones de sangre digital en
extendido v gota gruesa; este ultimo, ofrece mayor seguridad en el
dlagnoéstico. Otros métodos, son: a) puncién de la medula Osea, el
cual puede ser util en infecciones latentes; b) puncién esplénica, es-
te método raras veces es empleado porque sus riesgos pueden exces
der a sus posibles ventajas. ]

El esfuerzo por refinar y mejorar los métodos de diagnostice
de laboratorio en el paludismo, recibieron un notable impulso con
el descubrimiento de Bass y Johns (1915) de que era posible concens
trar hematies parasitados por centrifugacién simple o diferencial (Fa
rrebee y Gaiman 1946). Thomson y Thomson (1913) modificando lg
técnica del cultivo del plasmodio descrita por Bass y Johns (1912
crearon una ayuda para descubrir parasitos en pacientes sospecho
sos de paludismo en quienes los plasmodios no habian sido identifi
cados por preparaciones de gotas gruesas. Sin embargo, las dificuls
tades técnicas de estas formas de exdmenes han impedido su exte
SO USO.

La observacién de que el plasmodio o las células parasitadas
podian ser fagocitadas por macréfagos (Golgi, 1886; Metchenikoff
1887; Marchiafava y Celli, 1887; Osler, 1887), abrié un nuevo camiX
de accion en el problema que nos ocupa. A partir de las primera
contribuciones se han publicado numerosas observaciones principa
mente en material humano, demostrando que los macréfagos fagoci:
tan eritrocitos parasitarios, parasitos, pigmento malarico y otros res
tos de parésitos. ;

Connal (1911) encontré fagocitosis intensa de parasitos en san
gre periférica en paltdicos y en pacientes con tripanosomiasis. Cat
non y Taliaferro (1931), y Taliaferro y Cannon (1936), trabajando P
cathemerium y P. brasilianun respectivamente, encontraron, que
muerte de parasitos durante la inmunidad innata esta correlacwn
da con la fagocitosis de parasitos en todos los estados de su desar
llo, por macréfagos, principalmente en bazo, higado y medula ésea

Zinkham y Diamond (1952), descubrieron un método para @
estudio de la eritrofagocitosis in vitro, basados en poner a incubar
37°c durante una hora la capa blanquecina obtenida por centrifug
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(o a 2.000 rpm. durante 10’, de muestras de sangres tomadas por
puncion venosa que se hacen incoagulables por el oxalato de potasio
il heparina. Este método es una ayuda para el diagnéstico en pa-
“lentes con anemia hemolitica adquirida.

Durante el curso de investigaciones hematolégicas Restrepo y
liehavarria (1956), observaron de manera casual el mismo fenémeno
#iun enfermo que presentaba sindrome hemolitico, y en quien exéa-
nienes repetidos de extendidos y gotas gruesas no habian revelado la
fnesencia de parasitos maldricos; fue asi como se observé aumento
il T eritrofagocitosis, parasitos abundantes, fagocitosis de eritrocitos
jmiasitados, fagocitosis de parasitos y fagocitosis de pigmento mala-
reo. A partir de este hallazgo hemos enfocado nuestro estudio a es-
tublecer la frecuencia y . circunstancias del fenémeno, la simplifica-
tlony la regulacién del método, pensando en su posible aplicacién
1 ¢l campo de la malariologia. Les resultados obtenidos constitu-

¢ la base de estas observaciones.

MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se efectu6 en el Banco de Sangre de la Clinica
t.oon XIII, utilizando para el estudio pacientes del Hospital San Vi-
trule de Paul y de la Clinica Leén XIII (Instituto Colombiano de Se-
jiiros Sociales), Medellin, Colombia. La primera de estas entidades
¢ de caracter regional a la cual afluyen pacientes de todo el depar-
timento, la segunda es de caracter local preferentemente.
En pacientes admitidos a estas instituciones con diagnéstico o
pecha de paludismo, se les buscd el plasmodio por los métodos
¢lasicos de laboratorio, y por el método de la concentracién-fagocito-

1) Meétodo de la CONCENTRACION-FAGOCITOSIS (C-F).

(1) Se extraen 5 cc. de sangre por puncién venosa.

(2) Se vierte en un tubo de 75 mm. x 10 mm. el cual contiene
II gotas de oxalato de potasio al 20% .

(3) Se incuba a 37° ¢ por una hora.

(4) Se centrifuga a 1.500 rpm. durante 15’.

(5) Con cuenta gotas médico se extrae el plasma y luego la ca-
pa blanquecina (buffy coat) la cual contiene: eritrocitos,
leucocitos, plaquetas y parasitos.
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(6) Se homogeniza la capa blanquecina con el angulo de un
porta-objetos y en la misma placa se hace preparaciéon de
extendido y gota gruesa los cuales se colorean con Wright.

b) Métodos de comparac:én.

Simultaneamente se hizo en cada paciente, preparaciones de
extendido y gota gruesa de sangre de puncién digital, las prepara-
ciones se tifieron con colorante de Wright. El examen de cada pre-
paracion tomoé un tiempo promedio de 5°. !

En el periodo de Febrero de 1956 a Julio de 1957 se estudia-
ron 35 pacientes con parasites circulantes, a cada uno de ellos se les
admin’stré terapia con Cloroquina y Primaquina en la forma des-
crita por Coatney (1955); a los ninos se les administré Cloroquina ex-
clusivamente, asi: menores de un afio 37 mgs. cada 8 horas por 5 do-
sis; y a ninos de 1 a 3 anos 75 mgrs. cada 8 horas por 5 dosis. .

Se sigui6é el control parasitologico, por los métodos descritos,
cada 24 horas, hasta cuando los parasitos se hicieron negativos en la
sangre periférica por todos los métodos.

Para la obtencién de una muestra representativa de la capa
blanquecina (buffy coat) es aconsejable, después de extraer la ma-
yor cantidad de plasma, hacer succion suave con el cuenta gotas mé-
dico a unos pocos milimetros encima del menisco de células, obser-
vando que todo o parte del anillo blanquecino penetre al cuenta go-
tas. El material dentro del cuenta gotas debe constar de un poco de
plasma, células rojas, grumos blanquecinos y no debe exceder la can-
tidad de II gotas, las cuales se colocan sobre un porta objetos y con
el angulo de otro porta objetos se homogeniza el material extraido,
fragmentando con golpes suaves los grumos blanquecinos; en esta
forma se facilita la preparacién de extendidos delgados y gotas grue
sas. En los extendidos coloreados debe observarse: Células blancas,
rojas y plaquetas en proporciones similares, ademas, parasitos en los
eritrocitos y aislados. Las células blancas concentradas toman el co
lorante méas dificilmente, por lo cual se sugiere dejar las preparacio-
nes coloreando el doble del tiempo.

Anticoagulante: el tipo de anticoagulante afecté muy poco e
mecanismo de fagocitosis y la concentracién de parasitos, ya que se
encontro cifras similares en sangres oxalatadas, heparinizadas y e
sangres manejadas en material siliconizado.

En los pacientes se clasifico la edad, el tipo de infeccidn, el lu
gar de adquisicién de la enfermedad y en las preparaciones el tipo
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il parasito y el indice FAGOCITICO; éste consiste en contar 500
(elulas blancas entre monocitos, neutréfilos y eosinofilos y ver qué
porcentaje de ellas han fagocitado o sea que contengan dentro de su
¢lloplasma: eritrocitos, eritroeitos parasitados, parasitos, pigmento ma-
linico o vacuolas. Este indice se practicé antes de iniciar la terapia.

En diez de los casos, antes de establecer la terapia, se hizo re-
fiiento de parasitos en extendidos de sangre de puncién digital y en
#xtendido por método de la concentracién-fagocitosis.

El' método seguido consistié en contar el ntimero de parasitos
#ticontrados en 10.000 eritrocitos tanto en el extendido de puncién
dijital como en el extendido de la C.F., con el fin de apreciar la
(llerencia cuantitativa entre los dos métodos.

Observando extendidos por el método de la C-F los parasitos
feven en forma libre, fagocitados y dentro de los eritrocitos, esta tl-
lin forma es la mas abundante por la cual haciendo un recuento de
#iilvocitos parasitados en un total de 10.000 eritrocitos podemos ob-
lrtier una vision global, aunque no muy exacta, de la concentracién
fle parasitos.

RESULTADOS

En los 55 pacientes, después de establecer la terapia, se hizo
tunlrol parasitolégico por los tres métodos cada 24 horas. Se encon-
1o que por el método de la C-F los parasitos podian descubrirse en
I iingre de estos pacientes por un periodo mayor, que por el exa-
then de extendidos y gota gruesa de sangre digital.

En un total de 244 exadmenes que resultaron positivos por el
ticlodo de la C-F, hubo 155 examenes positivos por la gota gruesa,
y Il examenes positivos por el extendido simple (Grafica N° 1).

Como positivo se tuvo el examen en el que se descubrieron eri-
frocitos parasitados, parasitos aislados, leucocitos con parasitos den-
livde ellos o con restos de los parasitos como pigmento.

En los 10 pacientes con paludismo en quienes se hizo recuento
il parasitos se encontrd, en extendido comén una cifra promedio de
[0 1 plasmodics por 10.000 eritrocitos y en el extendido por €l mé-
toilo de la C-F la cifra promedio de parasitos fue de 522.0 por 10.000
Pritrocitos, lo que representa una concentracién de parasitos de 5.2
Veves mayor por la C-F. (Ver grafica N° 2).

La morfologia y afinidades tintoriales del parasito observadas
#n los extendidos de la C-F no difieren del aspecto que presentan en
I extendidos simples. (Ver microfotografias Nos. 1, 2, 3,45y 6).
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Grafica N° 1—Resultados obtenidos en 55 pacientes tratados y en quienes
practicaron 244 examenes simultineos por tres métodos: exte
dido simple, gota gruesa y concentracién-fagocitosis.

El examen de suspensiones en fresco de la capa blanquecin
revel6é microcitosis y crenacién de los eritrocitos (microfotografia N
6), asi como fragmentacién y vacuolizacién de algunos parésitos. E
forma similar, en preparaciones tefiidas, se observo vacuolizacion el
algunos trofozoitos adultos y esquizontes. Es frecuente también
hallazgo de gametos y merozoitos libres (microfotografia Nos. 2,
5). Estas alteraciones pueden ser consecuencia de las fuerzas de gr
vitacién, empaquetamiento celular o debido a efectos fisicos o qu
mices.

Los grados de alteracion varian con el estado de desarrollo
los paréasitos, tiempo transcurrido entre la toma de la muestra y 1
observacion, cantidad y modo de las manipulaciones y parasitemi
existentes. En las infecciones por el P. Falciparum es frecuente
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METODOS

fiea N? 2—Promedios del recuento de plasmodios en 10 pacientes, por los
métodos de concentracién-fagocitosis y extendido simple.

I Tormas gametociticas aisladas y en diversas fases de desintegra-
¢lon:ovales, circulares, irregulares y pignéticas (microfotografia N° 2).

La fagoc!tosis de los parasitos fue constantemente observada
v lodos los casos y en 5 de los exdmenes fue el Unico hallazgo. El
Indice fagocitico del grupo fue el promedio de 30.7%, las cifras ex-
fimas de 4% y 100%; los indices mayores correspondieron a infec-
viones crénicas. Sélo se encontré un indice del 100% que correspon-
(ho-al paciente N° II a quien se le diagnosticé hiperesplenismo y se
li practico la esplenectomia. Al dia siguiente de la operacién por
jesentar hipertermias y escalofrios sucesivos se le examiné la san-
pioy se identifico el P. vivax.

Los fagocitos observados en orden de frecuencia fueron: mo-
tocitos, polimorfonucleares neutréfilos, polimorfonucleares eosinéfi-
loe v células morfolégicamente similares a los histiocitos. En prepa-
tuciones tenidas se ve que los fagocitos pueden adquirir un tamano
" v 4 veces lo normal, su nucleo es rechazado, formando una media
lina, o toma forma irregular; dentro del citoplasma de los fagocitos
¢« identifica: eritrocitos normales, eritrocitos parasitados, parasitos
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rodeados de vacuola, vacuolas simples o multiples y pigmento (
crofotografia Nos. 8 y 3). Es comun que un fagocito contenga varig
de estos elementos, el hallazgo mas constante fue el fagocito con pi
mento.

Preparacicnes en fresco de la capa blanquecina del centrift
gado de sangre fueron estudiadas entre ldmina y laminilla con obj
tivo de aceite de inmersién a la temperatura del cuarto de trabaj
(mas o menos 24°c) en estas condiciones el proceso de la fagocitos]
se desarrolla asi: en la primera etapa uno o mas eritrocitos para
tados se adhieren al globulo blanco que estd solo o en pequefios gri
pos, en la segunda etapa el fagocito proyecta porciones de su cits
plasma con movimientos réapidos e intermitentes hacia el punto dog
de estd el parasito, éste con sus movimientos se desplaza dentro de
eritrocito y acaba por ser atrapado en bloque por el fagocito; el gl
bulo parasitado queda englobado dentro del citoplasma del fagocif
éste con movimientos de traccién intermitentes recupera su form
normal; en el citoplasma multitud de particulas adquieren movimier
tos rapidos, en tanto el eritrocito fagocitado disminuye el tamafio
posteriormente desaparece quedando Unicamente el parésito; el plal
modium pierde su motilidad y su forma empieza a alterarse queda
do solo el pigmento, en las formas del parasito que lo contienen. B
te proceso puede ser repetido varias veces por el mismo fagocito, h
ta que por ultimo queda una célula irregular, aumentada de tam
no, que en las preparaciones coloreadas es dificil de identificar.

HALLAZGOS EPIDEMIOLOGICOS: (I). Referente al tipo de pi
rasito se encontro la siguiente distribucién en los 55 pacientes:

Plasmodium vivax ..................... .. 45 casos
Plasmodium falciparum .................. 7

Mixto: P. falcip. y P. malariae ...... ... 1 caso
No clasificado (pigmento fagocitado) ... ... 2 casos

(2) Lugar de adquisiciéon de la enfermedad.

Para su clasificacién se tuvo en cuenta el lugar de resident
de los enfermos o sea el sitio donde han vivido permanentemente
dos tltimos afios. En otros pacientes la clasificacién se efectud p
el lugar donde habian permanecido los tGltimos dias, ya que residis
habitualmente en area no palddica.
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Zona de la Carretera al Mar ............ 16 casos
Zona del Rio Magdalena ................ 170 =
Ciudad de Medellin (*) .................. 10 7
Zona del Rio Cauca .................... 8 7
Ttagti ...................... B 2 7
Envigado ........... ... ... ... ... .. 1 caso
SONSON .« o\t 1 7
Heliconia ....... ... . ... .. ... .. ... ... .. 1”7
Venecia ....... ... . ... ... . 1 7
Carolina ............ ... .. ... .. .. .. ... . ... ¥
Transfusional ................. .. ... ... . IR
No identificado ................ ... ..... .. 2 casos

(") I'n Medellin los sitios donde se adquirieron las infecciones fueron:

Bermejal ..ol 2 casos Guayabal .......... 1 caso
Y P 17 B. Caribe ......... 2 casos
liet. Villa ............. 1 B. Antioquia ...... 1 ”
loblado ... .. 1 La Floresta ........ 12

De las 10 infecciones encontradas en la Ciudad de Medellin,
fiulho 9 producidas por el P. vivax y una producida por el P falci-
parum (Belén).

(3) Distribucién por edades.

Mayores de 12 afios ...................... 49 casos
Ninos menores de 4 afos ................ 6 7

(4) Tipo de infeccién.

CronicGaeha B B0 et S 19 casos
Agudas con evolucién menor de 3 meses.. 36 7

ANALISIS ESTADISTICO. Berqué (1957) analizé estadistica-
fticnte los resultados obtenidos por los tres métodos (concentracién-
lnpocitosis, gota gruesa y extendido simple), en los diferentes casos
fle paludismo. Los resultados obtenidos en las infecciones produci-
il por el P. falciparum se excluyeron por el hecho conocido de que
lin (loroquina no destruye los gametos, por lo cual la variable en es-
tiilho esta elevada o sea el nimero de dias durante los cuales los pa-
fhiitos estdn circulantes. Para el ‘andlisis se tuvo en cuenta exclusi-
vimmente los resultados obtenidos en las infecciones producidas por
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el P. vivax. El promedio aritmético de los dias en los que el exa
men fue positivo fue el siguiente:

Extendido ...................... 1.36 dias
Gota gruesa ...........cooiun.. 2.44 7
Con. - Fagoc. ................... 3.38

El analisis estadistico de estos promedics mostrd que difieren
significativamente, siendo: Extendido < Gota gruesa < Concentraci
Fagocitosis.

COMENTARIO

Con los hallazgos obtenidcs dos aspectos merecen ser conside
rados: primero, el mecanismo de la concentraciéon de paréasitos; y
gundo, la fagocitosis.

MECANISMO DE LA CONCENTRACION DE PARASITOS

En la sensibilidad de los tres métodos puestos a prueba pa;
ra la busqueda de plasmodios en pacientes sometidos a la accién del
tratamiento demostré mayor persistencia de paréasitos el método df
la C-F. El andlisis estadistico practicado,, con los resultados ob
tenidos en los pacientes con P. vivax, demostré que el promedi
de dias de 3.38 que nos proporciona el método de la C-F difiere sig
nificativamente del promedio de dias con los otros dos métodos. Po
otra parte, en paltidicos no tratados, la concentraciéon de parasitos ok
tenida en el extendido del método de la C-F es de 5.2 veces supé
rior a la encontrada en el extendido simple. Estos hechos nos ind
can que escasos parasitismos no identificables por los métodos dé
extendido y de la gota gruesa podrian ser descubiertos por el mét
do de la C-F. Las razones para que esto suceda pueden ser las §
guientes: a) La cantidad de sangre empleada en este método es m
yor que la cantidad empleada en los otros métodos; b) Segun fue dé
mostrado por Bass y Johns (1915), Kitchen (1938), y Farrebee y &
(1946) el P. vivax parasita los reticulocitos sanguineos en un 50%
estas celulas son de mayor tamafio y tienen menor peso especifie
de ahi que al centrifugar la sangre estos glébulos ocupen la porcid
mas superior de las células empacadas que es el sitio de donde |
toma la muestra para el examen; y c¢) que la fagocitosis nos pres
una ayuda eficaz.

Con el P. falciparum y el P. malariae la concentracion de p
rasitos obtenidos por el método de la C-F es un hecho objetivo &
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pupecial con los gametocitos, es probable que no sean tan eficientes
tonio ocurre con el P. vivax, pero con fines diagnésticos la concen-
lincion obtenida es eficaz.

Las formas o fases de los plasmodios observados en los exten-
illtlos del método de la F-C variaron ligeramente con las tres espe-
¢lin de parasitos: en el P. vivax la concentraciéon mostré todas las
lis del parasito en su ciclo eritrocitico con predominio de las for-
i de esquizontes y gametocitos; con el P. falciparum se obtuvie-
o concentraciones de las formas anulares y de gametocitos, estos
iltimos fueron mas abundantes y persistentes. No se pudo concluir
i definitivo en las infecciones por P. malariae, pues esto sélo se
phicontré en uno de los pacientes estudiados en quien estaba asocia-
il ol P. falciparum.

Es un hecho que la centrifugacién simple de la sangre puede
jriectar utilidad en el diagnéstico en pacientes con paludismo, casi
fwn clicientemente como la centrifugacién asociada a la incubacién;
vrlo podria prestar utilidad practica a laboratoristas o técnicos que
lponen de poco tiempo o que no disponen de estufa, pudiendo prac-
flein el método en un tiempo de 15 a 20 minutos.

FAGOCITOSIS

Hemos encontrado intensa fagocitosis cuando la sangre de los
jrilidicos se incuba a 37° ¢ durante una hora. En todos los casos es-
livo clevada la cifra de fagocitos con porcentajes entre 4 y 100.

Rous y Robertson (1917) postularon que la fagocitosis desem-
o un papel importante en la remocién de la circulacién de los eri-
frovitos degenerados.

Este principio realza lo que parece ser la principal funcién de
finactividad fagocitica que consiste en remover de la circulacién par-
firnlas o elementos que se han tornado inutiles o son perjudiciales
friri el proceso fisiolégico normal del organ’'smo.

Algunos investigadores han mostrado in vitro que los eritroci-
for alterados o dafiados por los anticuerpos son fagocitados por los
fnonocitos, neutrofilos y eosinéfilos; esto ocurre mezclando sangres in-
¢ompatibles en las que los anticuerpos anti-A y anti-B dafian los eri-
fiocitos que luego son ingeridos por los leucocitos presentes; este fe-
nomeno ocurre también en la hemoglobinuria paroxistica a frigori
flimde existe una hemolisina fria que es la encargada de alterar los
pritrocitos. :

En los casos de paludismo, del presente trabajo, la alteracién
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de los eritrocitos fue evidente, ya que los plasmodios se encontrabal
en casi todas las fases de su reproduccién asexual sanguinea. Los erk
trocitos parasitados son células probablemente poco funcionantes
que el parasito efectia parte de su metabolismo a expensas de li
hemoglobina; en otro aspecto, el plasmodio es un elemento exdgeng
virulento, con multiplicaciéon geométrica creciente que comprom
vitalmente el funciocnamiento de diversos dOrganos y sistemas. Co

mecanismo de depuracmn de la sangre, sino también un arma p
tente para la defensa de toda la economia organica.
Esta avidez de los leucocitos por los eritrocitos parasitados, pa
rasitos o restos de ellos, es lo que podriamos utilizar como ayuda
el diagnodstico de las infecciones paludicas. En dos de los paciente
estudiados, la Unica evidencia objetiva de la presencia de paréasito
fue el hallazgo de pigmento malarico dentro de los fagocitos circu
lantes. Otro aspecto es que la busqueda de los plasmodios dentro ¢
las células blancas es menos laborioso ya que los fagocitos tienen
tamano 2 y 3 veces mayores que los leucocitos normales.

En las infecciones crénicas la fagocitosis fue mas abundan
quizd porque a los factores inmunoldgicos celulares se unian fac
res plasmaticos, por esta razoéon es este tipo de infeccién, que adem
cuenta con escaso parasitismo, el método de la C-F proporciona u
ayuda eficaz.

RESUMEN

1). Se presenta un método practico para el diagnéstico del p
ludismo, basado en la concentraciéon y fagocitosis de los parasitos
2). Dicho método fue puesto en practica en 55 pacientes
infecciones palGidicas en el diagnéstico y en la identificacién de pé
résitos bajo la accion del tratamiento, con un total de 244 series @

durante los cuales se encontrd el plasmodio en pacientes tratado
siendo el extendido menor que la gota gruesa y ésta menor que
Concentracién-Fagocitosis.

3) En 10 de los pacientes antes de iniciar la terapia se h
recuento de parasitos y se encontré que el método de la C-F concel
tra parasitos 5.2 veces. )

4). Se comenta el fenémeno de la fagocitosis y su aplicacig
en el diagnostico del paludismo.
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Microfotografia N© 1 - Concentracion de Parasitos obtenidos por el método
de la Concentracion Fagocitosis.

Microfotografia N© 2 - Gametocitos de P. Falciparum en forma libre y
cambios que presentan: (1) forma normal, (2) ovales, (3) circulares.
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Microfotografia N¢ 3 - Concentraciéon de parasitos y de fagocit

Microfotografia N¢ 4 - (1) Monocito que ha fagocitado dos erit
parasitados, (2) gametocitos de P. falciparum, (3) fagocitos.
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winlie N9 5 - Concentracién de formas libres de gametocitos de P.

falciparum.
Uligintin N9 6 - Un monocito ha fagocitado un glébulo rojo con
Whiele ' vivax. Notese el cambio que presentan los eritrocitos con

el anticoagulante.
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Microfotograﬁa N¢ 7 - Dos facocitos han ingerido respectivamente do
esquizontes de P. vivax. Varios fagocitos con vacuolas. g

Microfotografia N© 8 - (1) Eritrocito parasitado dentro de un fagocito.
Monocito lanzando pseuddépodos para atrapar un eritrocito normal.
Glébu'o rojo normal fagocitado. (4), (5) Fagoecitos con vacuolas.
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SUMMARY

I. A practical method based on the phagocytosis-concentration
echanism for diagnosis of malaria is presented.

)

’. This method was used on 55 malaria patients in both diag-
fiwii and control of the therapy, in a series of 244 simultaneous exa-
fiiiniitions (‘concentration-phagoceytesis, thick and thin smears ). Sta-
tintical analysis showed a significant difference among the figures
lopresenting the incidence of plasmodia in diagnosis and treatment
bimlrol by the 3 different methods with the C-F more effective than
the thick smear and this more effective than the thin smear.

3. Quantitative estimation of the plasmodia was perfomed in
Hh pat'ents before treatment, showing 5.2 times more parasites by
the C-F method than by the thin smear.

BIBLIOGRAFIA

Bass, C. C. and Johns, I. M. 1912: The cultivation of malarial plas-
toidia (Plasmodium vivax and Plasmodium faleiparum) in vitro. J. Exp.
Mo 16: 567.

Bass, C. C. and Johns, I. M. 1915-1916: Method for concentrating
tnlaria plasmodia for diagnostic and other purposes. Am. Jour. Trop. Dis.
e Prev. Med. III: 298 - 303.

Jerquéd, E., 1957: Del Departamento de bicestadistica de la Facultad
il Mipiene y Salud Publica de la Universidad de Sao Paulo —Brasil—, Co-
Hineacion personal.

Cannon, P. R. and Taliaferro, W. H. 1931: Acquired Immunity in a-
Vinn malaria IIT —Celular reactions in infections and super-infections of
#lasmodium brasilianum in panamanian monkey. J. Infect. Dis. 67:121.

Coatney, G. R. 1955: Estado actual de las drogas antipalidicas Clo-
toquina, Pirimetamina (Daraprim) y Primaquina. Boletin de la oficina sa-
Hitiria panamericana XXXIX. 175 - 182 agosto.

Connal, A. 1911: Auto - erythrophagocytosis in protozoal diseases. J.
‘l»l”l & Bact. 16: 502.

Farrebee, J. W. and Geiman, Q. M. 1946: Studies on malarial para-
wites. J. Inf. Dis. 78: 3 173.

Farrebee, J. W. Gibson, J. G. Jr,, Peacock, W. 1946: Studies on ma-
linal parasites IV: Some observations regarding the age of the erythrocyte
linwvaded by Plasmodium vivax. J. Infec. Dis. 78:180-182.

Golgi, C. 1886: Ancora sulla infezione malarica. Gazz. D. Osp. 7: 419.
tilado por Taliaferro, W. H.: Immunity of the malarial infections. Malario-
Iy Boyd. W. B. Saunders Company 1949.

Kitchen, S. F. 1938: The infections of reticulocytes by Plasmodium
vivax Am. J. Trop. Med. 18: 347. .

Marchiafava, E. and Celli, A. 1887: Sulla infezione malarica Atti.
(el R, Accad. Med. Di Roma 13:489. Citado por Taliaferro, W. H.: Im-

ANIIOQUIA MEDICA - 167




munity of the mararial infections. Malariology. Boyd. W. B. Saunders
pany 1949.

Metchenikoff, E. 1887: A contribution to the study of malaria. Rus
kaya med. 12:207. Citado por Taliaferro, W. H. Immunity of the malat
infections. Malariology Boy W. B. Saunders Company 1949.

Osler, W. 1887: An address on the haematoza of malaria. Brit.
Jour I:557. Citado por Taliaferro, W. H.: Immunity of the malarial infe
tions. Malariology. Boyd. W. B.: Saunders Company 1949,

Restrepo, A. y Echavarria, A. 1956: Método de diagnéstico de parfil
tos malaricos por concentracién fagocitosis. Informe preliminar. “Antioq
Médica” 6: 459 - 466.

Rous, P. and Robertson, O. H. 1917: The normal fate of eryth
tes; I. The findings in healthy animals. J. Exp. Med. 25: 651.

Taliaferro, W. H. and Cannon, P. R. 1936: The cellular reactions
ring primary infections and superinfections of the Plasmodium brasilian
in panamanian monkey. J. Infec. Dis. 67;121.

Thomson, J. G. and Thomson, D. 1913: The growth and sporulatl
of the beningn and malignant tertian malarial parasites in the culture t
and in the human host. Ann Trop. Med. 7: 5-9.

Zinkhan, W. H. and Diamond, K. 1952: In vitro erythrophagoc
sis in acquired hemolytic anemia. Blood VII: 6: 592.

168 — ANTIOOQUIA M



SEGUNDA PARTE

INDICE PARASITARIO EN UNA REGION DEL VALLE DE MEDELLIN,
GUAYABAL ITAGUI (A) CON LA AYUDA
DEL METODO DE LA CONCENTRACION — FAGOCITOSIS

En el valle de Medellin existe un gran nticleo de poblacion
f|ti e aloja en la ciudad de Medellin y en las poblaciones de Bello,
Ilnvinado e Itagiif. Las viviendas hasta hace poco y con buen crite-
fi de salubridad eran construidas en las laderas de las montanas de
licrtes pendientes, abandonando las margenes del Rio, foco perma-
fivnle de infeccidn paludica.

Lia zona de Guayabal por estar densamente poblada sobre terre-
fitre planos vecinos al Rio y por ser asiento de tejares con sistemas
il ¢xplotacion atn primitivos y poco controlados, es un problema de
wluhridad publica.

tuiz y Chiquito (1942) proyectaron y realizaron el saneamien-
{i paliudico de la zona con la construccién de un canal de encafiado,
shviendose de la quebrada “El Manzanillo” la cual alinearon, baja-
o1 su fondo, cambiaron la pendiente para evitar la sedimentacion,
s le aument6 la capacidad y se establecié encanado a cada uno de
lor tejares. Correa Vélez (1942) hizo indice esplénico en un total de
Il ninos, encontrando 50.9% de positividad. En este tiempo, se hi-
(v indice larvario, hallandose: 22% de infestacién alrededor de las
hnhitaciones y 89% en los tejares. La identificacién de la fauna ano-
lelima local se ha hecho por varios entomédlogos (Gast Galvis 1942)
leconociéndose las siguientes especies:

Anopheles argiritarsis - Herting (1929).

Anopheles puntimacula - Montoya y Osorno (1942).
Anopheles pseudopuntipensis - Soto (1945).
Anopheles eiseni - Soto (1945).
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Soto (1945) estudiando el problema palddico en Medellin, e
cuentra en la regién de Guayabal un indice esplénico de 24.1%
un indice parasitario de 6.7%, las infecciones plasmodiales correl
pondieron en su mayoria al Plasmodium vivax y también enconts
Plasmodium falciparum. Encuentra en el Anopheles puntimacula
indice de infeccién natural de 1.5%; este mosjuito posee intensa ar
tropofilia y penetra en las habitaciones en las horas de la noch
siendo por estas razones el posible vector principal del paludismo @l
esta region.

Es probable que los criaderos de mosquitos desaparezcan
este sector en poco tiempo, ya que en el momento presente, esta
gion, estd recibiendo el beneficio de la Ingenieria Sanitaria con re
llencs, avenamientos y canalizaciones con el fin de crear extensos té
rrenos para el creciente desarrollo industrial de Ia ciudad.

El fin de este escrito es mostrar los resultados obtenidos en
estudio de un nucleo de poblacién en quien la busqueda de plasme
dios se hizo en forma compaartiva entre el método de la Gota Grué
sa y el método de la CONCENTRACION-FAGOCITOSIS v adema
apreciar la posible utilidad de este ultimo método en estudios epide
miolégicos.

DESCRIPCION DEL AREA

Guayabal es una zona rural del Municipio de Itagiii a 1.54
mts. sobre el nivel del mar. Existen 3.743 habitantes en un &rea d
2.000 mts. de longitud por 300 mts. de ancho aproximadamente, €
el sector sur del valle de Medellin y ocupando la banda izquierd
del Rio.

Constituido por terrenos planos en general, también existe
porciones pendientes en la ladera de la montafia situados a un poet
mas de los 1.600 mts. La regién presenta abundantes depresione
donde se forman depésitos de agua en las épocas de lluvia. El pis
es areno-arcilloso, materia prima de la industria de la localidad qu
es la fabricacién de ladrillo, teja y utensilios derivados del barro
La localidad da albergue a 35 tejares en muchos de los cuales se e
plean métodos primitivos; asi, para amasar el barro en la fabricacié
de la teja, se sirven de hoyos abiertos en la tierra de 50 a 100 cts. d
profundidad y de 3 a 4 mts. de didmetro, los cuales llenan con ag
y arcilla en fragmentos y posteriormente ponen a pisar circularmet
te a caballos o bueyes a los cuales vendan los ojos. Estos hoyos, el
las épocas de lluvia permanecen cubiertos de agua y constituyen cris
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oo e mosquites. La region esta serpenteada por el canal de en-
ido construido hace 15 afios; en su mayor extensidn esta cubier-
)l maleza y destruido en varios sectores donde el agua se repre-
W | os encanados de tejares estan practicamente ausentes por el a-
uidono de su sostenimiento.

"Inu v hoyo empleado para amasar el barro en la fabricacién de la teja,
iprecia, ademas, un obrero con su indumentaria habitual vy sus utensilios
de trabajo.

MABITACION. Las viviendas de los obreros, poseen, en su
iy o, una o dos alcobas y una pequena ramada posterior que sir-
# (o cocina; las paredes son de ladrillo, tierra pisada o bahareque.
| 10 cs de tierra y los techos de teja o de tapas de canecas. No po-
Wit protecciéon contra los mosquitos.

ALIMENTACION. Es a base de frisoles, maiz, platano y pa-
pli il consumo de la carne estd limitado a algunos dias de la se-

INSTRUCCION. Se circunscribe a los dos primeros afios de
flicia. Las escuelas son oficiales y en algunas la ensefianza es mix-
W, nstiendo los nihos en diferentes dias que las ninas. Los maes-
1o mal remunerados desconocen la instrucciéon schre prevencién de
n cnlermedades.

INDUMENTARIA. Usan telas de algodén para su camisa o
uililon; los hombres acostumbran llevar sobre su cabeza sombre-
I, [ manos y los ples siempre van al descubierto.
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ECONOMIA. Esta representada en la orfebreria, oficios qu
desempenan les varones desde los 16 anos en adelante en calidad ¢
obreros, por salarios de 4 a 5 pesos por dia. Es costumbre en los i
nes de semana la ingestion de bebidas alcohdlicas.

ASPECTO SANITARIO. En la region no existe alcantarill
do, el 60% de las habitaciones carecen de letrinas o las existentes n
estan en condiciones higiénicas. Para cumplir sus necesidades {fisid
légicas se sirven del pequefio predio que rcaea la casa. El agua, |
cual no es potable, estd en red en un pequcio sector al cual llega @
las horas de la noche y unicamente algunos dias de la semana, sie
do necesario el almacenamiento del agua en pozos o en recipiente
como canecas. A quienes no surte €l acueducto se sirven de agul
del arroyo més proximo. Con estas ccndiciones higiénicas persont
les v ambientales, es facil explicar por qué las parasitosis, y en &8
pecial las intestinales, adquieren caracteres alarmantes.

FACTORES METEOROLOGICOS. En este aspecto nos serv
mos de los datos proporcionados por la Estacion Meteorologica de lal
Empvresas Publicas Municipales del Municipio de Medellin, la cua
funciona regularmente desde hace dos afios.

CLIMA. Tiende a ser regular, pero con oscilaciones amplia
si se toman las cifras anuales. La temperatura media anual es df
21.9% c.; la teperatura minima media anual es de 16°c. que se regi
tra alrededor de las 7 a.m., y la temperatura maxima media anug
es de 30.2° ¢ que se presenta entre la 1 p.m. y 3 p.m. En el afio exil
ten épocas de mayor calor: de Diciembre a Febrero y de Junio a Ju
lio.

HUMEDAD. Presenta variaciones inversas con la temperatt
ra, la cifra higrométrica maxima, en promedio anual, es de 80% qui
se presenta alrededor de las 7 a.m.; la cifra minima de humedad, el
promedio anual es de 12% que se presenta cerca de las 2 p.m. p
oscilacién media anual equivale a 63%. En la regién el sereno @
practicamente ausente y la neblina que se observa en las primers
horas de la manana se disipa rapidamente con los primeros rayo
solares.

LLUVIAS. El promedio de precipitacién anual es de 1 378
m. lLos registros pluviométricos muestran la existencia de dos ép
cas de lluvias durante el ano: entre Abril y Mayo y entr. Septien
bre y Noviembre.

VIENTOS. El Valle del Rio, que en este scctor sigue una d
reccién hacia el norte y oriente, estd protegido lateralmente por la
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Buidilieras de Romeral y la de Santa Helena, que impiden la pene-
Anelon de los vientos Alisios.

Interesan para la circulacién local del aire las corrientes del
#lelo dhario. En la zona reina casi completa calma. El viento predo
Wlninte, de escasa velocidad, es el de direccién NNW.

lia presion atmosférica es constante con una discreta variacién
o tres mm. siendo la cifra promedio anual de 637 mm. Hg. El agua
Wivive a 95.5%¢.

MATERIALES Y METODOS

Se practicaron 491 observaciones, durante los meses de Marzo,
Abiily Mayo, época que es considerada de lluvias. 301 observacio-
Non o practicaron en nifios de 7 a 14 afios de edad, en sus respecti-
Ve cicuelas; 189 nifios y 112 nihas. Adultos aparentemente sanos
jjir frabajan en los tejares 164 y 26 adultos enfermos.

Para la toma de la muestra se siguié la técnica siguiente: des-
jiien e ligar en el brazo se puncioné alguna de las venas del pliegue
ol codo con agujas calibre 20 de doble bisel y de mango central, y
M culrajeron 5 cc. de sangre en un frasco que contenia dos gotas de
(ninlito de potasio al 20%, luego se agitd ligeramente para mezclar
i inere con el anticoagulante. Las tomas de las muestras se efec-
fliion en las horas de la mafiana en las escuelas, los tejares o las
Bhinn

La toma de las muestras fue dificultosa en los nifios, tanto en
pincion como en la extraceion de cantidad suficiente de sangre; en
Wljinos fue imposible por presentarse lipotimias y vaso-constriccio-
fiw periféricas provocadas por la vista de sangre y el temor de la
princion. En ocasiones la sangre flufa dificilmente por lo cual varias
fiieslras se coagularon.

En las horas de la tarde se hizo Gota Gruesa a cada una de
li inuestras y con la otra porcién de la sangre se siguié el proceso
e L téenica de la CONCENTRACION-FAGOCITOSIS descrito en
ol capitulo anterior: Cuando la muestra estaba coagulada, el coagulo
W lragmentd con aplicador de madera y luego se pasé por una tela
(li ynsa y en la parte liquida se siguié el proceso comun.

Las dificultades en la obtencién de las muestras y en su trans-
porle hizo que algunes casos no pudieran ser incluidos en este es-
fidio.

La fijacién de las gotas gruesas en sangre obtenida con anti-
tnipulante present6d alguna dificultad, por lo cual se hizo necesario
ilejar secar las preparaciones a 37°c¢ por 12 horas.
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En los preparados se busco: parasitos en forma libre, intra er
trocitarios y fagocitados, asi como pigmento malarico dentro de ¢
fagocitos.

En los preparados, no obstante haberse hecho a las 4 o 6
ras desde la toma de la muestra, se observé frecuentemente verd
deras colonias bacterianas por contaminacion, ya que la toma de
muestras se practicé en recipientes no asépticos. La alteracion mol
folégica mas frecuente de los eritrocitos fue la microesferocitosis, q
za por haberse usado como anticoagulante el oxalata de potasio e
clusivamente. Cada placa fue observada un tiempo promedio de 10

RESULTADOS

Se encontraron cuatro casos positivos, lo que representa un i
dice parasitario de 0.8% . En dos de ellos, un nifio y un obrero de H
jar residentes de la regidn, el parasito fue Plasmodium vivax. I4
dos casos restantes se presentaron en el grupo de enfermos y teni
el antecedente de que en semanas anteriores habian estado en I
cercanias del Rio Cauca, en la via de la carretera al mar, en el sect
denominado Taraza, regidén que es de alto ind’ce parasitario en nu@
tro Departamento.

De los cuatro casos, tres fueron positivos tanto por la Gob
Gruesa como por la CONCENTRACION-FAGOCITOSIS. Uno fi
positivo por la CONCENTRACION-FAGOCITOSIS y negativo por,
Gota-Gruesa. '

Cuadro N° 1: Comprende los lugares donde se tomaron las muestri
el numero de examinados y el resultado del examen

Escuela o Tejar - N° Examin. N de Positivos.
P. vivax P. Fale
Escuela El Guayabo 50 — —
Escuela La Raya 120 — —
Escuela Los Gomez 67 1 —
Escuela El Pedregal 64 — —
Tejar Santa Ana 21 C - —
Tejar San José 43 ! —
Tejar de R. Vélez 39 — —
Ladrilleria Guayabal 61 — -
Enfermos de la Raya
Piamonte y la Hortensia 26 — 2
Totales 491 2 2
(*) Positivo por el método de Indice parasitario 0.

Concentracién-Fagocitosis.
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COMENTARIO

l.a presencia de paludismo en el sector de Guayabal es de fa-
il cxplicacion por las condiciones de vida de los habitantes y por
I condiciones ambientales de la regién que permiten la existencia

i nente de criaderos de mosquitos, favorecidos por las tierras ba-
Jin wwreno-arcillosas que impiden la filtracion del agua y fomentados
poi ol abandono del canal de encafiado y la formacién casi continua

il povzos para la preparacidén del barro.

La zona de Guayabal, como tcdas las zonas pobres del Valle
ili Medellin, presenta el fenémeno de la afluencia permanente de fa-
il de todas las regiones del Departamento. Regiones como las
hiyoo de los rios Cauca, Porce, Nus, Magdalena y la extensa faja de
I (irretera al Mar que presentan altos indices paltdicos, contribu-
you i fomentar y propagar la malaria en el Valle de Medellin. Te-
filtndo en cuenta la presencia de un transmisor tan eficiente como
#n 1 Anopheles puntimécula, con sus habitos domiciliarios noctur-
fior s menester tomar medidas para su exterminio total, ya que de
tv contrario el paludismo constituird un azote indefinido.

Si bien la endemicidad paludica, en el sector que nos preocu-
il disminuido, no se debe a las medidas sanitarias, sino mas bien
# |1 terapéutica de los obreros enfermos, que estan afiliados al Ins-
fituto Colombiano de Seguros Sociales (ICSS).

Comparando el método de la CONCENTRACION-FAGOCITO-
Wit con el método de la GOTA GRUESA vemos que el primero nos
oficce mas ventajas en lo referente al hallazgo de casos positivos.
K1 1o tocante a su aplicacién epidemiolégica presenta algunas difi-
filtides como son: la toma de la muestra cuando se trata de nifnos,
¢l transporte y manipulacién en el laboratorio que debe hacerse con
fhpidez y cuidado. Por estas razones la aplicacién sanitaria del mé-
fodo de la CONCENTRACION-FAGOCITOSIS podria tener poca u-
llidad practica ya que su beneficio en la mayor facilidad diagnésti-
(i puede no ser compensada por los inconvenientes para llevarlo a
electo. Su aplicacién en centros de diagnéstico o en Hospitales es
frecomendable y es de suma facilidad ya que en ellos se cuenta con
tiilos los elementos para efectuarlo en un minimo de tiempo y con
In iyuda de un personal especializado.

RESUMEN
1). Se presentan los datos concernientés al sector de Guaya-

hiul cn sus aspectos ambiental, topografico y meteorolégico.
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2). Se hicieron 491 observaciones sobre indice parasitario p:
ludico por dos métodos: Gota Gruesa y CONCENTRACION -FAG
CITOSIS.

3). Se encuentra un indice parasitario de 0.8%. En el diagn
tico mostré mayor positividad el método de la CONCENTRACION
FAGOCITOSIS. Se comenta la posible utilidad de este método
su aplicacién sanitaria.

7

SUMMARY

1). The environmental, topographic and meteorologic aspec
of the Guayabal neighborhood (Medellin valley, Colombia S. A.) a
presented. '

2). A plasmodial survey in 491 persons was performed, by t
thick smear and the C-F methods, showing a parasitic indix og 0.8
Of the 4 cases 3 were diagnosed by the two methods and the four
by the C-F only. The epidemiological use of this last method is d
cussed.

.
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TERCERA PARTE

CURVA DE PARASITEMIA EN LA REPRODUCCION ASEXUAL DEL
PLASMODIUM VIVAX Y SU RELACION CON LA FAGOCITOSIS

GOLGI (1888) dice que si todos los plasmodios completaran su
fiiduracion cada dos dias como en las infecciones con vivax y cada
fren dias, en las malariae, la enfermedad resultante siempre progresa-
I hasta los sintomas perniciosos; pero como esto no ocurre, surgioé
#l voncepto de la presencia de factores inhibitorios de las infecciones
jilnimodiales. Taliaferro (1925), concluye que el periodo de reproduc-
vlonasexual sinerénico del plasmodium permite una medida exacta
el indice de reproduccion en estos parasitos. Taliaferro, W. H. y Ta-
Hilerro L C. (1934), trabajando con Plasmodium brasilianun, hallaron
fisiguientes hechos: en esta especie, el parasito tarda tres dias por
trecer y producir aproximadamente diez progenies: este ritmo en su
f#produccion es mantenido de modo constante durante la infeccién
ihicial, excepto cuando hay parasitemia alta o una declinacién de
jintisitos, porque el ciclo tarda 4 o 5 dias en lugar de 3 o porque dis-
liinuye el nimero de merozoitos por esquizontes. Con este ritmo de
prroducceion sélo se obtuvo un aumento real de parasitos de 2.5 veces,
(e donde se dedujo que morfan 7.5 merozoitos liberados de cada es-
(uizonte adulto. A medida que la inmunidad adquirida se desarrolla
s los huéspedes la progiene se merma cada vez mas, hasta el pun-
v e que cuando menos de un merozoito sobrevive en cada segmen-
tneion de esquizonte adulto la parasitemia cae y cesan las manifesta-
tlones clinicas. En este momento, la reproduccién del parasito pue-
il hacerse irregular e inhibirse intensamente.

Cannon (1941) estudiando infecciones no letales y sin tratamien-
I, deduce la existencia de varios periodos sucesivos en lo referente
Il parasitemia: a) periodo prepatente; cuando los paréasitos no se
dhiciientran en la sangre; b) aumento agudo de la infeccién en que los
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parasitos se encuentran en la sangre y a un ritmo de multiplicacién
creciente hasta alcanzar cifras maximas de parasitemia; c) declina
cién parasitaria en la cual los parésitos disminuyen, y, en ocasiones,
lo suficiente para dar fin a una crisis; d) periodo crénico cuando
puede encontrar todavia escaso numero de parasitos circulantes;
periodo latente cuando no se encuentran parasitos en la sangre;
g) recaida parasitaria cuando los parasitos aumentan en nimero y en
forma progresiva, durante los periodos cronico o latente. La recaida
puede comprender también el recrudecimiento de la actividad clis
nica de la enfermedad. Es un hecho establecido que la extension 3

paltdicos depende de la cepa de parasitos, de la dosis y del modo di
inoculacion y sobre todo de la inmunidad innata y adquirida d
huésped.

Desde los primeros estudios en el paludismo, los investigado
res relacionan la muerte de parasitos en la inmunidad natural y ad
quirida con la fagocitosis: Golgi (1886), Marchiafava y Celli (188
Metchnikoff (1887), estudiaron la fagocitosis en material malarico
postularon que el proceso estaba relacionado con la defensa. Talié
ferro y Cannon (1936) trabajando con Plasmodium brasilianun en m
de Centro Ameérica, el cual les produce una infeccién comparable
la producida por e1 P. vivax o P. malariae en el hombre, concluyen
a) En el momento agudo inicial de la infeccidén, en el que la muert
de parasitos se debe a la inmunidad natural, los merozoitos libres
los eritrocitos parasitarios son fagocitados por los macrofagos del b
zo y medula 6sea; b) en la crisis o declinacién parasitaria, que es 1
terminacién del aumento agudo inicial de la parasitemia, los eritr
citos parasitados son regionalmente concentrados en los cordones e
plénicos y probablemente aglutinados y adheridos a los macrofagl
c) después de un dia los eritrocitos parasitados son ingeridos avid
mente por los macréfagos del bazo, higado y medula ésea. Esta act
vidad fagocitica es mayor que la observada antes de la crisis y repr
senta la iniciaciéon de la reaccién inmune. Una vez dentro de los fi
gocitos las células rojas y los parasitos desaparecen rapidamente, mi
el pigmento tarda varios meses en desaparecer; d) Cuando los animi
les se han recuperado de una infecciéon y son reinfectados con unm
cepa homologa, a la cual ellos estdn inmunizados, la filtracién espl
nica de parasitos y la fagocitosis se establecen en horas, en lugar ¢
semanas 0 meses como ocurre en la infeccién inicial. Desde el pu
to de vista histolégico lo que caracteriza a la inmunidad adquiric

178 — ANTIOQUIA  MCDI



#u ¢l aumento de la actividad fagocitica de los macréfagos y el au-

fento local de mocréfagos en sitios estratégicos como bazo, higado
¥ 1 menor proporcién en la medula dsea.

Los macréfagos funcionantes en la inmunidad malarica, son-
principalmente: 1) Las células litorales de los sinusoides del higado;
1) L celulas reticulares de los cordones de Billroth del bazo, y 3) cé-

Il reticulares de la medula ésea. En el paludismo es un hecho
tonslante la hiperplasia del sistema retico-endotelial y se debe pro-
hublemente a la proliferaciéon mitécica de los macréfagos preexis-
fondes.

Taliaferro y Mulligan (1937) en sus estudios con P. knowllesi
fteen que gran numero de macrofagos se originan heteroplasticamen-
o de los agranulocitos sanguineos y sugieren el término de “Siste-
mn macrofago-linfoide” para incorporar en un solo término: células
Ivticulares, endoteliales, linfocitos y monocitos.

La inmunidad celular en el paludismo ha sido circunscrita, ca-
i por completo, a los fagocitos del bazo higado y medula 6sea. Los
¢lementos blancos de la sangre y de modo particular el polimorfo
fiiclear neutréfilo, sélo se tiene como fagocitico ocasional, aunque es-
i ol interesante trabajo de Taliaferro y Bloom (1945) en el que se
lineen inoculaciones intradérmicas de eritrocitos parasitados en ani-
innles normales e inmunes. En los animales inmunes la inoculacién
jovoca reaccion inflamatoria, localizacién y aglutinacién de para-
Witosy también, fagocitosis por neutrétilos y macréfagos.

De acuerdo con los trabajos anteriores y en la literatura se ha-
hii de fagocitosis en la sangre de modo ocasional; mas el panorama
(|l podemos observar en la sangre en su estudio in vitro por el mé-
tudo de la CONCENTRACION-FAGOCITOSIS es diferente. El obje-
fo ile este escrito es mostrar en enfermos las variaciones de la para-
sittimia en el periodo febril palGdico y su relacion con los indices de
[ijocitosis, asi como algunas variaciones en el leucograma.

MATERIALES Y METODOS

Las observaciones se realizaron en cuatro pacientes varones,
idultos y hospitalizados. Dos de ellos sufrian la infeccidén inicial y
leiian una evolucién en su sintomatologia de mas de dos meses. Los
(low pacientes restantes presentaban recaidas clinicas de su enferme-
tlud por deficiente terapia y la infeccidon inicial distaba méas de seis
meses. .
A estos pacientes se les encontré en su sangre, Plasmodium vi-
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vax en todas sus formas de la fase eritrocitica, presentaban crisis fes
briles, y no estaban recibiendo medicacién alguna.

A estos enfermos se les hizo un estudio en la siguiente form@
cada tres horas se les tomé la temperatura y muestra de sangre pot
puncion venosa (5 cc. que se vaciaban en un frasco que contenia oxas
lato de potasio como anticoagulante); este control se continué duran
te 48 horas.

A cada una de las muestras de sangre se les hizo recuento de
leucocitos y féormula leucocitaria. Con el resto de la sangre se prac
tico el método de CONCENTRACION-FAGOCITOSIS en cuyos ex
tendidos se hizo el recuento de parasitos e indice de fagocitosis.
recuento de parasitos se hizo en la siguiente forma: la sangre uni
vez incubada a 37°c¢ por una hora y centrifugada a 1.500 rpm. d
rante 15", se le extrajo con un gotero médico la capa blanquecina co
la cual se hicieron extendidos que una vez secos se tifieron con co-
lorante de Wright. En estas preparaciones se contaron los parasito
intraeritrocitarios por cada 10.000 células rojas. Aunque por el més
todo de la CONCENTRACION-FAGOCITOSIS en la capa blanque:
cina los parasitos quedan en forma libre, fagocitados por los leuce:
citos y dentro de los eritrocitos; se escogieron estos Ultimos para has
cer el recuento de parasitos por ser la forma en que los plasmodios
estdn mas abundantes y mas constantes. El indice de fagocitosis $g
practicé en las mismas preparaciones contando cuantos parasitos era
fagocitados en 500 células (monocitos, neutréfilos y eosinéfilos).

RESULTADOS

Lios resultados obtenidos en los cuatro pacientes fueron simis
lares en las curvas de parasitemia y en la fagocitosis. (Ver gréfici
N¢ 1).

En el recuento de parésitos se observé franca variacién duran
te el ciclo palidico. La cifra més baja de parasitos se encontré e
el momento del escalofrio o en el espacio de tiempo cercano a é
Durante el periodo febril y en las horas subsiguientes hubo ascen
so en la parasitemia. Durante el periodo afebril la parasitemia estu
vo elevada y con ligeras oscilaciones no constantes. En el periodi
previo al escalofrio hubo descenso mas o menos brusco en la canti
dad de parasitos (crisis parasitaria).

Los parasitos observados en las diferentes etapas fueron sen
siblemente similares entre si indicando un crecimiento sincrénico d
los plasmodios. En el periodo del escalofrio el hallazgo mas comit

180 — ANTIOQUIA 1D



e 1o presencia de esquizontes adultos y de merozoitos libres. En
I wcis horas posteriores al escalefrio la apreciacién morfolégica pre-
dominante fueron los trofozoitos jévenes y los merozoitos en la pe-
Hivria de los eritrocitos.
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TIEMPO EN HORAS

thitica N¢ 1—Infeccién por Plasmodium vivax. Muestra la relacién inver-
sa entre el numero de parasitos y leucocitos del indice de fago-
citosis y sus variaciones con la temperatura. - (A. E. carnet
N¢ 9179 .- ICSS).

FAGOCITOSIS

La fagocitosis estuvo aumentada durante todo el ciclo paladi-
o, los indices més altos se hallaron en el escalofrio y en el tiempo
jevio a él. Cuando se observé una ingestion casi exclusiva de es-
fjizontes adultos. No se encontré fagocitosis de merozoitos. En las
I 0 16 horas que siguieron al escalofrio la fagocitosis tuvo indices
lileriores a 18%; este espacio de tiempo fue concomitante con el ha-
llnzo en la sangre de trofozoitos jovenes y adultos. Después de este
litmpo la fagocitosis fue paulatinamente creciente (indices superio-
e al 15%) hasta la cifra méaxima obtenida en el escalofrio. Este
fiempo estuvo relacionado con la presencia en la sangre de fases del
jtliimodium que contienen pigmento o sea esquizontes joévenes y a-
thitltos.
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La fagocitosis fue realizada por los monocitos y por células
tamafio y estructura semejantes a los histiocitos. Los granulocitos
en especial los polimorfonucleares neutréfilos tomaron parte muy a
tiva en este proceso, representando cerca del 50% de los fagocit
observados; se vio a los neutrofilos fagocitar parasitos en todas 1
fases de su evolucién, no de una manera ocas.onal sino en for
constante.

En la szngre periférica de los palQdicos llamé la atencién
presencia de fagocitos de gran tamafio, citoplasma azul claro, conto
no irreguler con pseuddépodos y con pequenas vacuolas en su int
rior; el nucleo es excéntrico, de cromatina granular y a veces co
nucléalo indicado que estas células posiblemente tienen actividad m
tosica. Estas células son similares a los histiocitos vistos en extend
das de punciones esplénicas. Este hallazgo se observo en preparaci
nes hechas de sangre digital, lo gue nos demuestra que no es un a
tefacto.

RECUENTO LEUCOCITARIO

El recuento de glébulos blancos, en general, fue inferior a 10.:
000 células por mm* con valores ocasionales mayores. Después
periodo febril fue donde se hallaron las cifras mas altas de leuco
tos y en uno de los casos se encontr6 leucocitosis de 14.300 por mm
Durante el periodo afebril el descenso de leucocitos fue un hec
constante hasta alcanzar cifras muy bajas en el momento del esc
lofrio. En tres de los casos, en este periodo, la cifra de leucocitos £
inferior a 5.000 por mm?*.

FORMULA LEUCOCITARIA

Los polimorfonucleares neutroéfilos no tuvieron variacién con
tante durante el periodo febril o afebril. Los polimorfonuclear:
eosinofilos estuvieron elevadcs a una proporcién no superior al 10
vy en el momento del escalofrio disminuyeron y aln desaparecier
de la férmula leucocitaria. Los linfocitos no tuvieron variacién
guna. Los monocitos siempre elevados no tuvieron variacién consta
te durante el pericdo febril o afebril.

DISCUSION

De los hallazgos presentes tres aspectos merecen ser conside
rados: primero, la curva de la parasitemia en si; segundo, el papel
la fagocitosis sanguinea en la inmun’dad; tercero, relacién de la f
gocitosis con el leucograma en el paludismo. '
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CURVA DE PARASITEMIA

Desde el punto de vista diagnéstico la parasitemia en los pe-
IHudos febril y afebril muestra variacién. Las cifras mas inferiores
e oblienen en el periodo del escalofrio, indicando que este momen-
lir s el menos indicado para la toma de la muestra con fines diag-
fionlicos cuando hay sospecha clinica de malaria. Esto tiene interés
enprcial en las primeras crisis febriles cuando la parasitemia de por
M cita disminuida, ya que apenas se estd iniciando la invasién san-
jiiiinca por los merozoitos provenientes del sistema reticulo endote-
llul - Las razones para que en el escalofrio se encuentre la menor can-
tillid de parésitos, podrian ser: a) por la intensa fagocitosis que se

ubierva en este momento; b) porgque es el momento en que se pre-
menta la ruptura de los esquizontes adultos y los merozoitos libres
vii ol plasma son mas dificiles de encontrar y diferenciar en una
nhinple muestra.

'APEL DE LA FAGOCITOSIS SANGUINEA EN LA INMUNIDAD

Las infecciones plasmodiales humanas causan anemia hemoli-
tie la cual tiene algunas peculiaridedes, ya que no siempre se aso-
(i e signos clinicos de hemolisis (ictericia, anemia, etc.). No obs-
finte, existen hechos constantes que nos revelan su presencia, como
o la excrecion aumentado del urobilindgeno fecal, la reticulocito-
il el aumento de la eritrofagocitosis.

La anemia hemolitica en el paludismo es el resultado de la
iletruecion masiva de eritrocitos y podria acompafarse de hemoglo-
hinicen el plasma y en la orina. Fairley y Bromfield (1933) estudian-
il paladicos y pacientes con fiebre biliosa hemoglobindrica con mé-
lndos de laboratorio, no encontraron evidencia espectroscépica de he-
imolobinemia durante el periodo febril. Ellos concluyen que la des-
{riceion de sangre en el paludismo es principalmente un proceso in-
friocelular. Esta idea es altamente sostenida por los trabajos de Can-
non y Taliaferro, (1931) con Plasmodium cathemerium en canarios y
jpor Taliaferro y Cannon (1936) con Plasmodium brasilianun en mo-
i del Nuevo Mundo, donde demuestran que la muerte de paréasi-
lov durante la inmunidad innata esta correlacionada con fagocitosis
¢ todos los estados de su desarrollo, por macréfagos del bazo, higa-
(I, medula 6sea y suprarrenal. Los macrofagos en estos puntos es-
tin acantonados estratégicamente y condicienados para remover pa-
tnlos o material paltdico de la circulacién. Los estudios anatomo-
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patolégicos condujeron a Taliaferro (1934) a suger'r que la asi 1llama
da inmunidad general presente en muchas infecciones sanguineas pugs
de actualmente ser una inmunidad local en érganos situados estrat@
gicamente.

Un aspecto interesante es el que nos ofrece la sangre de pali
dicos estudiada in vitro por el método de la CONCENTRACION-FA
GOCITOSIS; en él se conjugan la concentracién de parasitos y d
leucocitos funcionantes, y se reproduce la temperatura fisiologica
la estasis sanguinea. Es probable que lo que observamos por es
te método ocurra también in vivo. Si esto es asi, la fagocitosis san:
guinea en el paludismo es parte de la inmunidad innata y adqulr
da. De modo que la inmunidad en las infecciones plasmodlales seri
un proceso general, sistemético y no confinado a algunos 6rganos ¢
mo lo demuestra la anatomia patoldgica. La fagocitosis por los leuce
citos sanguineos es un proceso permanente que tiene una exacerva:
cion durante el periodo del escalofrio y la razén para que esto suced
podria ser la liberacion en el plasma de cierta cantidad de hemoglobi
na o de pigmento malarico que estimularia este fenémeno. Segun
idea de Bonnin y Schartz (1954) la hemolisis y la eritrofagocitosis pues
den resultar de una alteracidn similar en la superficie del erltrocwo
La relacion directa de la fagocitosis en el paludismo con la presens
cia del pigmento malarico es muy sugestiva, ya que la fagocitosis @
mayor en la fase en que el plasmodium contiene pigmento, esto es, el
el periocdo previo al escalofrio en que se encuentra en la sangre pre
ferentemente esquizontes jovenes y adultos. '

El por qué estos fagocitos no se encuentran en extendidos d
sangre digital o son muy escasos, puede ser asunto de oportunidad
que la cantidad de sangre tomada y el sitio de donde se toma puede
ser los mas pobres en fagocitos. La idea de Uchida (1925) de que lo
fagocitos, células grandes deformes y con escasa elasticidad, son atr
pados selectivamente por los filtros capilares, en especial el pulmd:
podria aplicarse al paludismo en cuyo caso el bazo, el higado y la m¢
dula éseo cumplirian esta funcién. Otra posibilidad seria que el fage
cito por ser una célula fragil pueda romperse facilmente en la cires
lacion. (Ver fotos Nos. 13, 15 y 16).

Segln lo postularon Rous y Robetson (1917) v Doan y Sabai
(1926) la fagocitosis tiene como papel mas importante la remocién d
los eritrocitos degenerados de la circulacion, de tal suerte que la fé
gocitosis es reconocida como una funcién fisiolégica en el mecanis
de la destruccién globular.
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En cuanto a las células que desempenan esta funcién, es notoria
li mayor avidez de los monocitos como células fagocitarias ya que a
jiar de su escaso porcentaje en los extendidos de sangre son las que
ilivempenan esta funcién més eficazmente. Los polimorfonucleares,
¢n cspecial los granulocitos, tienen en el paludismo una funcién pre-
ponderante como fagocitos sanguineos. Es verdad que su avidez es
fienor, pero su proporcion en la sangre es 5 u 8 veces mayor que los
fonocitos y cuantitativamente desempefia una funcién tan efectiva
tnmo ellos. Es por esta razén por lo que al hacer un recuento de fago-
titos la mitad de estas células aproximadamente son polimorfonuclea-
i neutrofilos.

En condiciones fisiol6gicas normales la func:én del granulocito
neatrofilo es la ingestion de particulas pequefias (micréfago ), mas
tiindo esta condicién se altera y el organismo se ve atacado por un
yrrmen del tipo del Plasmodium, que hace una multiplicacién cre-
rlente en el terrente circulatorio, t'ene que condicionar sus defensas
tli icuerdo con el enemigo, es en esta forma, posiblemente, como el
neutrofilo y atn el eosinéfilo se convierten en macréfagos. En esta su-
tiion de hechos los granulocitos sanguineos asi como los grandes ma-
folages semejantes a los histiocitos podrian ser la manifestacién ce-
liil:ir sanguinea de la inmunidad adquirida. (Ver fotos Nos. 10 y 14).

RELACION DE LA FAGOCITOSIS CON EL LEUCOGRAMA EN
EL PALUDISMO

RECUENTO LEUCOCITARIO. El descenso paulatino y cons-
linte de los leucocitos durante el periodo afebril y que llega a ser
s notorio durante el escalefrio, nos hace pensar en un proceso de
ihtruceién perioddico de las células blancas. La medula 6sea en los
jriludicos se encuentra hiper plastica no sélo en la serie roja, sino
fiimb’én en las series granulocitica y monocitica y los elementos re-
jeneradores en estas series se muestran activos en cantidad y en for-
muas de divisién. Correlacionando estos hechos con la fagocitosis se
jiede pensar que las células blancas una vez cumplida su misién de
tl-fensa son destruidas en el organismo por los mecanismos antes ex-
jriestos. De este modo podria interpretarse la leucopenia presente
(hirante el escalofrio y la leucopenia permanente observada en los
[iludicos crénicos.

La notoria d'sminucién de los polimorfonucleares eosinéfilos
durante el escalofrio podria interpretarse como una reaccién similar
il producida por la inyeccién de pirdgenes bacterianos o como cam-
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bio caracterisco presente en la reaccién de alarma por la activaci
del mecanismo corteza suprarrenal-hipéfisis, segin Selye (1946).

RESUMEN

ry 3 hours during 48 hours. In each blood somple the following
carried out: quantitative estimation of parasites, phagocytic ind
white cells count and differential count.

2). During the chills the lowest number of circulating para
tes and the highest phagocytic activity were found. The total nu
ber of leucocytes diminished progressively from the fever to
chills, when leucopenia eosinopenia were present.

3). We suggested the possibility that the phagocytosis in 4
ciculating blood is a mechanism that lowers the multiplication
the plasmod’a and could bz the cause of the Teucopenia in chro
malaria. !
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Microfotografia N® 9 - Fagocito con plasmodio ingerido y eritrocito
adherido a la superficie.

‘licrofotografia N 10 - Polimorfonuclear neutréfilo ‘fagocito eritrocito
parasitado.
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Microfotografia N9 11 - Esquizonte de P. vivax fagocitado por monocit

Microfotografia N? 12 - Nucleo de monocito abierto en media luna por
fagocitosis de eritrocito parasitado.
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Miriofotografia N® 13 - Puncién esplénica en un caso de paludismo por P.
vivax (1) fagocito que ha ingerido (2) monocito y plasmodium.

Mitrofotogratia N 14 - Fagocitosis de Polimorfonucleares neutréfilos (1)
eritrocito parasitado, (2) con vacuolas.
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Microfotografia N© 15 - Puncién esplénica en un caso de paludismo
P. vivax (1) célula reticular que ha ingerido, (2) monocito y (3) fagoc
periférico.

Microfotografia N° 16 - Extendido de puncion esplénica en un caso
paludismo, se observa un grupo de macréfagos uno de ellos ha inge
leucocitos que ha fagocitado.
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