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1. OBJETIVO

Describir los fundamentos las técnicas empleadas en el laboratorio de salud publica
de Santander para el diagnéstico de malaria.

2. ALCANCE

La presente guia aplica para la vigilancia por laboratorio para el control de calidad en el
diagnostico de malaria con la técnica de microscopia empleada en el laboratorio de salud
publica de Santander.

3. RESPONSABILIDADES

Lider Coordinacion de Laboratorio: aprobar el presente documento y
supervisar el estricto cumplimiento de lo establecido en el mismo.
Profesionales del Laboratorio Departamental de Salud Publica: dar

estricto cumplimiento a lo aqui establecido.

4. DEFINICIONES

Bioseguridad: la OMS lo define como un enfoque estratégico e integrado para analizar y
gestionar los riesgos relevantes para la vida y la salud humana, animal y vegetal y los
riesgos asociados para el medio ambiente. Se basa en el reconocimiento de los vinculos
criticos entre sectores y en la posibilidad de que las amenazas se muevan dentro de los

sectores y entre ellos con consecuencias para todo el sistema

Diagndéstico parasitolégico: el diagnéstico de hemoparasitos se hace por el laboratorio
mediante visualizacion directa de la especie parasitaria infectante presente en sangre
(Plasmodium spp, Trypanosoma s.p.p., Mansonella ozzardi, Babesia s.p.p.), por medio
de examen microscopico de gota gruesa y extendido de sangre como método

complementario.

Version Elaboracion Revisién Técnica Revisién de Calidad
0 Hermelinda Quiroga Lépez Diego Garcia Medina Alejandra Galvis Vargas




Tt . Coleontiis CODIGO MI-GS-MA-70

MANUAL DE CONTROL DE CALIDAD EN EL

SR DIAGNOSTICO DE MALARIA VERSION , 0
../ LABORATORIO DEPARTAMENTAL DE FECHA DE APROBACION |  02/06/2023
® g SALUD PUBLICA PAGINA 5de 24

e )
o -
'61 losrcactire o - /////////rr/ 2

Extendido de sangre: pelicula delgada de sangre que se fija en una lamina portaobjeto
y que sirve como herramienta complementaria del diagndstico realizado en la gota
gruesa ya que permite la observacion microscépica de la morfologia globular y

parasitaria intacta. Puede ser tefiida con cualquier colorante derivado de Romanowsky.

Gametocito: es una célula germinal a partir de la cual se forman los gametos. El gametocito

puede dividirse por mitosis para originar otros gametocitos o por meiosis para dar lugar a

los gametos durante la gametogénesis, en malaria (Plasmodium), los merozoitos pueden

reinfectar a los glébulos rojos o convertirse en gametocitos masculinos y femeninos . Si el

huésped es picado por un mosquito, los gametocitos pasan a este, en donde daran lugar a

4-8 microgametos por gametocito masculino y un macrogameto por gametocito femenino.

Gota gruesa: es un examen de laboratorio para determinar microscépicamente la
presencia de hemopardsitos en una muestra de sangre concentrada, la cual es
coloreada con los derivados de Romanowsky y permite la identificacion cualitativa y
cuantitativa del parasito. La gota gruesa es el métodode referencia o Gold Estandar para

el diagnostico de malaria.

Malaria: es una enfermedad con manifestaciones agudas y crénicas causada por
protozoarios del género Plasmodium spp, de los cuales cinco especies son productoras
de malaria humana en el mundo: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale y
recientemente P. knowlesi. Los pardsitos del géneroPlasmodium spp son transmitidos
al humano a través de la picadura de la hembra del vector Anopheles, la cual se infecta
al realizar una ingesta de sangre de un paciente infectado con gametocitos de
Plasmodium s.p.p. El vector una vez infectado y al ingerir nuevamente sangre de un
nuevo huésped, inocula esporozoitos infectantes dando inicio al ciclo de vida del parasito
en el humano. La transmision también puede ocurrir ocasionalmente por inoculacion
directa de glébulos rojos infectados (transfusién sanguinea o accidente de laboratorio) y
por transmision vertical de madre a hijo. El cuadro clinico clasico consiste en escalofrio,

fiebre y sudoracion. El ataque agudo inicia con accesos febriles precedidos por
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escalofrios, seguidos de intensa sudoracién, repetidos cada 48 6 72 horas segun la

especie parasitaria infectante.

Plasmodium: es un protozoo perteneciente al filo Aplicomplexa y familia Plasmodiidae.

Agente etiologico de la malaria. Su ciclo de vida implica a dos hospedadores: el mosquito

hembra del género Anopheles y el hombre u otros primates. En el mosquito se realiza la

reproduccion sexual del parasito, y es, por tanto, el hospedador definitivo; en el hombre se

realiza la multiplicacion asexual, siendo el hospedador intermediario.

Poblacién objeto: el diagnéstico de hemoparasitos se debe hacer con sospecha de la
enfermedad y, engeneral, a todos los habitantes y visitantes de zonas del territorio
nacional localizadas en zonas tropicales y subtropicales consideradas de riesgo para la

transmision de estas enfermedades.

Prueba rapida para malaria: (PDR) es una prueba inmunocromatografica disefiada
para el diagndsticorapido de malaria, en la cual se detectan antigenos parasitarios
especificos permitiendo diferenciar malaria por P. falciparum y malaria por una especie
diferente de P. falciparum. La técnica utiliza anticuerpos monoclonales anclados a una
membrana de nitrocelulosa, los cuales capturan el complejo especifico antigeno-

anticuerpo previamente formado.

Recuento parasitario: estimacion del nUmero de parasitos/ | realizada en la gota gruesa
y extendido de sangre periférica para el reporte de resultados especificamente del
diagnostico de malaria.

Trofozoito: es la forma vegetativa activada que se alimenta generalmente por fagocitosis
y se reproduce. Los trofozoitos del género Plasmodium invaden los glébulos rojos y se

alimentan de las proteinas contenidas en estos.

5. CONDICIONES GENERALES
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5.1 Condiciones ambientales

En el &rea de parasitologia se requiere condiciones ambientales para asegurar la calidad
de las observaciones realizadas en el microscopio. En climas calientes y hiumedos los
hongos pueden colonizar los portaobjetos y oculares del microscopio afectando el
funcionamiento adecuado, por tal razén se recomienda mantener el microscopio en un area
con aire acondicionado en funcionamiento continuo. Las salas que solo tengan aire

acondicionado durante las horas de trabajo diurnas no son adecuadas.

5.2 Control de condiciones de bioseguridad
El Laboratorio Departamental de Salud Publica tiene definidos los lineamientos
correspondientes a la Bioseguridad del Personal en el Manual de bioseguridad del
laboratorio de salud publica de Santander MI-GS-MA.06. Para el area de parasitologia el
personal debera usar los siguientes elementos de proteccion personal (EPP):

¢ Bata antifluidos manga larga

e Gorro

e Guantes de latex

e Tapabocas

5.3 Control de ambientes y superficies

Para el correcto proceso de limpieza de partes del microscopio antes y después de su uso
se realiza breve descripcion del procedimiento.

e Limpieza de lentes y los oculares: limpiar cuidadosamente con un pafiuelo para
lentes o un pafio suave de algodon.

o Los objetivos de 100X de inmersién en aceite deben limpiarse inmediatamente
después de haber sido utilizados. De lo contrario, el aceite se ira acumulando y el
objetivo acabara por volverse inservible. No emplee el mismo pafio de limpieza del
objetivo de 100Xpara limpiar los otros objetivos 4X, 10X y 40X, los oculares ni el
espejo.

e Después de su limpieza cubralo con protector de pléstico.

Version Elaboracion Revisién Técnica Revisién de Calidad
0 Hermelinda Quiroga Lépez Diego Garcia Medina Alejandra Galvis Vargas




. %f/m/&}w A Coteontiis

@100¢
5%y,

&
8

o

o

cODIGO MI-GS-MA-70
MANUAL DE CONTROL DE CALIDAD ENEL | ——— :
DIAGNOSTICO DE MALARIA
) LABORATORIO DEPARTAMENTAL DE FECHA DE APROBACION |  02/06/2023
/"‘:,/( ol SALUD PUBLICA PAGINA 8de 24

Para la limpieza de superficies se debe seguir el proceso definido en Manual de limpieza y
desinfeccion del Laboratorio de Salud Publica de Santander MI-GS-MA-05

Eliminar la suciedad méas gruesa y visible de las superficies, con ayuda de dulce
abrigos, cepillos o similares que se encuentren en los mesones

Limpiar y recoger con un pafio absorbente himedo el polvo de la superficie.
Aplicar solucion detergente (jabdn diluido en agua) sobre las superficies, con el fin
de realizar la limpieza de la suciedad organica.

Realizar accién mecéanica, con ayuda de cepillos, escobillones, esponjas o similares.
Enjuagar o aclarar la solucion sucia resultante, con suficiente agua limpia, cuidando
de que no queden residuos de jabdon ni suciedad que podrian inactivar los
desinfectantes cuando estos se apliquen.

Con toalla limpia, frotar toda la superficie del meson.

Dejar secar al medio ambiente.

La superficie desinfectada queda disponible para ser utilizada.

Anotar esta actividad en el formato De verificacion de Limpieza de é&reas y
superficies MI-GS-RG-115.

6. FUNDAMENTO DEL METODO DE ENSAYO

Examen directo a través de Gota gruesay extendido de sangre periférica

Precoloracion y coloracion: Método de Romanowsky modificado.

1.Para el diagnéstico de Plasmodium spp, verificar que la muestra esté completamente

seca para que no se desprenda.

2. Sumergir en solucién de azul de metileno fosfatado por dos (2) segundos

3. Escurrir sobre papel absorbente en posicion vertical, para eliminar el exceso

4. Enjuagar con agua amortiguadora de pH 7,2

5. Escurrir y proceder a colorear.

Para la coloracion, por cada lamina a colorear, en un tubo Falcon dispensar 3 mL de agua
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amortiguadora, una gota de solucién A y una gota de solucién B, mezclar suavemente

por inversidn y realice la coloracion:

1.En una lamina concava para coloracion colocar las laminas con la muestra hacia abajo.

Adicionar la solucion colorante evitando la formacion de burbujas y dejar actuar por 10-

15 minutos, el tiempo que tenga estandarizado.

2.Saque la lamina del colorante y no la lave con agua, escurrala y déjela secar de forma

horizontal.

Para la lectura de la gota gruesa es necesario colocar una gota de aceite de inmersién

sobre la muestra yenfocar al microscopio con objetivo de 100X, luego se busca un

campo microscopico ideal (que contenga de 10 a 20 leucocitos) y se continda

observando los campos adyacentes de arriba abajo o de izquierda aderecha.

Confirmar la positividad o negatividad de la gota gruesa asi:

Lectura de la gota gruesa

Muestra negativa para hemoparasitos como la ausencia de parasitos

Negativa después deobservar por lo menos 300 campos microscépicos con
objetivo 100x
o Muestra positiva se debe confirmar especie o especies
Positiva

parasitarias(infeccion mixta).

Realizar el recuento parasitario teniendo en cuenta la siguiente féormula:

No. Parasitos x 8000 (Leucocitos contados)

200
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En 200 leucocitos se

observan 10 o méas parésitos

Aplicar la férmula en base a 200 leucocitos.

En 200 leucocitos se observan
9 menos parasitos

Continuar el recuento hasta llegar a los 500 leucocitos y aplicar la

férmula en base a los 500 leucocitos

500 parasitos sin llegar a

contar los 200 leucocitos

El recuento se dara por terminadocuando se finalice la lectura del Gltimo

campo y la parasitemia debe calcularse segun la férmula anterior

Para el informe de resultados del diagndstico Plasmodium spp es necesario informar

asi:

Método de diagnéstico (Gota gruesa)
Positividad/Negatividad de la muestra
Especie parasitaria infectante

Recuento parasitario en unidades parasitos/uL.

Positivo:

Lamina de gota gruesa en la que se observen formas parasitarias

compatibles con especies de Plasmodium spp.

Negativo

Lamina de gota gruesa en la que no se observen formas parasitarias

compatibles con Plasmodium spp

Si se diagnostica una muestra positiva se debe confirmar especie; descartar una

posible Infeccion mixta bajo los siguientes criterios:

e Observacién de formas sexuadas y asexuadas de P. vivax, junto con

gametocitos de P. falciparum.

e Observacion de formas sexuadas y asexuadas de P. vivax, junto con formas

asexuadas de P. falciparum, en cantidades similares de las dos especies. En este

caso, se realiza un recuento al00 parasitos y se determina el porcentaje de cada

especie. Para definir infeccion mixta debe observarse >40% de formas asexuadas

de P. falciparum.
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Si persisten dudas en la especie se debe usar el extendido de sangre para observar los

cambios que ocasiona el parésito al glébulo rojo o la morfologia mas definida y clara de

las estructuras parasitarias.

Para el diagnostico de parasitos del género Plasmodium spp, es necesario realizar gota

gruesa de controlal paciente al dia 3 de inicio del tratamiento.

Pruebas rédpidas para el diagnostico de parasitos del género Plasmodium spp

Las pruebas rapidas para el diagnostico de malaria se fundamentan en la deteccion de

antigenos liberados mediante la lisis de los paréasitos. Estos antigenos se unen a

anticuerpos monoclonales o policlonales. La union del antigeno y del anticuerpo migra a lo

largo de una tira de nitrocelulosa y se ubica en una zona predeterminada de la tirilla en la

cual se observara una linea de color violeta en caso de haber una reaccion positiva, es

decir, que se encuentre el antigeno de parasito.

En laboratorios de salud publica (LSP) como complemento del diagnéstico microscopico
y ante la duda de una de las especies de Plasmodium spp. observadas al microscopio.
En regiones con poblacién dispersa con problemas de malaria y en donde no se cuente
con el diagndstico microscdpico, pero que cuente con las condiciones necesarias para
mantener las caracteristicas ambientales sugeridas por el fabricante de las pruebas
rapidas. Para garantizar la calidad del diagnéstico de parasitos del género Plasmodium
spp mediante el uso de pruebas rapidas, es fundamental que el personal responsable
este capacitado en el manejo y cuidado de las mismas, las condiciones ambientales
(temperatura entre 2 a 30°C) que indique el fabricante y los escenarios de posibles
resultados falsos negativos, entre éstos la delecion del gen hrp2 en el parasito P.

falciparum.

Toda adquisicion de PDR debe ser sometida a control de calidad mediante paneles de
sangre total en el Laboratorio Nacional de Referencia. Los estuches de pruebas rapidas

que se comercialicen en Colombia
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La PDR es un dispositivo que cuenta con un papel de nitrocelulosa que tiene proteinas

fijas en él (también llamadas anticuerpos) que se unen a los antigenos del parasito

presentes en los glébulos rojos de la muestra. Cuando se pre- senta la unién del

antigeno y el anticuerpo especifico se evidencia por una reaccién de color violeta a

expensas del conjugado (segundo anticuerpo marcado) que se encuentra en el lugar

donde son liberados los antigenos uniéndose a ellos. Esta unién migra por la

nitrocelulosa y es capturada por el anticuerpo monoclonal ubicado en la banda de

reaccion. Un ejemplo del disefio general de una PDR para la deteccién de antigenos.

Square hole

(for blood
VT IRoo) Round hole

(for buffer)

&

Results window

‘C'- control line

T'-test line

7. LIMITACIONES E INTERFERENCIA

Limitaciones

Interferencias

Toma de Muestra

No

desinfeccion del sitio de puncion

realizar la correcta

para la toma de muestra,

contaminado la muestra
microbiota de la piel presente en la
gota gruesa.

No realizar la toma de muestra
correcta.

mal

Muestras delgadas vy

coloreadas.

Laminas contaminadas con sangre de
otros pacientes.

Extendidos no homogéneos.

Coloraciones

Reactivos vencidos

Colorantes contaminados.
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No estandarizar tiempos de | Laminas contaminadas.
coloracion teniendo en cuenta | Presencia de precipitado
condiciones ambientales.
No contar con reactivos para
realizar las coloraciones.
Muestras mal fijadas, que al
realizar la inmersiéon en azul de
metileno se deprenden
Coloraciones con precipitados.
Personal no entrenado en y L
) o Coloracién con contaminacion.
identificacion de formas o ) ]
o ) Lentes y objetivos del microscopio
parasitarias de Plasmodium spp.
) o _ | rayados.
] ) Realizar recuentos parasitarios sin o ]
Microscopia Condiciones ambientales que
tener en cuenta el numero de | i
) dificulten la lectura de la laminas. (
leucocitos presente en los campos . o
. o ruidos, movimientos de mesones,
microscopicos. o
poco luminosidad)
Utilizar luz inadecuada para la lectura
de los resultados de las PDR. Las
pruebas deben ser leidas con luz dia
o luz blanca brillante, evitando leerlas
en la luz directa del sol o en luz tenue.
Coloraciones con precipitados. ]
y L Exceso de sangre no permite ver las
Coloracion con contaminacion. ) )
o ) ~ | reacciones tenues encontrandose
Prueba PDR Lentes y objetivos del microscopio
frente a una lectura dudosa.
rayados.
Aplicar a la PDR un volumen
inadecuado de muestra,
generalmente ocasionado por la
dificultad en el manejo del colector de
la muestra de sangre.
Mal uso de la solucién buffer. Cuando
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se hace intercambio de la solucién

buffer entre lotes o productos, lo que

puede generar

negativos. También, se considera un
error aplicar diferente ndmero de
gotas de buffer al especificado en las

indicaciones del fabricante.

Aplicacidn en el pozo errado la sangre

falsos positivos o

o buffer, generando resultados
negativos o invalidos.
8. RECOLECCION E IDENTIFICACION DE LA MUESTRA
TIPO DE MUESTRA MOMENTO TECNICA CRITERIOS RECEPCION Y
CONSERVACION Y DE TOMA DIAGNOSTICA | DE RECHAZO RADICACION
TRANSPORTE DE LA
MUESTRA
Py 5
Laminas Verificacién del 100%
Sangre capilar .
g p e partidas. las muestras
obtenida por puncién rotis de .
o por p Sangre Laminas no entregadas de la
digital para FSP y Periférica(FSP) | coloreadas. recepcion a el técnico
GG, transportar las Gota . del area en el area de
- Cualquier Gruesa(GG) Laminas  no -
laminas a Coloreados con d recepcion de
temperatura momento maTeacss. ificacio
F.) . colorantes Documentacio | Muestras, verificacion
ambiente protegidas derivados de | nincompleta. de la documentacién
de su posible Romanowsky recibida: muestras
ruptura. positivas deben
ingresar ficha
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notificacion INS 465
malaria. Formato
Control calidad MI-GS-
RG-134. Todas las
laminas seran

ingresadas a la base
de datos de recepcién
clinica para asignacion
del condigo interno del
LDSP.

Verificacion del 100%
las muestras
entregadas de la
recepcion a el técnico

del area en el area de

recepcion de
Frotis de _ muestras, verificacion

Sangre total Sangre Laminas »

obtenida por Periférica partidas de la documentacion

venopuncion (FSP) o recibida: muestras

en tubos con Gota  Gruesa | Laminas  no .

EDTA (4 mL) ) positivas deben

' | Cualquier (GG). coloreadas. . .

transportar a 4 a _ ingresar ficha

8°C con | momento Coloreados con | Laminas  no e

refrigerantes d notificacion INS 465

de los parésitos es derivados de | Documentacio )

por un periodo no Romanowsky o | nincompleta Control calidad MI-GS-

mayor a 8 horas y RG-134. Todas las

el mismo - .

laminas seran
ingresadas a la base
de datos de recepcién
clinica para asignacion
del condigo interno del
LDSP.

Sangr_e capilar Prueba rapida | Muestras Verificacion del 100%

obtenida por

puncién digital PDR coaguladas. las muestras

para Pruebas
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rapidas de malaria
(PDR), en caso de
remitirse para

transportarlas
temperatura

ambiente

control de calidad,

a

Documentacio

n incompleta

entregadas de la
recepcion a el técnico
del &rea en el area de
recepcion de
muestras, verificacion
de la documentacién
recibida: muestras
positivas deben
ingresar ficha
notificacion INS 465
malaria. Formato
Control calidad MI-GS-
RG-134. Todas las
muestras seran
ingresadas a la base
de datos de recepcién
clinica para asignacion
del condigo interno del
LDSP.

Necropsia: Higado,
Bazo, Pulmon,
Cerebro, en formol.

Momento de | Estudio

la muerte Patologico

Muestras no
cumplan con
las

condiciones de
almacenamien

to.

Verificacion del 100%
las muestras
entregadas de la
recepcion a el técnico
del area en el area de
recepcion de
muestras, verificacion
de la documentacion
recibida: muestras
positivas deben
ingresar ficha
notificacion INS 465
malaria. Historia

clinica del paciente.
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Todas las  seran
ingresadas a la base
de datos de recepcién
clinica para asignacion

del condigo interno del

LDSP.
9. CONSERVACION DE LA MUESTRA
RESPONSAB
PROGRAMA ANALISIS MATRIZ ALMACENAMIENTO DESCARTE e
Lamina Temperatura Contenedor TECNICO /
Gota ambiente se rotulado PROFESIO
gruesay/ almacenarg el 15 como riesgo NAL DEL
) o} porciento de las biolégico AREA
) i Malaria ) . )
Parasitologia Extendido laminas negativas
sangre procesadas en el
periferica mes y todas las
positivas.

10. EQUIPOS, REACTIVOS, CONTROLES Y MATERIAL DE REFERENCIA

10.1 Equipos

e Microscopio 6ptico

10.2 Reactivos
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e Azul de metileno fosfatado

e Colorante Field

e Aceite de inmersion

e Pruebas rapidas PDR.
10.3 Controles

Laminas caracterizadas como negativas y positivas con el fin de garantizar la

correcta visualizacion de estructuras parasitarias de la malaria.

11. DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Las muestras recibidas en el area de parasitologia para control de calidad de

malaria son evaluadas teniendo en cuenta el siguiente procedimiento:

1. Realizar la verificacion conjunta de la muestra confirmando datos registrados

en la base de datos de malaria, los datos registrados en el formato control de
calidad MI-GS-RG-134 y rotulo de la muestra recibida.

Al realizar la verificaciobn de la muestra recibida proceder a su lectura
microscopica.

Para la lectura de la gota gruesa es necesario colocar una gota de aceite de
inmersion sobre la muestra y enfocar al microscopio con objetivo de 100X,
luego se busca un campo microscépico ideal (que contenga de 10 a 20
leucocitos) y se continla observando los campos adyacentes de arriba abajo

o de izquierda a derecha.

Confirmar la positividad o negatividad de la gota gruesa realizar registro en el

formato de control de calidad.
Identificar especie de Plasmodium y realizar registro en el formato.

Luego de identificado la especie de Plasmodium realizar el recuento de las

formas parasitarias como se explicé en el punto 6. Fundamento del método.

Confirmar si no hay infeccion mixta de malaria por Plasmodium vivax y
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falciparum.

8. Si tiene dudas en la especie se debe usar el extendido de sangre para
observar los cambios que ocasiona el parasito al globulo rojo o la
morfologia mas definida y clara de las estructuras parasitarias.

9. Registrar toda la informacion en la base de datos de malaria para
posteriormente realizar la emision del resultado.

10. Al finalizar la lectura se limpia el objetivo 100X del microscopio con papel de
arroz.

11.Guardar las laminas en una caja porta laminas para control de calidad

cumpliendo las indicaciones del area.

Las muestras que cumplan con los siguientes criterios deben ser enviadas al INS
para la confirmacion de resultados:

Malaria Mixta

Muerte por malaria

Recuentos superiores a >25.000 p/ul de sangre
Plasmodium diferentes a P. falciparum y P. vivax.

Estas muestras deben ser ingresadas a la plataforma SIVILAB, para envio y

codificacion de muestras a enviar.
12. CONTROL DE CALIDAD ANALITICO

Los procedimientos descritos en este manual se encuentran en la guia de aseguramiento
de los resultados del area de parasitologia en donde se describen los puntos para la
validacién y verificacion de cada resultado emitido por el area de parasitologia del
Laboratorio departamental de Salud publica de Santander.

Aplicar cada lineamiento definido en la guia, cumpliendo con las Buenas Practicas de
Laboratorio y personal calificado y capacitado en el area, lo cual garantiza que los ensayos
realizados en el area de parasitologia del Laboratorio Departamental de Salud Publica de

rendimiento acordes, a los esperados.
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13. ANALISIS Y EXPRESION DE RESULTADOS

El LDSP realiza la evaluacion técnica de la muestra, coloracion y reproducibilidad en el
resultado de diagnéstico, distribucién de la muestra, numero de frotis, contaminacion. Si no
se presentan casos durante el mes, informar en el formato establecido: cero casos.
Evaluacion de la Concordancia:

La concordancia en resultado: Se refiere a la evaluaciéon del resultado emitido en
cuanto al reconocimiento de laminas con el parasito.

La evaluacion de concordancia o Discordancia esta en funcién al puntaje obtenido

de las laminas evaluadas correctamente sobre el puntaje ideal:

% Concordancia = Puntaje obtenido x 100
Puntaje Ideal

Evaluacion de Oportunidad:

EvalGa el envio de las muestras para control de calidad los 10 primeros dias de
cada mes.

Se evalla asi:

Oportunidad dentro de los 10 primeros dias : 100 %

Después de los 10 primeros dias: 0 %

Evaluacion Calidad de la muestra:

En la  calidad técnica de la  gota gruesa se considera:
1. Espacio entre las dos muestras 0.5 cm

2. Tamafio: 1 cm. de diametro.

3. Calidad: 10 a 20 leucocitos por campo

Version Elaboracion Revisién Técnica Revisién de Calidad
0 Hermelinda Quiroga Lépez Diego Garcia Medina Alejandra Galvis Vargas




L stV . otV CcODIG MI-GS-MA-70
Sl Lo MANUAL DE CONTROL DE CALIDAD EN EL 2

ST DIAGNOSTICO DE MALARIA VERION , °
A , LABORATOR'O DEPARTAMENTAL DE FECHA DE APROBACION 02/06/2023
/"",/W/,W/) SALUD PUBLICA PAGINA 21 de 24

o

4. Deshemoglobinizado: El fondo de la lamina debe estar limpio de todo resto de
glébulos rojos, artefactos o resto de colorante.

5. Tonalidad: La tonalidad del parasité debe ser de un nucleo color rojo grosella, el
citoplasma azul cielo y el pigmento de tonalidad amarillo sin brillo. Los leucocitos
deben tener un citoplasma basofilo azul cielo, un nacleo azul purpuray los granulos
de color rojo o azul. Los monocitos deben tener citoplasma gris, el nacleo azul tenue.
Los neutréfilos con citoplasma rosado y nucleo purpura. Los eosindfilos con
citoplasma rosado, granulos, rojo salmén. Basdfilos citoplasma y nucleo color azul
con granulaciones burdas (grueso).

6. Precipitado: Ausencia de precipitado

7. Laminas que no estén partidas

8. Laminas que no estén coloreadas.

9. Muestras sin la documentacion requerida.
Se evalla de la siguiente forma:
Muestras Aceptadas: Numero de muestras que fueron evaluadas

Muestras No aceptadas: Numero de muestras que no fueron evaluadas

Calidad de la muestra: Numero de muestras evaluadas x 100

Total de muestras enviadas al LDSP

Evaluacion Calidad de la informacién:

Se evalla la concordancia de la informacion enviada sobre la informacion emitida
por el analista del area de parasitologia del LDSP, dando como resultados numero
de informes adecuados y no adecuados.

Informes adecuados

Informes no adecuados.
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indice Kappa

El indice kappa (k) se usa para evaluar la concordancia o reproducibilidad de

instrumentos de medida cuyo resultado es categorico (2 o0 mas categorias).

Formula: K: PO -Pe

PO: Proporcion de acuerdo observados

Pe:Proporcion de acuerdos esperados

1-Pe

Kappa Grado de acuerdo

< 0,00 Sin acuerdo
0,00-0,20 Insignificante
0,21-0,40 Mediano
0,41-0,60 Moderado
0,61-0,80 Sustancial
0,81-1,00 Casi perfecto

14. EMISION DEL INFORME DE RESULTADOS

Los laboratorios intermedios remiten su resultado de control de calidad, a sus
niveles locales, en forma mensual en el formato CONTROL DE CALIDAD MALARIA

MI-GS-RG-134. El &rea de parasitologia realiza el envio de los resultados de control

de calidad en este mismo formato, en el cual se informa el resultado, la especie

parasitaria, recuento parasitario, observaciones, oportunidad en el envio de las

muestras, muestras aceptadas, concordancia, indice kappa. ElI LDSP tiene un plazo

maximo de 30 dias la emision de resultados y envio de forma digital.
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15. EXAMENES COMPLEMENTARIOS

Diagnoéstico molecular

Se lleva a cabo mediante la técnica Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
usando como blanco de amplificacién el gen que codifica para la subunidad
ribosomal pequefia 18S del ARN ribosomal (ssrRNA 18s). La extraccion del ADN
del parésito se realiza a partir de una muestra de sangre impregnada en papel
filtro o sangre anticoagulada mediante kit comercial, siguiendo las instrucciones
del fabricante. Se usa una hoja de bisturi por cada muestra (papel de filtro) y
simultdneamente con la extraccion del ADN de las muestras, se procesara un
control de extraccion a partir de un circulo de papel filtro con sangre de un
individuo sin malaria.

Se realiza una primera reaccidon de PCR la cual se realiza con iniciadores
especificos para determinar género.

La segunda reaccibn de PCR o PCR anidada se realizara con iniciadores
especificos de especie, los cuales anillan dentro de la secuencia previamente

amplificada.

16. DOCUMENTOS DE REFERENCIA

1.Instituto Nacional de Salud. Guia para la vigilancia por laboratorio de parasitos

de genero Plasmodium spp, 2022

2. Instituto Nacional de Salud, Fondo Mundial, MCP. Manual para el diagndstico
de malaria no complicada en puestos de diagnéstico y tratamiento, 2015. ISBN:
978-958-13-0175.

17. ANEXOS
e MI-GS-RG-134
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