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Curso Conceptos basicos
de la estrategia de
eliminacion de la malaria

Médulo 3. Vigilancia parasitolégica por laboratorio

Resultado de aprendizaje:

Identificar los métodos diagndsticos de malaria, las caracteristicas morfolégicas y estadios
parasitarios manejando los lineamientos nacionales en lo concerniente al diagndstico de malaria
y a las actividades de la Red Nacional de Laboratorios

Unidad 3. Lineamientos Red Nacional de Laboratorios

Introduccion

Esta unidad tiene por objetivo manejar los conceptos generales sobre lineamientos nacionales
en lo concerniente al diagnodstico de malaria y a las actividades de la Red Nacional de
Laboratorios.

Lineamientos

El diagndstico de malaria se hace mediante visualizacion directa de la especie parasitaria
infectante presente en sangre (Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium
malariae, Plasmodium ovale, infeccién mixta) por medio de examen directo microscoépico de
gota gruesa y extendido de sangre periférica como método complementario, la deteccion de
antigenos parasitarios a través de las Pruebas de Diagndstico Rapido (PDR) (1) (2) y mediante
métodos parasitologicos directos que permiten la deteccién de acidos nucleicos del parasito
como la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

En este contexto se debe garantizar el acceso universal al diagndstico de malaria que,
acompafiado de un tratamiento oportuno, el reporte y analisis de los casos, asi como el
seguimiento microscopico al tercer dia luego de iniciado el tratamiento, posibilita la toma de
decisiones que impactan la morbilidad y la mortalidad de la enfermedad (3) (4).

La microscopia se constituye en el estandar de oro para el diagndstico de la malaria, teniendo
en cuenta que se debe contar con metodologia estandarizada de elaboracion y coloracion,
colorantes con caracteristicas técnicas y de calidad adecuados, personal bien entrenado y
Programas de Garantia de Calidad continuos, es una metodologia que tiene ventajas por ser
econdmica, sensible y especifica y que permite realizar actividades de control de calidad (5).
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Las PDR son dispositivos de facil uso e interpretacion sencilla que permiten ampliar la cobertura
del diagndstico de malaria en zonas rurales dispersas y en donde la poblacion que se encuentra
en riesgo de tener la enfermedad no tiene acceso al diagndstico ni a un tratamiento antimalarico
oportuno. Sin embargo, es importante tener presente que el diagndstico microscopico es la
prueba de referencia para el diagnéstico de malaria y debe ser el método por excelencia siempre
que existan las condiciones para su aplicacion (6).

A pesar de las numerosas ventajas de las 2 técnicas mencionadas previamente, éstas no logran
estimar acertadamente la prevalencia de las infecciones que cursan con parasitemias muy bajas
(<100 parasitos/ul) en escenarios de baja transmision. Asi, la necesidad de contar con métodos
de deteccion mas sensibles ha llevado a la utilizacion de herramientas diagndsticas basadas en
la amplificacion del acido nucleico (NAA por sus siglas en inglés), particularmente la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés). Este tipo de metodologia se viene
utilizando ampliamente en estudios epidemioldgicos o de investigacion y actualmente se
encuentran disponibles en el mercado varias pruebas con desempeno diagndstico superior a la
microscopia y las PDR (7).

Los recientes avances en el control de la malaria y el incremento en los fondos para combatir
esta enfermedad han llevado a considerar la eliminacién de la malaria como una meta
alcanzable para un considerable numero de regiones endémicas. El paso del control a
eliminacion prioriza las intervenciones dirigidas a erradicar las infecciones que contribuyen a la
transmision de la malaria, sin considerar el estatus sintomatico o la parasitemia. Colombia
participa en esta iniciativa y ya algunos municipios vienen preparandose para adoptar las
estrategias de eliminacion. Teniendo en cuenta que las pruebas moleculares tienen una mayor
sensibilidad y especificidad y que dentro de las estrategias de eliminacion la interrupcion de la
transmision es un factor preponderante, las herramientas de deteccion molecular deben ser
consideradas para el diagnéstico de casos con infeccidén sub-microscépica y asi contribuir al
avance del programa de eliminacion de la malaria.

Por otra parte, la eficacia del tratamiento antimalarico debe ser vigilada mediante seguimiento
microscopico al tercer dia luego de iniciado el tratamiento con gota gruesa, lo que permite
monitorear la completa eliminacion de formas parasitarias asexuales en el paciente con lo cual
se asegura la respuesta adecuada al tratamiento.

Considerando esta situacion y con el fin de unificar conceptos sobre estas metodologias de
diagnostico y seguimiento, el Laboratorio Nacional de Referencia (LNR) de la Direccién de
Redes en Salud Publica (DRSP) del INS elabora esta recomendacion técnica en el marco de
sus competencias.

Las actividades de la red de diagnéstico de malaria son:
Capacitaciones.
El entrenamiento en malaria incluye la capacitacion, reentrenamiento y las actualizaciones.

Estas actividades tienen como objetivo desarrollar y fortalecer las destrezas para diagnosticar
la malaria en los entrenamientos que realiza el laboratorio de referencia al interior de su red de
laboratorios. En el diagnéstico microscopico es de especial importancia la diferenciacion de
especies. Para lograr este propdsito, en los contenidos de las capacitaciones se deben incluir
temas como toma de muestra, requerimientos de un buen portaobjeto, preparacion de gota
gruesa y extendido, almacenamiento y transporte de laminas, formulacion de colorantes,
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estandarizacion de la coloracion, uso del microscopio, limpieza basica del microscopio, uso del
microscopio, reconocimiento de formas parasitarias y células sanguineas, con especial énfasis
en la diversidad morfolégica que puede tener una misma especie, claves morfoldgicas,
diagnostico de infecciones mixtas y la deteccion de bajas parasitemias, lo cual implica poder
contar en las capacitaciones con muestras de diferentes grados de complejidad.
Adicionalmente, se debe incluir el recuento parasitario y reconocimiento de otros
hemoparasitos.

Por otra parte, el entrenamiento del diagnéstico con PDR se hace especial énfasis en el montaje
adecuado de la muestra (cantidad de muestra de sangre), ejercicios de interpretacion y practica
en campo de busqueda activa en donde se realice el engranaje completo del diagnéstico,
tratamiento y notificacion para hacer la retroalimentacion de estos aspectos a los participantes.

Como temas comunes tanto en los puestos de microscopia como de PDR se debe capacitar en
informe de los resultados, tratamiento de malaria no complicada, recopilacion periodica de los
datos de muestras de sangre, bioseguridad, manejo de Kardex y actividades del ACDM.

Todo integrante de la red de diagnéstico de malaria debe ser capacitado una vez al afo.

El reentrenamiento es una actividad de mejora que se debe realizar cuando la asistencia técnica
no ha surgido efecto en cuanto a la mejora de los indicadores (7).

Programa de Evaluacién Externa del Desempeiio Directo (PEED)

El PEED para el diagndstico de parasitos del género Plasmodium spp, es un ensayo de aptitud
de comparacion interlaboratorio de tipo simultaneo, cualitativo/cuantitativo y continuo. EI PEED
corresponde a la evaluacion a partir de un panel de diez (8) laminas de gotas gruesas y
extendidos de 6ptima calidad de las especies presentes en la regidén con infecciones mixtas de
P. falciparum y P. vivax y de otros hemoparasitos denominadas “Laminas problema”,
homogéneas y estables, identificadas individualmente con codigos irrepetibles; se incluyen
laminas con diferentes grados de complejidad (densidad parasitaria, morfologia, artefactos) y
laminas negativas. Los parametros para determinar en los items de ensayo son: la positividad
o negatividad de las muestras, la especie o0 especies presentes en la muestra, la identificacion
morfologica de las formas sexuadas y asexuadas y la densidad parasitaria en los items de
ensayo positivos. Los paquetes son enviados por el Laboratorio Nacional de Referencia a los
LSP (sin costo) y privados participantes en forma anual, para que estos ultimos hagan la lectura
y posteriormente, poder evaluar su desempefio. Las laminas son revisadas por un experto antes
de su remision, de tal forma que la complejidad sea similar y que la evaluacién sea comparable
para todos los participantes (9).

La participacion en Programas de Evaluacion Externa del Desempefo es una funcién de los
LSP, Articulo 16, numeral 7 (Decreto 2323 de 2006); ademas su participacion contribuye en los
procesos de acreditacion, al fortalecer los esquemas de aseguramiento de la calidad y el
mejoramiento del desempefio analitico del laboratorio. Se evaltan los parametros de positividad
y negatividad, especie y recuento parasitarios.

Programa de Evaluacién Externa del Desempefio Indirecto (PEID)
La Evaluacion Externa Indirecta del desempeno es una actividad que contribuye a la calidad del

diagnostico en los Laboratorios de Salud Publica, razén por la que se constituye en un apoyo
en la vigilancia epidemiologica de malaria. Esta evaluacién aplica para los 33 Laboratorios
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Departamentales y el Laboratorio Distrital de Bogota, de acuerdo con la endemicidad de estos
eventos.

Los LSP deberan remitir al INS:

e Todas las laminas positivas para otras especies parasitarias (P. malariae, P. ovale y
P. knowlesi)

e Todas las laminas de infecciones mixtas

e Todas las laminas con recuento = 25.000 parasitos/uL

¢ Todas las laminas de pacientes que hayan fallecido con diagnéstico probable de malaria
(10).

Los municipios deberan remitir al LSP:

Seleccion aleatoria mensual de 10 laminas (cinco positivas y cinco negativas)
Los parametros valorados son:

Concordancia de resultados positivos y negativos (aceptable, mayor del 75 %)
indice kappa general y de especie (aceptable, mayor de 0,8)

Concordancia del recuento parasitario (aceptable, mayor del 75 %)

Error general que corresponde al porcentaje de errores técnicos.

Los resultados deben enviarse de manera oportuna de tal forma que permitan la implementacién
de acciones correctivas cuando sea necesario (11).

Supervision

La supervisién es una actividad de acompafamiento que permite evaluar y verificar el
cumplimiento de las condiciones minimas del puesto de diagndstico para la prestacion del
servicio; consiste en realizar visitas de rutina a los puestos de diagndstico y tratamiento de
malaria, las cuales estan orientadas por un formato y un instructivo estandarizado que vigila que
las actividades de diagndstico, tratamiento y notificacion de los casos de malaria se realicen de
acuerdo a los lineamientos nacionales. Estas visitas se realizan como minimo una vez al
semestre a todas las instituciones y puestos que realizan el diagnostico por microscopia y por
PDR.

En la visita es importante llevar el Instructivo para el diligenciamiento de la ficha de supervision
a puestos de microscopia y la lista de chequeo de la dotacion minima (7) .

Asistencia técnica

Actividad que permite transmitir informacion y conocimiento, asi como formar aptitudes y
desarrollar habilidades técnicas relacionadas con el diagnostico parasitario de malaria y su
calidad. La asistencia técnica puede realizarse de manera presencial o virtual.

Referencia y contra referencia

Actividad mediante la cual los laboratorios publicos y privados u otras instituciones remiten
muestras para la confirmaciéon diagnéstica de malaria al nivel jerarquico inmediatamente
superior para su revision y claridad en el diagnéstico. Para tal efecto, se deben enviar las
muestras con el resultado del laboratorio o puesto de diagndstico remitente (7).
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Lineamientos Nacionales para el diagnéstico microscépico de malaria:

e Confirmar la positividad o negatividad empleando la gota gruesa.

Negatividad: una ldmina es negativa cuando se evidencia la ausencia de parasitos
después al observar por lo menos 500 campos microscopicos con objetivo 100x.

e Si se confirma la positividad se debe confirmar especie parasitaria; descartando una

posible Infeccion mixta.

Si persisten dudas en la especie se debe usar el extendido de sangre periférica.

Recuento: La formula general es Numero de parasitos X 8000 /numero de Leucocitos

Consideraciones especiales:

Si al contar 200 leucocitos, se observan 10 o mas parasitos, aplicar la férmula con base

en 200 leucocitos.

e Si al contar 200 leucocitos, se observan 9 o menos parasitos, se continua el recuento
hasta llegar a 500 leucocitos y aplicar la férmula con base en los 500 leucocitos.

e Si se cuentan 500 parasitos sin llegar a contar los 200 leucocitos, el recuento se dara
por terminado al finalizar la lectura del ultimo campo.

Informe de resultados:

¢ Resultados negativos: “Gota gruesa negativa para hemoparasitos, No se observan
parasitos en la muestra examinada”

¢ Resultados positivos: “Gota gruesa positiva para la especie o especies de Plasmodium
sp. identificadas” En el caso de P. falciparum reportar la presencia de formas sexuadas.

e Si se diagnostica una infeccidon mixta reportar primero la especie predominante y el
recuento diferenciado por especie.

e Uso de pruebas rapidas
Como herramienta de diagndstico complementaria en brotes y epidemias.

e En centros de salud o instituciones de salud, por otro personal de salud y agentes
comunitarios, previamente capacitados, para ampliar cobertura y oportunidad en el
diagnostico.

e Enlaboratorios de salud publica (LSP) como complemento del diagndstico microscopico
y ante la duda de una de las especies de Plasmodium spp. observadas al microscopio.

e Enregiones con poblacién dispersa con problemas de malaria y en donde no se cuente
con el diagndstico microscopico, pero que cuente con las condiciones necesarias para
mantener las caracteristicas ambientales sugeridas por el fabricante de las pruebas
rapidas.

e Sistema de archivo de la documentacion asociada a los Programas de Evaluacion del
Desempeiio, tanto la que se genera desde el Laboratorio Nacional de Referencia hacia
el nivel departamental, como la que se genera del nivel departamental al municipal.

También de la informacion recibida por los niveles departamental y municipal producto de los
resultados obtenidos en el control de calidad, de tal manera que permita hacer seguimiento, a
través del tiempo, del desempeio y calidad del diagndstico, asi como generar estrategias de
mejora de acuerdo con los resultados obtenidos (11).
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