MANUAL OPERATIVO

PARA EL DIAGNOSTICO LABORATORIAL
DE PALUDISMO

2018







MANUAL OPERATIVO

PARA EL DIAGNOSTICO LABORATORIAL DE PALUDISMO

Ministerio de Salud y Desarrollo Social.
Secretaria de Gobierno de Salud
Secretaria de Promocion de la Salud, Prevencion y Control de Riesgos

Subsecretaria de Prevencion y Control de Enfermedades Comunicables
e Inmunoprevenibles

Administracion Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud
Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas

Departamento de Parasitologia

Buenos Aires - ARGENTINA
2018



AUTORES

Silvana Carnevale

Licenciada en Ciencias Bioldgicas por la Universidad de Buenos Aires.

Magister en Epidemiologia, Gestion y Politicas de Salud por la Universidad Nacional de Lanus.
Doctora de la Universidad de Buenos Aires, Area Ciencias Bioldgicas.

Profesional del Departamento de Parasitologia del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas de
la Administracion Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud “Dr. Carlos G. Malbran”.

Investigadora del Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas.
Buenos Aires, Argentina.

Jorge Néstor Velasquez

Médico por la Universidad de Buenos Aires.

Especialista en Infectologia por el Ministerio de Salud.

Especialista en Ciencias Microbioldgicas por el Ministerio de Salud.

Magister en Administracion Sanitaria por la Universidad Catélica de Salta.

Doctor en Medicina por la Universidad de Buenos Aires

Jefe de Unidad de Internacion del Hospital de Infecciosas “Dr. Francisco J. Mufiiz”.

Buenos Aires, Argentina.

COLABORADORES
Lic. Maria Laura Pantano

Profesional del Departamento de Parasitologia del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas de
la Administracion Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud “Dr. Carlos G. Malbran”.

Lic. Osvaldo German Astudillo

Profesional del Departamento de Parasitologia del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas de
la Administracion Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud “Dr. Carlos G. Malbran” y del Hospital
de Infecciosas “Dr. Francisco J. Mufiiz”.

Técn. Marta Graciela Cabrera

Supervisora técnica del Departamento de Parasitologia del Instituto Nacional de Enfermedades Infec-
ciosas de la Administracion Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud “Dr. Carlos G. Malbran”.

REVISORES

Equipo técnico de la Organizacion Panamericana de la Salud / Organizacion Mundial de la Salud



CONTENIDOS

INTRODUCCION
SECCION I: EL PALUDISMO

CAPITULO 1: ASPECTOS GENERALES DEL PALUDISMO
1.1. Taxonomia de Plasmodium
1.2. Ciclo bioldgico
1.3. Diagndstico laboratorial

SECCION Ii: LA MICROSCOPIA OPTICA

CAPITULO 2: PREPARACION DE MUESTRAS HEMATICAS
2.1. Normas basicas de bioseguridad
2.2. Limpieza y almacenaje de portaobjetos
2.3. Toma de muestras por puncion digital
CAPITULO 3: TINCION DE MUESTRAS HEMATICAS
3.1. Normas basicas de bioseguridad
3.2.Tincion de Giemsa
CAPITULO 4: OBSERVACION MICROSCOPICA
4.1. Normas bdsicas de seguridad
4.2. Uso y mantenimiento del microscopio
4.3. Observacion de muestras
4.4, Los componentes de la sangre

CAPITULO 5: CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE PLASMODIUM

5.1. Reconocimiento del parasito

5.2. Aspectos morfoldgicos segun especies de Plasmodium

5.3. Diagndstico diferencial
CAPITULO 6: DENSIDAD PARASITARIA
6.1. Fundamentos
6.2. Recuento de parasitos
CAPITULO 7: REGISTRO E INFORME DE RESULTADOS
7.1. Mantenimiento de registros
7.2. Reporte de resultados
7.3. Seguimiento de pacientes con paludismo



SECCION IlI: TESTS DE DIAGNOSTICO RAPIDO (TDR) 71

CAPITULO 8: ASPECTOS GENERALES DE LOS TDR 73
8.1. Fundamentos de utilizacion 73

8.2. Mecanismo de accion de los TDR 75

8.3. Formato de los TDR 77
CAPITULO 9: SELECCION DE LOS TDR 81
9.1. Eleccion del TDR 81

9.2. Utilidad en Argentina 82
SECCION IV: TECNICAS MOLECULARES 85
CAPITULO 10: FUNDAMENTOS DE LA TECNICA DE PCR 87
10.1. La reaccion de PCR 87

10.2. Componentes y optimizacion de la PCR 90

10.3. Contaminacion en la PCR 93

10.4. Variaciones de la PCR 96
CAPITULO 11: IMPLEMENTACION DE LAS TECNICAS MOLECULARES 101
11.1. Aplicaciones de las técnicas moleculares 101

11.2. Bioseguridad en biologia molecular 102
CAPITULO 12: TOMA DE MUESTRAS PARA PCR 107
12.1. TOMA DE MUESTRAS en papel de filtro 107

12.2. Toma de muestras por venopunctura 110
CAPITULO 13: EXTRACCION DE ADN n3
13.1. Extraccion a partir de muestras en papel de filtro 113

13.2. Extraccion a partir de sangre 118
CAPITULO 14: PROTOCOLOS DE AMPLIFICACION 127
14.1. PCR para diagndstico de Plasmodium vivax 127

14.2. PCR anidada para diagndéstico de P. falciparum, P. vivax, P.

malariae y P. ovale

14.3. PCR anidada para diagndstico de P. knowlesi 137
14.4. PCR en tiempo real para diagnostico de P. falciparum, P.

131

: . 143

vivax, P. malariae y P. ovale
CAPITULO 15: ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA 149
15.1. Fundamentos 149
15.2. Condiciones de seguridad 150

15.3. Protocolo de trabajo 151



SECCION V: ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD EN EL DIAGNOSTICO 159
CAPITULO 16: SISTEMA NACIONAL DE LABORATORIOS DE REFERENCIA

Y REDES DE LABORATORIO (SNLRR) 161
16.1. Funcionamiento del Sistema 161
16.2. Funciones especificas segun niveles 164

CAPITULO 17: CONTROL DE CALIDAD EN EL DIAGNOSTICO

MICROSCOPICO DE PALUDISMO 167
17.1. Revisién de Idminas diagnosticadas 167
17.2. Evaluacion externa del desempefio 171
17.3. Capacitacion 178
17.4. Supervision 178
17.5. Responsabilidades en el aseguramiento de la calidad 180

SECCION VI: BIBLIOGRAFIA Y ANEXOS 181

CAPITULO 18: DOCUMENTACION DE REFERENCIA 183

CAPITULO 19: ANEXOS 185
19.1. Graficos auxiliares de OMS para diagnostico de paludismo 185
19.2. Graficos auxiliares de CDC para diagndstico de paludismo 193
19.3. Laminas fotograficas auxiliares de CDC para diagnéstico 202
de paludismo

19.4. Laminas fotograficas auxiliares para diagnostico de diferencial 219



4
_ MANUAL DE DIAGNOSTICO LABORATORIAL



INTRODUCCION

El paludismo o malaria es la enfermedad parasitaria tropical mas importante, que causa
la muerte de mas personas que cualquier otra enfermedad notificable con excepcién de la
tuberculosis. Se calcula que para el afio 2015 se presentaron 212 millones de nuevos casos de
paludismo en el mundo y 429 000 muertes por paludismo. En el afio 2016, el paludismo se
considerd endémico en 91 paises y territorios, frente a 108 paises en el 2000.

a©

I Paises endémicos de paludismo, 2016 B Faises endemicos de paludisma en 2000, ne endemicos en 2016
| Paises no endémicos de paludismo, 2000 B No aplica

Fuente: Base de dotos de fa OMS.

Paises endémicos de paludismo en 2000 y 2016 (Fuente: OMS, 2016).

El paludismo es una enfermedad curable si es diagnosticada rapidamente y tratada ade-
cuadamente. Es producida por protozoarios coccidios del género Plasmodium. La cuatro es-
pecies mas comunes que infectan al hombre son: Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum,
Plasmodium ovale y Plasmodium malariae, de las cuales, las dos primeras, representan el 95%
de las infecciones. También se han descripto infecciones humanas por Plasmodium knowlesi.

Su transmision natural es mediante la picadura del mosquito Anopheles hembra. Ade-
mas esta enfermedad parasitaria puede presentar transmision congénita o transfusional.

La situacion epidemioldgica actual permite que Argentina se encuentre en proceso de
certificacion como pais libre de paludismo, con actividades destinadas a la prevencion de la
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reintroduccion y restablecimiento del mismo. La distribucion del vector y la presencia de casos
importados por personas que residen o que viajaron a paises endémicos, representan un riesgo
para la reintroduccién de esta enfermedad, para lo cual se necesita un sistema de vigilancia
constante, donde la clave es el diagndstico certero y precoz, para la posterior administracion
de un tratamiento eficaz, oportuno y que permita la implementacion de las medidas de control
que se consideren necesarias.

La microscopia 6ptica o los Tests de Diagndstico Rapido (TDR), ambos bajo estandares
de aseguramiento de la calidad, son los dos métodos utilizados rutinariamente para el diagnds-
tico parasitologico del paludismo. La miscroscopia 6ptica sigue siendo la prueba de oro para el
diagnastico parasitologico del paludismo.

La observacion cuidadosa por un microscopista experto, asi como preparaciones he-
maticas bien realizadas y coloreadas contindan siendo el método de referencia para la detec-
cion e identificacion de plasmodios. Este método es sensible, informativo en cuanto a especie
y estadios circulantes, cuantificable, puede ser acoplado a distintos programas de control de
enfermedades y provee un registro permanente de hallazgos diagndsticos, que pueden ser
sujetos a control de calidad. El buen diagndstico depende directamente de la calidad de la
muestra obtenida, su procesamiento y su observacion microscépica, asi como de la capacidad
del microscopista, por lo tanto se debe contar con un personal entrenado, constantemente
capacitado y monitoreado, con un sistema que asegure la calidad del diagndstico siendo nece-
sario estandarizar los procedimientos y sistematizar los mecanismos de supervision y control
de calidad.

El propdsito de este Manual Operativo es contribuir a que el personal que trabaja en Sa-
lud Publica, cuente con una herramienta que sirva para fortalecer el diagnostico de paludismo
en todo el pais, a fin de uniformar y optimizar el trabajo realizado en todos los laboratorios
del pais, teniendo un instrumento en donde se indican los procedimientos normativos para la
obtencion de un diagndstico de calidad de forma oportuna lo que contribuird con la prevencion
de la reintroduccion y el restablecimiento de la enfermedad en el pais.

El presente manual es de aplicacion al diagndstico referencial y asistencial de paludismo
en todos los establecimientos de salud de Argentina.
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SECCION |
EL PALUDISMO






CAPITULO1
ASPECTOS GENERALES DEL PALUDISMO

Los parasitos del paludismo son protozoos (del griego protos=primero; zoon=un animal vi-
viente) correspondientes a organismos unicelulares. Los esporozoos (del griego sporos=una
semilla; zoon=animal viviente), son protozoos que forman esporos después de la union de las
células sexualmente diferenciadas. La clase Sporozoea, a la cual pertenecen los parasitos de
la malaria, estd dividida en varios ordenes, clasificados a su vez en sub-ordenes, uno de los
cuales es el sub-orden Haemosporidiidae. Los Haemosporidiidae son parasitos que pasan una
parte de su ciclo bioldgico en las células sanguineas. En el género Plasmodium, perteneciente
al sub-orden Haemosporidiidae, la multiplicacion asexual 0 esquizogonia toma lugar en los glé-
bulos rojos del hospedador (algunas especies pueden multiplicarse en células de otros tejidos).

Incluidas en el género Plasmodium hay mas de 100 especies, que infectan al hombre y otros
mamiferos, aves y reptiles. Las cinco especies que infectan al hombre son: Plasmodium vivax,
Plasmodium falciparum, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae y Plasmodium knowlesi.

La posicion taxondmica de los parasitos del paludismo es:
Subreino Protozoa
Phylum Apicomplexa
Clase Sporozoea
Subclase Coccidia
Orden Eucoccidiida
Suborden Haemosporidiidea
Familia Plasmodiidae

Género Plasmodium
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El ciclo evolutivo de las especies de plasmodios que infectan al hombre es similar. Com-
porta dos hospederos:

- los mosquitos del género Anopheles, en los cuales los parasitos efecttan el ciclo sexuado o
esporogonia (del griego sporos=una semilla; genesis=produccion)

- elhospedador vertebrado (humano), en donde se efectta la multiplicacién asexuada o esqui-
zogonia (del griego schizein=fragmentar; genesis=produccion), con dos fases: la primera que
ocurre en los hepatocitos (exoeritrocitica) y la segunda en los eritrocitos (eritrocitica).

Ciclo biolégico de los parasitos del paludismo humano. Ciclo en el humano (1 a 10) y en el mosquito (9 a 17). Los estadios
exoeritrociticos son Ta 3 (en P vivax y P ovale un estadio quiescente de hipnozoitos puede persistir en el higado

causando recaidas), los estadios eritrociticos son 4 a 8, y las formas sexuales (también circulantes en sangre) son 9 y 10.
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1. Invasion del esporozoito en el hepatocito humano

2. Esquizonte exoeritrocitico

3. Ruptura del hepatocito liberando los merozoitos

4. Invasion del eritrocito humano por merozoito

5. Trofozoito (forma de anillo)

6. Trofozoito maduro

7. Esquizonte

8. Ruptura del eritrocito liberando los merozoitos

9. Microgametocito masculino

10. Macrogametocito femenino

1. Exflagelacién del microgametocito

12.  Macrogameto y microgameto

13. Fertilizacion y formacion del zigoto

14. Ooquineto e invasion en el epitelio del intestino medio del mosquito
15. Formacion de ooquiste y esporozoito en el epitelio del intestino medio del mosquito

16. Ruptura del ooquiste y liberacion de los esporozoitos

17.  Migracion de esporozoitos a las glandulas salivales del mosquito y luego, a través de la probdscide
en la proxima victima




1.2.1. Desarrollo en el mosquito

Cuando los gametocitos se ingieren durante la alimentacion del mosquito hembra con sangre
humana, ellos maduran a gametos en el intestino del vector. El microgameto masculino sufre
una divisién nuclear por un proceso denominado exflagelacion, en el cual el microgameto deja
el eritrocito, se transforma en movil y penetra el macrogameto femenino. Se desarrolla asi el
estadio fertilizado llamado zigoto, el cual se elonga, se hace mévil y se diferencia a ooquineto.

El ooquineto secreta una fina pared y se desarrolla a ooquiste, el cual se dirige hacia el hemoce-
le del mosquito. En pocos dias a 2 semanas, el ooquiste madura con la formacién de esporozoi-
tos. Cuando el ooquiste se rompe, los esporozoitos son liberados en el hemocele, se dispersan
en el cuerpo y algunos se dirigen a las glandulas salivales. Cuando el mosquito se alimenta
nuevamente, l0s esporozoitos son inyectados con la saliva en el hospedador.

1.2.2. Desarrollo en el hospedador vertebrado (humano)

Cuando el vector se alimenta, los esporozoitos contenidos en las glandulas salivales del mos-
quito son descargados en el sitio de la picadura. Luego estos estadios infectivos son llevados
por via sanguinea hasta el higado, donde penetran las células del parénquima y comienzan a
crecer, iniciando el ciclo preeritrocitico o exoeritrocitico.

Los esporozoitos toman forma redondeada u ovalada y comienzan a dividirse repetidamente.
En unos pocos dias desarrollan a un esquizonte mds grande que la célula original, la cual estalla
y libera miles de merozoitos exoeritrociticos. Una vez que estos merozoitos dejan el higado,
invaden los glébulos rojos iniciando el ciclo eritrocitico.

Se ha reportado para Plasmodium vivax y Plasmodium ovale, que una esquizogonia secundaria
puede ocurrir a partir de organismos quiescentes en el higado hasta un tiempo posterior. Estos
estadios latentes han sido denominados hipnozoitos.
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Desarrollo eritrocitico

Esta fase se inicia cuando miles de merozoitos invasivos son liberados de esquizontes maduros
que infectan los hepatocitos. Estos merozoitos invaden los eritrocitos y desarrollan a trofozoi-
tos. Estos trofozoitos jovenes son vacuolados, con forma de anillo, mas 0 menos ameboides.
Una porfirina férrica y la hematina, generada por el metabolismo de la hemoglobina, se com-
binan para formar el pigmento maldrico. El nicleo comienza a dividirse, dando origen al esqui-
zonte joven. El esquizonte maduro contiene nuevos merozoitos que, por ruptura del esquizonte
son liberados a la circulacion y pueden invadir nuevos eritrocitos, a partir de lo cual se inicia una
nueva esquizogonia eritrocitica. Después de varias generaciones eritrociticas, algunos merozoi-
tos que entran en el gldbulo rojo se diferencian a los estadios sexuales de gametocito femenino

y masculino.
Hipnozofiosdz P, vivar y P ovale | Eumieocsnes |
etlos ethsinshepilicns A
iy & S
i '{,;‘{__ ~ ; e
U .
Ruptura del conulete ) - | R 4
sl Sy A b}
Hharande ot Esparaaaites S, T f\___ At \-::\ ~
! enel lorments sangul
wﬂl Iﬂ?ﬂﬂ Jr e b mosQuiios eﬂ_“

Anopheles spp. § Humano

Ciclo bioldgico completo de los pardsitos del paludismo humano.




Fase exoeritrocitica

6-8 dias
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Ciclo biolégico de Plasmodium vivax en el hombre (con el permiso de Jorge N. Veldsquez, autor).

P Fase exoeritrocitica
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Ciclo bioldgico de Plasmodium falciparum en el hombre (con el permiso de Jorge N. Velasquez, autor).
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Fase exoeritrocitica
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Ciclo bioldgico de Plasmodium ovale en el hombre (con el permiso de Jorge N. Veldsquez, autor).

Fase exoeritrocitica
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Ciclo bioldgico de Plasmodium malariae en el hombre (con el permiso de Jorge N. Veldsquez, autor).
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Fase exoeritrocitica

P 12 dias
L
A
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]
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E
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24 horas

Ciclo biolégico de Plasmodium knowlesi en el hombre (con el permiso de Jorge N. Veldsquez, autor).

El diagnostico confiable y temprano del paludismo es indispensable para el correcto manejo cli-
nico del paciente y la administracion de un tratamiento eficaz y oportuno. La técnica de rutina
disponible para el diagndstico de esta patologia es el examen microscdpico de la gota gruesay el
extendido hemdtico bajo estandares de aseguramiento de la calidad del diagndstico.

LA MICROSCOPIA OPTICA DE GOTA GRUESA Y EXTENDIDO HEMATICO SERA LA TECNICA

UTILIZADA PARA EL DIAGNOSTICO ASISTENCIAL Y REFERENCIAL DE PALUDISMO EN ARGENTINA

Existen otras técnicas de diagndstico como las pruebas de diagndstico rapido, capaces de otor-
gar un resultado al poco tiempo de haberse realizado la toma de muestra, las técnicas inmuno-
|6gicas y de biologia molecular, pero estas no son utilizadas de forma rutinaria ni se encuentran
disponibles en todos los laboratorios.

1.3.1. Gota gruesa y extendido hematico

El estudio clasico consiste en coleccién de sangre por puncion digital, preparacion de gota
gruesa y extendido hemadtico, coloracion de los preparados sanguineos con Giemsa, examen
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microscopico a 1000x (la observacion se realiza a través de un microscopio binocular con un
objetivo de 100x y ocular de 10x). Esta técnica puede ser realizada también a partir de sangre
obtenida por venopunctura.

Permite conocer la especie de Plasmodium infectante, los estadios y la densidad parasitaria,
con una alta sensibilidad (4 a 20 parasitos por microlitro en gota gruesa) y especificidad (en
extendido hemdtico). El diagndstico se realiza en general en la gota gruesa y se utiliza el exten-
dido hematico en caso que sea dificil la diferenciacion de la especie.

1.3.2. Tests de diagndstico rapido (TDR)

Estos tests se basan en la deteccion de antigenos derivados de los parasitos paltdicos en san-
gre lisada, utilizando métodos inmunocromatograficos. La mayoria emplea tiras que contienen
anticuerpos monoclonales anti-antigenos parasitarios blanco. Los antigenos blanco en los tests
de diagnostico rapido disponibles actualmente son proteina rica en histidina [l (HRP-II), produ-
cida por trofozoitos y los gametocitos jévenes de Plasmodium falciparum; lactato dehidrogena-
sa parasitaria (pLDH), producida por los estadios sexuales y asexuales del parasito y aldolasa.

Los principales usos de los TDR son:
- Diagnostico por parte de los agentes de salud distantes de buenos servicios de microscopia.

- Diagnostico remoto en personal laboral organizado en zonas donde el paludismo es endé-
mico. Investigacion de brotes y encuestas de prevalencia de paludismo.

- Diagnéstico realizado por los propios individuos o grupos adiestrados.

- Diagnostico “fuera de horario” en laboratorios hospitalarios o consultorios.

1.3.3. Técnicas inmunologicas

Existen métodos inmunoldgicos para el diagndstico de paludismo, como inmunofluorescencia,
radioinmunoensayo, hemaglutinacion y ELISA, pero éstas no reemplazan a la microscopia y no
se utilizan de forma rutinaria, sino principalmente para estudios epidemioldgicos de investiga-
cion.

Pueden detectar cantidades
muy bajas de células parasitadas. Se emplean para estudios de campo tanto epidemioldgicos
como de ensayo de vacunas.
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Es el ensayo que se utilizd originalmente para detec-
tar anticuerpos contra plasmodios y se considera como de referencia en el serodiagndstico
y la seroepidemiologia de la malaria. Se ha establecido una guia para el uso de este método
como herramienta de diagndstico: 1) un paciente febril con sospecha de malaria y repetidas
examinaciones microscopicas negativas, 2) muestras de un dador de transfusion sanguinea
que precedié a malaria en el receptor 3) si los ensayos van a ser utilizados para investigacion o
estandarizacion de sueros controles para protocolos de IFA.

1.3.4. Técnicas de amplificacion del acido nucleico

Las técnicas de amplificacion del acido nucleico, que son varios drdenes de magnitud mas sensi-
bles que la microscopia y lo TDR, se utilizan cada vez mas en estudios epidemioldgicos, investiga-
ciones del origen de infecciones y estudios especificos como el analisis de parasitemia en ensayos
controlados de infeccion de malaria en humanos, ensayos de eficacia de medicamentos e inves-
tigacion de resistencia a farmacos. También se estan utilizando para evaluar nuevas estrategias e
intervenciones para reducir la transmision, tales como la administracion masiva de medicamen-
tos, la deteccion y tratamiento masivos, y la deteccion y tratamiento focales.

18
_ MANUAL DE DIAGNOSTICO LABORATORIAL



SECCION II

LA MICROSCOPIA OPTICA






CAPITULO 2
PREPARACION DE MUESTRAS HEMATICAS

Las buenas practicas de bioseguridad deben ser implementadas durante todos los procedi-
mientos realizados, y son fundamentales en la prevencion de exposicion a microorganismos
infectocontagiosos. Todas las muestras deberan ser tratadas como altamente infecciosas. El
principal riesgo al manipular las muestras es la contaminacion de las manos y de las mucosas
de los 0jos, la nariz y la boca. La contaminacion puede ser producida por lesiones penetrantes
causadas por objetos cortantes o punzantes y por derrames o salpicaduras de la muestra.

Las recomendaciones basicas son:

1. Todo el personal debe estar capacitado en relacion con las tareas que desempefa y guiar-
se por procedimientos operativos estandar consignados por escrito.

2. Se debe utilizarse ropa de proteccion (guardapolvos 0 ambos).
3. Sedebe utilizar guantes descartables al manipular muestras.

4. No se debe tocar los 0jos, la nariz u otras mucosas expuestas, ni la piel con las manos
enguantadas.

5. Sedebe lavar las manos con agua y jabon inmediatamente después de cualquier contami-
nacion y una vez finalizado el trabajo, haya o no utilizado guantes.

6. Debe comunicarse de inmediato al superior todo derrame, accidente y contacto manifies-
to 0 probable con muestras infecciosas.

7. No se debe comer, beber ni fumar en los laboratorios.

8. 10. Cada laboratorio debe contar con un botiquin con insumos basicos para primeros au-
xilios.

9. 11 Las lancetas o jeringas usadas se deben colocar en un recipiente para elementos cor-
topuzantes
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10. 12. Se deben desinfectar las superficies de trabajo al concluir las operaciones y al final del
dia. Se

1. recomienda una solucion de lavandina al 10%, la cual debe estar protegida de la luz y el
calor.

Se tendran en cuenta las condiciones de bioseguridad descriptas en los Manual de Biosegu-
ridad del CDC y OMS (Bioseguridad en laboratorios de microbiologia y biomedicina CDC; y
Bioseguridad en los laboratorios Organizacion Mundial de la Salud-3° ed).

2.2.1. Propasito

Detallar el procedimiento para seleccionar, limpiar y almacenar correctamente portaobjetos
destinados a la preparacion de gota gruesa y extendido hematico para el diagndstico micros-
copico del paludismo.

2.2.2. Introduccion

Los portaobjetos de vidrio utilizados en microscopia generalmente se suministran en cajas de
50 0 72 y se identifican como “lavado” o “prelavado”, lo cual no significa que puedan usarse
directamente desde la caja. Los portaobjetos aunque estén nuevos siempre presentan grasa
adherida al cristal, la cual es removida con ligeros movimientos con una esponja impregnada
de jabdn pH neutro y enjuagues.

Es importante asegurarse de que los portaobjetos que se utilizardn estén limpios y libres de
arafiazos. Portaobjetos sucios y rayados pueden dar como resultado preparados sanguineos
mal realizados, que pueden comprometer la calidad y la integridad del diagndstico.
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2.2.3. Materiales

e  FEtanol:acetona 70:30

e  Jabon de Bernard

e  Portaobjetos

e  Recipiente resistente al calor

e  Recipiente de vidrio con tapa

e Probeta

e  Esponja suave

e  Pafos que no dejen pelusas (de los utilizados para secar la vajilla o la cristaleria)
e (Canilla con fuente de agua limpia.

e FEtiquetas

e  Marcador indeleble

2.2.4. Procedimiento

1. Colocar todos los portaobjetos (usados o nuevos, por separado) en un recipiente resisten-
te al calor

2. Preparar 200 ml de solucién jabonosa de Bernard al 1% en agua caliente a 50-60°C y
agregarla a los portaobjetos.

3. Hervir aproximadamente 10 minutos y dejar enfriar.

4.  Frotar ambos lados del portaobjetos con la esponja, sujetandolo entre el dedo pulgar y el
indice.

5. Enjuagar para retirar el jabon y dejar en agua corriente.
6. Enjuagar los portaobjetos uno por uno en agua limpia para eliminar el detergente.
7. Eliminar el exceso de agua de los portaobjetos.

8. Colocar los portaobjetos en el recipiente con etanol:acetona y tapar. Mantenerlo alejado
de la luz solar directa.
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9. Para utilizar, secar con un pafio limpio que no deje pelusas. Sostener el portaobjetos siem-
pre por los bordes.

10. Colocar los portaobjetos limpios en la caja para portaobjetos rotulada. Estan listos para
ser utilizados.

2.2.5. Interferencias

Los portaobjetos que tengan ligeros rayones no se consideran aptos para las preparacio-
nes sanguineas ya que esto disminuye la calidad de la lamina.

Sino se evita guardarlos en un medio seco, existe la posibilidad de que haya crecimiento
de hongos.

2.3.1. Proposito

Describir los pasos a seguir para la toma de muestras de sangre por puncion digital para
el diagnostico microscdpico de paludismo.

2.3.2. Introduccion
Las muestras a obtener son las siguientes:

consiste en una capa simple de glébulos rojos. Revela detalles del
glébulo rojo parasitado y permite la identificacion de especie.

se efectla con un gran ndmero de gldbulos rojos deshemoglobinizados.
Todos los pardsitos presentes son concentrados en un area mas pequefia que en el ex-
tendido hematico, son observados mas rapidamente por microscopia y permite el diag-
nostico con bajos niveles de parasitemia.
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Gota gruesa Extendido hematico

2.3.3. Materiales

e Portaobjetos limpios (preferiblemente con borde esmerilado para recoger los datos de
identificacion del paciente)

Lancetas estériles

e  Alcohol

e Algodon

o (aja para secado y almacenamiento de muestras
e  Planilla de registro

e |apizdecera

e Lapiz
e Boligrafo
e  Guantes

e  Descartador de elementos cortopunzantes

Nota: Los portaobjetos deberan ser nuevos o usados, previamente lavados con agua jabonosa,
enjuagados con agua corriente, secados y almacenados libres de polvo. No deberan utilizarse
vidrios rayados o con roturas. Los portaobjetos limpios deberan ser manipulados por los bordes
para evitar marcas o grasitud sobre la superficie. Ver instrucciones del item 2.2.

2.3.4. Procedimiento
Durante la toma de muestras el operador debera utilizar guantes. El extendido hemdtico y la

gota gruesa podrdn ser tomados en un solo portaobjetos, dividido con un trazo de 1apiz de cera.
Para la obtencion de la muestra se realizara el siguiente protocolo:
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1. Sostener la mano izquierda del paciente con la palma hacia
arriba y seleccionar el dedo anular.

2. Limpiar firmemente el dedo con algodén embebido en alcohol,
para remover suciedad o grasitud de la yema del dedo. Secar
con un algodon limpio fuertemente para estimular la circula-
cion sanguinea.

3. Punzar la cara lateral del dedo con una lanceta estéril. Aplicar una
presion suave para que salga la primer gota, descartarla en un al-
goddn y asegurarse que no quede resto de algoddn en el dedo.

4.  Colectar la sangre rapidamente manipulando un portaobjetos
limpio por los bordes.

5. Aplicar presion suave sobre el dedo y colectar una pequefia
gota en el medio del vidrio (para el extendido).

6. Aplicar mds presion y colectar 2 o 3 gotas mayores sobre el
vidrio a 1cm de la colectada para el extendido

7. Limpiar la sangre remanente en el dedo con un algoddn

8. Para el extendido hemdtico: usando un segundo portaobjetos
como “extensor” y con el vidrio con la gotas de sangre apoya-
do en una superficie plana y firme, tocar la gota pequefa con
el extensor permitiendo que la sangre corra por su borde. Fir-
memente deslizar el extensor a lo largo del portaobjetos, man- w "_:_,_: / 2
teniendo el extensor en angulo de 45°. Asegurarse de que el o i
extensor esté continuamente en contacto con el portaobjetos i
durante todo el tiempo en que la sangre estd siendo extendida.

9. Paralagota gruesa: usando la esquina del extensor, rapidamen-
te juntar las gotas de sangre y extenderlas para realizar la gota
gruesa. La sangre no debe ser mezclada excesivamente pero
debe ser extendida con 3 a 6 movimientos circulares o rectan-
gulares. La gota gruesa debe ser de aproximadamente 1cm de
didmetro.
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10. Rotular el portaobjetos con el nombre o nimero de paciente
y la fecha.

1. Permitir el secado sobre una superficie plana, protegido de in-
sectos polvo y calor extremo.

12.  Realizar por 1o menos 3 portaobjetos por paciente.

13, Dividir el extendido hematico y la gota gruesa tomados en un
solo portaobjetos con un trazo de 1dpiz de cera.

14. Utilizar el patron para la preparacion de la Idmina:

i BN

Patrdn a utilizar para la preparacion de las laminas

2.3.5. Comentarios

Existen fallas comunes cuando se efecttan preparados hematicos:

- demasiada sangre: en gota gruesa habra muchos glébulos blancos por campo y pueden
esconder los parasitos; en extendido hematico se superponen los gldbulos rojos y no se
podrd observar.

- poca sangre; la muestra sera escasa para examinar.

- portaobjeto engrasado: el extendido puede estar distribuido no uniformemente y la gota
gruesa pude desprenderse.

- Extensor roto en el borde: extendido hematico no uniforme y a rayas.
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B | | |

EXTENSION CORTA Y GRUESA EXTENSION LARGA ¥ MUY FINA EXTENSION CON ZONAS SIN SANGRE
| | ‘
- l E :
EXTENSION CON ESTRIAS TRANSVERSALES EXTENSION CON ESTRIAS LONGITUDINALES EXTERSION CON EXTREMO FINAL MUY DESFLECADO

Defectos en preparaciones hematicas
Especificaciones de desempeiio del procedimiento:

Limite de deteccidn: el umbral tedrico de deteccién en gota gruesa es de cuatro parasitos/ul
de sangre (100 campos/objetivo de inmersion es equivalente aproximadamente a 0.25 pl de
sangre).

Sensibilidad: la gota gruesa tiene una alta sensibilidad por la que es considerada estandar de
oro para el diagnostico de la malaria.

Especificidad: el extendido hematico es especifico debido a que es tres veces menos concen-
trado que la gota gruesa.
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CAPITULO 3
TINCION DE MUESTRAS HEMATICAS

Se debe realizar la coloracion de las ldminas en un drea ventilada.

Deben practicarse precauciones universales, incluido el uso de equipo de proteccion personal
relevante, como guantes, anteojos de seguridad y un guardapolvo.

El metanol (alcohol metilico) es inflamable y altamente téxico si se inhala o se ingiere; puede
causar ceguera e incluso la muerte si se ingiere en cualquier cantidad. Se debe evitar el contac-
to y la inhalacion.

3.2.1. Propasito

Describir el procedimiento apropiado para la coloraciéon con Giemsa de preparados hematicos
para diagnostico de paludismo.

3.2.2. Introduccion

Para la identificacion de los parasitos es necesario colorear las muestras. La coloracion de Giem-
sa es la mas comun. En ella, el fijador y el colorante estan separados.

Una Idmina de sangre adecuadamente tefiida es fundamental para el diagndstico del paludis-
mo, especialmente para la identificacion de especie. El uso de la tincion de Giemsa es el proce-
dimiento recomendado y mas confiable para tefiir gota gruesa y extendido hematico.

Es una coloracion tipo Romanowsky con base de alcohol, formado por una combinacién de
colorantes bdsico, azul de metileno y sus derivados oxidados, y el colorante acido eosina. El
colorante se encuentra disponible de forma comercial (o puede ser preparado a partir de sus
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componentes individuales en el nivel jurisdiccional y distribuido a través de la red de labora-
torios.)

Los colorantes basicos se unen a los componentes acidos de las células: acidos nucleicos, gra-
nulos en basdfilos y proteinas acidas, que se tifien de un color rojo purpura, de intensidad varia-
ble. El colorante acido, la eosina, se une a la hemoglobina, a Ios componentes basicos celulares
y los granulos de los eosindfilos.

La gota gruesa y el extendido hematico se tifien simultdneamente, con la diferencia que el
extendido requiere una fijacion previa con metanol y la gota gruesa no, lo cual permite la des-
hemoglobinizacion de los gldbulos rojos durante la tincion con Giemsa. La deshemoglobiniza-
cion de la gota gruesa consiste en la ruptura del gldbulo rojo y la disolucion de su contenido,
permitiendo una mejor visualizacién de las muestras, eliminando la capa de gldbulos rojos, y
dejando a los parasitos de forma libre, en un fondo claro.

El pH ideal para permitir la identificacion adecuada de las especies es 7.2.

3.2.3. Materiales

Jarra de Coplin

e  Solucién de Giemsa 20%

e  Metanol

e Agua corriente

e Probeta
e Pipeta
e Reloj

e Gradilla de secado

e  Guantes
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3.2.4. Preparacion de soluciones

Solucién stock de Giemsa 20ml

Agua corriente 80 ml

Filtrar con papel Whatman #1y usar inmediatamente.

3.2.5. Procedimiento

1. Fijar los extendidos hematicos colocandolos en una jarra para portaobjetos conteniendo
metanol (sélo hasta la altura del extendido). Evitar que el metanol o sus vapores entren en
contacto con la gota gruesa (ésta no se fija). Fijar durante 1 minuto.

Nota: Si se prolonga demasiado el tiempo de fijacion puede resultar dificil observar las
granulaciones de Schiffner y Maurer. La gota gruesa no debe fijarse para permitir la des-
hemoglobinizacion.

2. Colocar la solucién de Giemsa 20% en la jarra de coloracidn hasta que los portaobjetos se
encuentren totalmente cubiertos.

3. Dejar en coloracion durante 20 minutos (este tiempo deberd ser controlado con cada lote
de solucion stock de Giemsa).

4. Lavar con agua corriente.

5. Secar al aire en una gradilla de secado de portaobjetos.

3.2.6. Comentarios
- Los preparados sanguineos deben estar completamente secos antes de tefirse.

- Los preparados sanguineos deben ser coloreados lo mas pronto posible, ya que periodos
prolongados de almacenamiento pueden causar autofijacion y retencion del colorante.

- Después del secado, los preparados son observados por inmersion, colocando el aceite
directamente sobre la muestra sin cubrir.
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- Lasolucion stock de Giemsa debe ser testeada cada vez que se inicia un nuevo lote. Debe-
ran considerarse la concentracion y tiempo de coloracion adecuados para la demostracion
de plasmodios. Deberan observarse los distintos componentes celulares tefiidos.

- Lo materiales de vidrio y plastico deben estar limpios y secos antes de su uso.

- El'material utilizado para la tincién de Giemsa debe enjuagarse inmediatamente después
del uso en agua limpia para eliminar tanto colorante como sea posible. Luego debe remo-
jarse durante un tiempo en una solucion de detergente antes del lavado.

- Latincion es muy variable en funcion del pH.

- El'agua corriente para la preparacion del colorante podra ser reemplazada por agua des-
tilada o desionizada tamponada con pH de 7.2. Para ajustar el pH podran emplearse las
soluciones de Na,HPO, 2% si el pH es inferior a 7.2 (demasiado acido) o KH,PO, 2% si el
pH es superior a 7.2 (demasiado alcalino) o podran emplearse pastillas amortiguadoras.
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CAPITULO 4
OBSERVACION MICROSCOPICA

La fuente de poder y las conexiones del microscopio deben ser seguras y estabilizadas y no de-
ben exponer al personal a un riesgo de electrocucion. El microscopio y las conexiones eléctricas
no deben exponerse al agua.

Se debe tener cuidado para evitar dafos a los 0jos por la exposicion a la alta intensidad de luz.

El microscopio se debe usar ergondmicamente para evitar la tension de la espalda y el cuello.

4.2.1. Propaosito

Describir los pasos a seguir para el uso y mantenimiento del microscopio dptico de campo
claro.

4.2.2. Introduccion

Los microscopios Opticos binoculares compuestos se recomiendan para la microscopia de palu-
dismo, con objetivos 10x y 40x, un objetivo 100x para inmersion y oculares de 10x. La profundi-
dad mdxima de campo se puede lograr solo si la fuente de luz del microscopio tiene suficiente
luminosidad para permitir el cierre del diafragma dptimamente sin pérdida de brillo. Debe te-
ner una lampara incorporada, un condensador ajustable y puede tener un filtro azul de luz diur-
na. La precision de la microscopia de paludismo depende del correcto funcionamiento y uso
del microscopio. Los microscopios deben configurarse para un rendimiento dptimo, protegidos
de dafios, utilizados ergondmicamente, mantenidos regularmente y, si €s necesario, reparados
por personal calificado. El cuidado de los microscopios es particularmente importante en las
instalaciones en areas polvorientas, donde los microscopios deben cubrirse cuando no se usan
y antes de limpiar el piso para evitar dafar el microscopio.
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e  Microscopio compuesto equipado con oculares de 10x, objetivos de 10x, 40x y 100x de
inmersion y platina mecanica

e Funda

e Liquido limpiador de lentes apropiado (xileno, para el objetivo de inmersion, para otras
piezas como oculares y prismas usar alcohol absoluto)

e  Papel para limpieza de lentes apropiado
e Aceite de inmersion apropiado
e Solucién comercial de limpieza de microscopio

e  Pafio suave
e Lamparas de repuesto segun marca y modelo del equipo.

El microscopio estd formado por componentes que pertenecen a cuatro diferentes sistemas:
- Sistema de soporte (pie, brazo, portaobjetivos giratorio, platina mecanica)

- Sistema de magnificacion (objetivo, ocular)

- Sistema de iluminacion (condensador con diafragma, fuente de luz, filtros)

Sistema de ajuste (tornillo macrométrico, tornillo micrométrico, tornillos de ajuste del
condensador).
Descripcion (ejemplo) de microscopio 6ptico. A) Vista lateral derecha. B) Vista lateral izquierda.
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Centrado del condensador:

1. Cerrar el campo del diafragma en la base del microscopio, reduciendo el tamafio por me-
dio de la perilla giratoria que controla su apertura. Rotar el foco del condensador movién-
dolo verticalmente desde su perilla hasta que la imagen del campo del diafragma se aclare
y se vea en forma definida sobre la superficie de la muestra.

2. Llevarlaimagen del diafragma al centro del campo, por medio de los tornillos que centran
el condensador.

3. Cambiar al objetivo de 40Xy ajustar el campo del diafragma al campo del ocular de forma
tal que estos se superpongan.
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Centrado del condensador

Operacién del microscopio:

Imagen ded campo
del disfragma

~— Limite de campo
visual

Imagen del campo
del digFfragma

1. Encender el microscopio.
2. Revisar que esté colocado el objetivo de menor aumento.

3. Colocar el portaobjeto sobre la platina de forma que la luz traspase el espécimen a obser-
var.

4. Ajustar los binoculares a la preferencia del operador.
5. Ajustar la intensidad luminica a la preferencia del operador.

6. Enfocar el material moviendo con una mano primero el tornillo micrométrico y luego el
micrométrico, y con la otra mano moviendo el portaobjeto.

7. Rotar el revdlver a objetivos de mayor aumento. Para el aumento de 1000x, es necesario
colocar una gota de aceite de inmersion sobre el preparado.

8.  Sise utilizd aceite de inmersion, limpiar el objetivo con el papel para limpieza de lentes.

9. Una vez finalizada la observacion, retirar el portaobjetos, rotar el revolver al objetivo de
menor aumento y apagar la luz.
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Alineamiento inicial:

1. Revisar que esté colocado el objetivo de menor aumento.

2. Colocar el portaobjeto sobre la platina de forma que la luz traspase el espécimen a obser-
var.

3. Ajustar los binoculares a la preferencia del operador.

4.  Abrir el diafragma lo maximo posible.

5. Subir el condensador lo maximo posible.

6.  Encender el microscopio y ajustar la intensidad luminica a la preferencia del operador.

7. Observar por el ocular y focalizar el espécimen utilizando el macrémetro y micrémetro.

8.  Cerrar el diafragma gradualmente hasta ver un poligono luminoso (imagen del diafrag-
ma) en el campo del espécimen.

9. Bajar el condensador suavemente hasta que el borde del diafragma sea lo mas fino posi-
ble.

10. Ajustar con el micrémetro el foco del espécimen.

1. Sila imagen del diafragma no estd centrada, centrarla girando suavemente los tornillos
del condensador.

12.  Abrir el diafragma hasta que la imagen del diafragma salga exactamente del campo de
vision. No abrir mds que eso.

13.  Ajustar el contraste 6ptimo graduando la apertura del diafragma.

Calibracion para medicidn de especimenes:

1. Poner el micrémetro objetivo sobre la platina del microscopio.

2. Para verificar que toda la escala graduada aparece, enfocar con pequefio aumento obser-
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vando el nimero de divisiones de la escala que corresponde exactamente a los valores
conocidos grabados en el propio micrometro objetivo.

3. Sustituir el ocular comun del microscopio por el micrémetro ocular.

4. Conunaumento de 400x hacer que las escalas queden paralelas y con ayuda de la platina
mover el micrémetro objetivo hasta que coincidan las 2 primeras lineas de la escala del
micrometro objetivo y del ocular; esto es coincidir el O del micrémetro objetivo con el
primer trazo del micrémetro ocular.

5. Contary anotar el numero de divisiones del micrometro ocular entre el espacio compren-
dido entre los trazos coincidentes del micrdmetro objetivo con el aumento indicado.

6. Repetir las instrucciones de los items 4 y 5 sustituyendo los aumentos microscopicos des-
de los mayores a los menores pasando por inmersion obtenidos por la combinacién del
micrometro ocular con cada uno de los aumentos del revolver. En cada aumento contar
y anotar el nimero de trazos y sus respectivos aumentos para obtener valores fijos para
cada aumento del microscopio.

7. Cadadivision, o sea el intervalo comprendido entre dos trazos vale 0,0Imm o sea 10p. Di-
vidir el nimero de trazos del micrometro objetivo por el nimero de trazos del micrometro
ocular'y se multiplica el valor obtenido por 10u. De este modo se tiene un valor fijo que es
anotado para cada uno de los aumentos.

Trazo del micrémetro Trazo del micrometro ocular El quinto tram del micrfmetro objetive coincide con & cuans ram del ooular
L 1|

Después de la poincidencia del cero de las escalas de los 2 micrémetros anctar el nimenc de [ ]

trazos del ocular enire dos frazos del objetivo. | RO e . R |
)
[ ] Eee——loai)
ORI o e e
o £ o
&n el intervaio comprendido entre 2 L - 1
trazos del micrametro obietive,

1000
El décime trazo del micrometro chietivo coincide con o Tercer trazo del ocular
Cilcula: 1 (intervalo del objetivo) [ 8 (trazos del ocular)

0,125 x 10y = 1,25y : ]

400 I:I

Caleulos 1/3=0.3233x 10§ = 3,33 (Vialor fijo para 400x)

Calibracion para medicion
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Limpieza exterior del equipo

1. Limpiar el polvo externo. Limpiar objetivos, oculares, condensador, y diafragma con liqui-
do limpiador de lentes.

2. Aplicar dicho liquido con papel para limpieza de lentes. No poner el liquido directamente
sobre las partes.

3. Eloperador serd responsable de esta actividad cada vez que se finaliza el uso.

Limpieza v lubricacion interior del equipo

1. Desarmar, limpiar y lubricar el microscopio.

2. Elservicio técnico especializado serd responsable de esta actividad con una frecuencia anual.

Cambio de lampara

1. Cambiar la lampara especificada por el fabricante, sin tocarla con los dedos, tomandola
con papel para limpieza de lentes. Revisar el stock de lamparas de repuesto. Se recomien-
da tener una a dos lamparas de repuesto por cada microscopio.

2. Eloperador serd responsable de esta actividad cada vez que se queme la lampara anterior,
0 cuando ésta provea una intensidad luminica insuficiente.

4.2.5. Comentarios

- Notocar las [amparas directamente con los dedos. Siempre utilizar papel para lentes para
reemplazarlas, ya que los aceites de la piel pueden quemarla y disminuir la intensidad
[uminica de la ldmpara, disminuyendo su rendimiento.

- Siempre transportar el microscopio tomdandolo con una mano de la base y con la otra del
brazo.

- Siempre guardar el aceite de inmersion con tapa y mantenerlo libre de polvo.
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4.3.1. Propdsito

Describir el procedimiento para la correcta deteccion e identificacion de parasitos del paludis-
mo en preparados sanguineos coloreados con Giemsa por microscopia optica.

4.3.2. Introduccion

La observacion e identificacion de parasitos del género Plasmodium en sangre periférica cons-
tituye la metodologia mas exacta y econdmica para realizar el diagndstico de paludismo, y
se realiza mediante la observacion por microscopia directa de dos tipos de peliculas: la gota
gruesa y el extendido hematico.

4.3.3. Materiales
e Microscopio compuesto, con oculares de 10x; Objetivos 10x, 40x y 100x y platina mecanica
e  Preparados sanguineos coloreados con Giemsa para ser examinados

e Aceite de inmersion de alta calidad

4.3.4. Procedimiento

Se empleard el siguiente esquema de revision sistematica de laminas:

Esquema de revision sistematica de ldminas

Utilizando el objetivo 10x, 0 40x se recorre la gota gruesa y se elige la parte en la que se observe
una buena tincion y en la que los glébulos blancos se encuentren distribuidos uniformemente.
Luego se selecciona el objetivo 100x con aceite de inmersion y se confirma la seleccion del
campo, aceptable cuando en él se encuentran 15 a 20 leucocitos. Si los campos presentan una
menor cantidad, se deberd recorrer la muestra en mayor extension.
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Para informar una muestra como negativa es necesario que se examinen 500 campos en busca
de parasitos, lo cual lleva su tiempo, y debe realizarse prestando la mayor atencion posible.

Si la muestra examinada resulta positiva es importante tratar de recorrer la totalidad del frotis
para determinar si la infeccién es producida por una sola especie o si es mixta. Para poder in-
formar el resultado se debe determinar la especie (con ayuda del frotis delgado) y la densidad
parasitaria de los estadios observados.

Al terminar la examinacion de la muestra, elimine el aceite de inmersion remanente, apoyando
la lamina por un papel suave por unos minutos, sin frotar la [dmina, y luego almacenarla en una
Caja para portaobjetos.

La examinacion del extendido hematico se debe realizar en la cola del frotis (extremo distal),
donde se observe una distribucion uniforme de las células y los eritrocitos no se encuentren
muy distorsionados, siguiendo un movimiento de zigzag.

Los extendidos hematicos no se examinan de forma sistematica para establecer el diagnéstico
del paludismo en un paciente. Se recomienda cuando la gota gruesa es demasiado pequefia,
se perdio durante la tincion, se autofijo o no es examinable por cualquier otro motivo. También
se pueden examinar los extendidos hematicos cuando la confirmacion de la especie en la gota
gruesa resulta dificil o no es segura, y cuando la densidad de pardsitos es muy elevada. Dar un
resultado negativo mediante la examinacion del frotis precisa mds tiempo que a partir de la
gota gruesa, pues requiere de una observacion de 800 campos como minimo.

El aspecto normal de los diversos componentes de la sangre es siempre ligeramente diferente
en la gota gruesa y el extendido hematico, y es importante poder reconocerlos.

4.4.1. Sangre en extendidos hematicos coloreados con Giemsa

Se observan glébulos rojos (eritrocitos o hematies), globulos blancos (leucocitos) vy plaquetas
(trombocitos).
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Eritrocitos, hematies o globulos rojos

Los glébulos rojos tienen forma de disco biconcavo. Son las células mas abundantes en los
extendidos hematicos. Hay aproximadamente 5 millones en cada microlitro de sangre. Con la
tincion de Giemsa el glébulo rojo tiene el aspecto de un disco gris palido o rosa claro de apro-
ximadamente 7.5 um de diametro, sin nucleo.

Leucocitos o globulos blancos

El nimero de glébulos blancos es muy inferior al de gldbulos rojos: unos 6000 a 8000 por
microlitro. Existen diferentes tipos de leucocitos los cuales se colorean de manera diferenciada.

En el extendido hematico se les puede reconocer el nucleo, el citoplasmay la membrana celular.
Cada glébulo blanco tiene un nucleo rodeado de citoplasma; a veces el citoplasma es granular.
Los leucocitos pueden dividirse en dos grupos: polimorfonucleares y mononucleares.

Leucocitos polimorfonucleares

Neutrofilos: En personas sanas representan un 65% de la totalidad de los glébulos blancos. Su
citoplasma posee granulos bien definidos y el nucleo se tifie de color purpura oscuro. En algu-
nos casos de paludismo se pueden observar neutrdfilos conteniendo pigmento maldrico, como
un producto final de la fagocitosis de los parasitos.

Eosindfilos. En personas sanas representan un 1a 4% de la totalidad de los gldbulos blancos.
Sus granulos son de un color rosado caracteristico.

Basdfilos. Son infrecuentes, y no llegan al 1% de la totalidad de los gldbulos blancos. Con la
tincion de Giemsa el citoplasma muestra grandes granulos de color azul 0 morado palido.

Leucocitos mononucleares

Monocitos. Corresponden a 2-10% del total de leucocitos de una persona sana. Son los leucoci-
tos de mayor tamano, con un diametro de 12 a 18 um. El nticleo es grande y tiene forma de rifién
o frijol; el citoplasma puede contener escasos granulos que se tifien de rosa o rojo. Al igual que
los neutrdfilos, fagocitan activamente los plasmodios.

Linfocitos. Los dos tipos de linfocitos, grandes y pequefos, corresponden a 20-45% del total de
leucocitos de una persona sana. El nicleo de los linfocitos grandes es redondo y de color mo-
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rado intenso. El abundante citoplasma se tifie de azul claro y puede contener algunos granulos
de color malva. Los linfocitos pequefios son ligeramente mayores que un glébulo rojo normal,
con escaso citoplasma alrededor del nuicleo que se tifie de azul oscuro.

Plaquetas

Las plaquetas son pequefias, irregulares, sin nucleo, y con una fina granulacion roja sobre un
fondo azulado. Su nimero es de unas 100000 por microlitro de sangre y generalmente apare-
cen en grupos de 5a10.

4.4.2. Sangre en gotas gruesas coloreadas con Giemsa
Al examinar una gota gruesa se observan restos de gldbulos rojos y glébulos blancos y plaquetas.

El proceso de deshemoglobinizacion ocurre mientras la gota gruesa se colorea con el colorante
Giemsa produciendo que la hemoglobina sea disuelta dejando solamente restos de su estructura.

Los gldbulos blancos y las plaquetas tienen un aspecto muy parecido al observado en los exten-
didos hemadticos. En general, los leucocitos se observan mas pequefios, con el citoplasma mas
compacto alrededor del ntcleo, porque no han sido extendidos en una sola capa sobre la ldamina.

Coloracion que adquieren los elementos celulares

Tipo de Célula Coloracion con Giemsa
Linfocitos Nucleo azul violeta, citoplasma azul
Monocitos Nticleo azul violeta, citoplasma azul claro
Neutrdfilos Nucleo purpura o azul oscuro, citoplasma rosa palido, granulos rosados a azul claro
Basofilos Nicleo purpura o azul oscuro, granulos azul oscuro a negro
Eosindfilos Nucleo azul, citoplasma rosa palido, granulos de color rosado caracteristico
Plaquetas Tono azulado
Eritrocitos Gris palido arosa
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Componentes celulares sanguineos coloreados en extendido hemadtico
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CAPITULO 5
CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LOS
PLASMODIOS

Para identificar las especies de Plasmodium que parasitan al hombre, se deben reconocer sus
caracteristicas morfoldgicas en sus diferentes estadios de desarrollo (gota gruesa y extendido
hematico) y su efecto sobre los gldbulos rojos parasitados (extendido hematico).

En la gota gruesa, los parasitos se observan en forma libre, sin embargo, en el extendido hema-
tico, los pardsitos se observan dentro de los eritrocitos, cuya morfologia y tamafio pueden verse
afectados segun la especie de pardsito infectante.

5.1.1. Las partes de los plasmodios

La tincion de Giemsa colorea de forma distinta las diferentes partes de los plasmodios. Los plas-
modios pasan por una serie de fases de desarrollo en las que su forma sufre grandes cambios.
Sin embargo, los colores de los que se tifien las diferentes partes del parasito son siempre los
mismos en las diferentes fases.

Los parasitos se observan con una cromatina redonda, de color rojo; el citoplasma adquiere
diferentes formas, dependiendo del estadio y especie, pudiendo tener forma de anillo, redon-
deada, con forma de banana o completamente irregular, adquiriendo una coloracién azulada,
cuya intensidad varia entre diferentes especies del parasito. Ademas, es posible visualizar el
pigmento maldrico caracteristico o hemozoina, producto del metabolismo del pardsito y que
no se colorea, pero tiene su propio color, que puede ir desde un amarillo palido hasta marrén
0SCUro 0 Negro.

En los eritrocitos parasitados puede observarse un punteado como efecto del parasito en la cé-
lula huésped, cuya observacion depende de la calidad del colorante, el pH del buffer y el tiempo
de coloracién. Este punteado son las “granulaciones de Schiiffner”, que aparecen en casos de
infeccion por P. vivax como un punteado rosado; en las infecciones por P. ovale, el punteado
casi morado recibe el nombre de “puntos de James” (aunque se los sigue llamando “punteado
de Schuffner”); las “granulaciones de Maurer” que se observan en los extendidos en algunas
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células parasitadas por P falciparum, son mas dificiles de demostrar; las “granulaciones de
Ziemann” en algunos eritrocitos parasitados por P malariae.

Citoplasma

Pigmento malarico

Cromatina

Vacuaola alimenticia

5.1.1. Los estadios de los plasmodios

Los Plasmodium presentan diferentes estadios en el hombre, cada uno con morfologia caracte-
ristica seguin la especie: los estadios asexuados, que comprenden a los trofozoitos, esquizon-
tes, y estadios sexuados, los gametocitos. Durante la examinacion de la muestra pueden no
apreciarse todos los estadios.

Trofozoitos

Son los estadios que se encuentran con mayor frecuencia durante la examinacién de las mues-
tras de sangre. También se los llama anillos en su forma joven. El trofozoito en el interior de la
célula huésped puede ser pequefio 0 muy grande. Generalmente hay una mancha de croma-
tina; cuando se trata de P, falciparum es frecuente que haya dos. El trofozoito va aumentando
de tamafio creciendo dentro del glébulo rojo, y a medida que esto ocurre va apareciendo el
pigmento maldrico y el citoplasma adopta diferentes formas.

Esquizonte

El pardsito en esta fase empieza a reproducirse de forma asexuada dentro del eritrocito. Se
producen varias divisiones de la cromatina, que denotan el crecimiento del esquizonte, hasta
que hay muchos cuerpos cromatinicos, cada uno de ellos con su citoplasma. El nimero de
nucleos observados pueden ser de utilidad para determinar la especie. Estos nuevos parasitos
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claramente definidos (merozoitos) estan ahora listos para abandonar la célula huésped e inva-
dir nuevos globulos rojos.

Gametocito

Consiste en el estadio sexual, que puede ser hembra (macrogametocito) o macho (microgame-
tocito). La morfologia de los gametocitos depende de la especie, pueden tener forma redonda
o forma de banana o luna creciente. La forma como el pardsito capta la tincion ayuda a identi-
ficar su sexo en los extendidos hematicos.
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Estadios seguin especie de plasmodio

5.2. ASPECTOS MORFOLOGICOS SEGUN ESPECIES DE PLASMODIUM

La identificacion de la especie de Plasmodium infectante se basa en el aspecto morfoldgico que el mis-
mo presenta en la gota gruesa y el extendido hemdtico, y el efecto que producen en los gldbulos rojos.

En extendido hematico deben observarse los eritrocitos infectados y los parasitos dentro de
ellos, en cuanto a tamafo y forma. Resulta de gran utilidad para la diferenciacion de la especie
del parasito, pues el efecto que los parasitos producen sobre el globulo rojo (aumentado 0 no
de tamano, o distorsionado) es caracteristico para cada una.
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En gota gruesa los glébulos rojos quedan lisados, de manera que el diagndstico se basa en el
aspecto del parasito. Los organismos suelen ser mas compactos y densos que en el extendido
hematico. Los pardsitos y los componentes normales de la sangre se observan mas pequefios
que en el extendido y el citoplasma fino de los trofozoitos mas jovenes puede estar incompleto
o interrumpido.

A continuacidn se presentan las principales caracteristicas de las cinco especies de plasmodios
que infectan al hombre, observadas en extendidos hematicos y gotas gruesas coloreados con
Giemsa.

Se recomienda el empleo como material de apoyo de los graficos auxiliares de OMS para el
diagndstico microscopico del paludismo (Medios auxiliares para el diagndstico de las infeccio-
nes paludicas), asi como los graficos y las laminas fotograficas de CDC disponibles en anexos
para la identificacion de plasmodios.
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5.2.1 Plasmodium vivax

Estadio Extendido hematico Gota gruesa Grafico
Tamano: 2 a3 um de didmetro (1/3 del diametro del gldbulo Tamafio: pequefios a grandes
r0jo) —
Numero: moderado; 1 por glébulo rojo Numero: escaso a moderado
i Forma: irregularmente redondeado Forma: anillo roto o formas irregulares | O
Trofozoito |- A . '
joven Citoplasma: dispuesto regularmente en forma de anillo alrede- Citoplasma irreqular o fragmentado
dor de la vacuola tlioplasma
Cromatina: punto Unico importante Cromatina: botén simple bastante grande
Pigmento: granulos finos dificiles de distinguir distribuidos . s N
o Pigmento: dificil istinguir
principalmente alrededor de la vacuola lomento: difcil de distingu
Tamano: grande. No e§ pomblg med|rlo pues los pseudépodos Tamaio: grande
tienden a ocupar el glébulo rojo infectado —
Numero: moderado Numero: moderado
Forma: ameboide, irregular Forma: compactas, densas
Citoplasma: en jirones, unidos por finos puentes apenas visi- ) )
; . X ; ment
bles. Retiene 10 més vacuolas Litoplasma: iregular, fragmentado
., Cromatina: condensada como punto importante Cromatina: punto Unico importante
Trofozoito
maduro
Pigmento: en forma de bastones finos, cortos, visibles Pigmento: fino y desperdigado
Tamafio: grande Tamafio: grande
Numero: moderado Numero: moderado
Esquizonte | Forma: ameboide, irregular Forma: compacta .
joven Citoplasma: condensado, escasa vacuola Citoplasma: fragmentado
Cromatina: fragmentada en segmentos grandes Cromatina: fragmentada
Pigmento: en forma de bastones finos Pigmento: discreto, suavemente concentrado en10 2 dreas
Tamano: aprommadamente 8 um, ocupa la mayor parte del Tamaio: grande
glébulo rojo —
Numero: pocos a moderados Numero: escaso a moderado
i ., Forma: con16 m itos en promedio en conglomer:
Esquizonte | £oma: redondeada, con 12 a 24 merozoftos grandes Forma: con 16 merozoitos en promedio en conglomerado
maduro irreqular
Citoplasma: organizado alrededor de cada granulo de cromati- . .
itoplasma: en merozof
na, desaparece vacuola Litoplasma: en cada merozofto
Cromatina: en cada merozoito como granulo Unico Cromatina: en cada merozoito
Pigmento: condensado en cualquier punto del pardsito forman- | .
L Pigmento: apar mo una m |
do un bloque Unico (coalescente) ento: aparece como una masa sielta
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Gametocito

Tamafio: 4 a 7 um de didmetro

Tamafio: grande

Numero: cantidad variable segun cepas

Numero: pocos a moderado

Forma: redondeado

Forma: redondeada

Citoplasma: denso, con diferencias tintoriales seguin sexo

Citoplasma: denso, pero pueden aparecer formas erosionadas
donde no se observa citoplasma (sélo cromatina y pigmento)

Cromatina: compacta, excéntrica

Cromatina: Unica, bien definida en el femenino y difusa en el
masculino

Gldbulo rojo
infectado

Pigmento: difuso y granuloso

1.5 a 2 veces mayor de lo normal
Forma oval a normal.

Granulaciones de Schiiffner finas presentes (poco abundantes
en trofozoito joven y abundantes en el resto de los estadios)

Pigmento: fino y desperdigado

Granulaciones de Schiffner en fantasma de eritrocitos, espe-
cialmente en el borde del preparado
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5.2.2 Plasmodium falciparum

Estadio Extendido hematico Gota gruesa Grafico
Tamario: pequefio y delicado; Ta 2 um de didmetro Tamafio: pequefio
Numero: abundante
Numero: puede haber dos o mds anillos por glébulo rojo
Forma: de anillo; formas adheridas frecuentes, formas de .
Forma: anulares, en coma y de herradura
. herradura
Trofozoito - : : -
joven Citoplasma: forma de anillo delgado, pero también puede f &)
disponerse como una masa paranuclear o como una cinta Citoplasma: anillo, coma, signo de exclamacion l G
rodeando el glébulo rojo. Vacuola bien desarrollada \
Cromatina: grdnulos pequefios, 10 2, excéntrico, frecuente-
mente hace saliente fuera de la linea general del anillo (“anillo | Cromatina: a menudo 2 granulos
de sello”)
Pigmento: no se observa Pigmento: no se observa
Tamario: aproximadamente 2 um Tamario: moderado
Numero: muy escasos Ndmero: muy escasos
Forma; anillo Forma; anillo y 'O
p . . . [l )
Trofozoito Citoplasma: anillo ancho que puede estar mas engrosado en la .
maduro una direccion, dando aspecto en llama de vela, red de maripo- | Citoplasma: compacto L o 4
sa, chal . o
Cromatina: granulo simple o doble a veces en forma de haltera | Cromatina: grdnulo simple o doble
Pigmento: en granulos Pigmento: pocos granulos gruesos
Tamafio: moderado Tamario: moderado
Numero: No se observan en sangre periférica excepto eninfec- | Nuimero: No se observan en sangre periférica excepto en infec-
ciones severas; las fases de desarrollo que siguen a la forma de | ciones severas; las fases de desarrollo que siguen a la forma de
anillo ocurren en los capilares de las visceras anillo ocurren en los capilares de las visceras
Esquizonte | Forma: irregular Forma: compacto, oscuramente tefiido
joven ) X . . ) ;
Citoplasma: denso, homogéneo, y se condensa secundariamen- | Citoplasma: llena los espacios entre los fragmentos de cromati-
te alrededor de las masas nucleares na como una cubierta incompleta
Cromatina: en segmentos que pueden estar escondidos Cromatina: segmentos claramente definidos
Pigmento: agrupado en la zona central Pigmento: fusionado en una masa oscura simple
Tamafio: 5a 6 um de didmetro Tamafio: pequefio a moderado
Numero: No se observan en sangre periférica excepto en Numero: No se observan en sangre periférica excepto en
infecciones severas infecciones severas
Esquizonte | Forma: masa redondeada Forma: redondeada
maduro

Citoplasma: con merozoitos (8-40) pequefios y ausencia de
vacuola

Citoplasma: rodeando a la cromatina, formando los merozoitos
agrupados o desperdigados

Cromatina: en bloques de tamafio y forma mdltiple; secunda-
riamente esos fragmentos se organizan en granulos idénticos
en numero de 8-40

Cromatina: grdnulos uniformes, ovales o redondeados

Pigmento: en masa Unica

Pigmento: masa coalescente Unica oscura
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Gametocito

Tamafio: 8-10 um x 2-6 um

Tamafio: moderado, largo

Numero: dependiente de la cepa y antigliedad de la infeccién

Numero: dependiente de cepa y antigiiedad de la infeccién

Forma: semilunar o elipse irregular

Forma: formas inmaduras puntiagudas poco corrientes; formas
maduras semilunares

Citoplasma: sin vacuola, con caracteristicas tintoriales segun
Sexo

Citoplasma: con caracteristicas tintoriales segun sexo; oscuro
en el femenino; palido en el masculino

Cromatina: central y densa en el femenino (puede estar oculta
por el pigmento); menos densa y difusa en el masculino

Cromatina: bien definida en el femenino; difusa en el masculino

Glébulo rojo
infectado

Pigmento: color castafio oscuro en forma de granulos irregu-
lares o de bastoncitos cortos; condensado en el nticleo en el
femenino; distribuido en todo el citoplasma en el masculino

Tamafio y forma normal.
Pueden observarse granulaciones de Maurer.

Puede estar distorsionado con crenacién.

Pigmento: concentrado cerca del centro en el femenino; disper-
50y granular en el masculino

Se pueden observar fantasmas de glébulos rojos
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5.2.3 Plasmodium ovale

Estadio Extendido hematico Gota gruesa Grafico
Tamario: semejante al anillo de P, vivax Tamafio: semejante a P, vivax
Numero: escaso; 1 anillo por gldbulo rojo Numero: escaso
Trofozoito | Forma: anular, redondeada, compacta Forma: anular o redondeada c
joven Citoplasma: regular Citoplasma: bastante regular y grueso
Cromatina: Unica y prominente Cromatina: Unica, grande
Pigmento: desperdigado Pigmento: rugoso, distribuido en el citoplasma
Tamario: 3a5 um Tamafio: pequefio a mediano o
Numero: generalmente escaso Numero: escaso
Trofozoito | Forma: redondeada u ovalada, no ameboide Forma: redondeada, regular
maduro Citoplasma: denso, sin pseuddpodos, y vacuola pequefia Citoplasma: compacto h
Cromatina: tnica, a menudo alargada Cromatina: en punto Unico
Pigmento: marrén oscuro Pigmento: oscuro a negro
Tamafio: 3a5um Tamafio: menor que P, vivax
Numero: moderado a escaso Numero: escaso
Forma: compacta Forma: redondeada \
Citoplasma: condensado, sin vacuola Citoplasma: distribuido alrededor de los puntos de cromatina
Esquizonte | Cromatina: fragmentada Cromatina: en segmentos
joven
Pigmento: abundante Pigmento: oscuro
Tamafio: 3a 5 um; ocupa % de la célula Tamafio: menor que P, vivax
Numero: generalmente escaso Numero: escaso
Forma: compacta con 6 a 12 merozoitos en rosédcea o clusters . .
- Forma: con 6-12 merozoitos
irregulares
Esquizonte Citoplasma: distribuido alrededor de los granulos de cromatina | Citoplasma: alrededor de los granulos de cromatina
maduro ; .
Cromatina: fragmentada en nimero de 6-12 puntos (general- .
Cromatina: en puntos (6-12)
mente 8)
Pigmento: agrupado en masa unica Pigmento: masa concentrada
Tamafio: 4a 6 um Tamafio: menor que P, vivax
Numero escaso Numero: escaso
Forma: redondeada Forma: compacta, redondeada
. Citoplasma: denso Citoplasma: denso
Gametocito
Cromatina: Unica Cromatina: Unica, bien definida
P
a.( ]
- ‘:h.
Pigmento: desperdigado Pigmento: rugoso y difuso "v, O &
Agrandado, algunas veces distorsionado, con extremos fibrila-
) ) dos o forma oval. . . L
Glébulo rojo Granulaciones de James prominentes en eritrocitos “fantas-
infectado mas” huéspedes, especialmente en los bordes del preparado

Con granulaciones de James gruesas prominentes a lo largo del
borde de la célula
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5.2.4 Plasmodium malariae

Estadio Extendido hematico Gota gruesa Graéfico
Tamafio: pequefio (menor que P, vivax); ocupa 1/8 del glébulo rojo; o "
-amanio: peq ( a ); ocupa 1/ 9 10; Tamafio: pequefio
1,5a3um
Numero: escaso; 1anillo por glébulo rojo Numero: generalmente escaso
. Forma: anillo con cierta tendencia a deformarse; puede ser ovalado Forma: anular o redondeada J
TrngZOIto e inclusive tomar aspecto mas deformado (ej.; en gancho) = G
joven ) T
Citoplasma: condensado en una sola direccién y tiende precozmen- | .. .
) . . Citoplasma: irregular
te a formar una banda ecuatorial a través del hematie; con vacuola Lltopiasia: Irreg
Cromatina: Unica, ovalada, en el interior del anillo Cromatina: Unica, grande
Pigmento: esparcido en el citoplasma Pigmento: desperdigado, abundante, con tono amarillento
Tamafio: 3a 4 um de lado Tamafio: mayor que el trofozoito joven
Numero: moderado Numero: moderado a bajo
Forma: rigida, en cuadrildtero compacto, en banda ecuatorial en la .
) X : Forma: compacta, redondeada
parte media del glébulo rojo
., ) . Citoplasma: contraido alrededor de la cromatina en forma
Citoplasma: denso y sin vacuola
T:g;%zl?r'éo Hiopigsma, v redondeada, oval o de banda; desaparece la vacuola
Cromatina: grande, densa, puede estar escondida por el pigmento | Cromatina: grande, densa, en masa Unica
Pigmento: abundante, granuloso, con tendencia a distribuirse en .
Jf g Pigmento: muy abundante
la periferia
Tamafio: aproximadamente 6 um Tamafio: grande
Namero: escaso Numero: escaso f
Esquizonte | Forma: redondeada Forma: menos compacta que trofozoito maduro
joven Citoplasma: fragmentado Citoplasma: en trozos
Cromatina: fragmentada en granulos individuales Cromatina: segmentada en tamafio y formas irregulares
Pigmento: en granulos dispersos en periferia o centro Pigmento: desperdigado como pequefios granulos
Tamafio: 4a 6 um Tamario: moderado
Numero: generalmente escaso NUmero: escaso
Forma: masa redondeada de aspecto cada vez mds regular a
Esquizont medida que se organiza la rosdcea. Con 6 a 12 merozoitos (habi- Forma: compacta con 6-12 merozoitos en conglomerado laxo
SQUIZONTE 43 1mente 8) que forman el “cuerpo en margarita”
maduro Citopl d lado alrededor de cada granulo d
itoplasma: denso, acumulado alrededor de cada granulo de ) ) , .
4[).7 9 Citoplasma: cubriendo el nicleo de cada merozoito
cromatina, escaso
Cromatina: repartida , distribuida armoniosamente alrededor de — .
Cromatina: évalo oscuro en cada merozoito
un centro
) . Pigmento: coleccién compacta de granulos, color marrén
Pigmento: forma un corpusculo central HIgmento P g
verdoso
Tamafio: 4 a 6 um de didmetro Tamario: moderado
Numero: cantidad variable, generalmente bastante escasos NUmero: escasos m‘
\ ‘
Forma: redonda Forma: compacta, redondeada u oval ' $
Foma Foma:comp .
Citoplasma: bastante denso, sin vacuola Citoplasma: denso
Gametocito . . ) )
. . . , Cromatina: masa Unica redonda o irregular en le femenino;
Cromatina: de densidad variable segun sexo . )
difusa en el masculino
’
&
Pigmento: granulos que tienden a condensarse en la periferia Pigmento: distribuido en granulos con arreglo periférico : Q
. . Forma normal.
Glébulo rojo ) )
infectado Generalmente no se observan los fantasmas de glébulos rojos
in Tamafio normal o retraido, con granulaciones de Ziemann
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5.2.5 Plamodium knowlesi

Estadio

Extendido hematico

Gota gruesa

Graéfico

Trofozoito

joven

Tiene forma de anillo similares a P, falciparum. Pueden mos-
trar puntos dobles de cromatina. Pueden aparecer anillos
rectangulares que albergan uno o mds granulos de cromatina.
Los glébulos rojos también pueden estar infectados de forma
multiple. Puede haber dos o tres parasitos por glébulo rojo
Cuando maduran, los anillos no ameboides pueden ocupar la
mitad o mas del glébulo rojo.

Citoplasma denso; cromatina 10 2 granulos, ocasionalmente 3,
dentro del anillo

Pigmento: no se observa

Citoplasma denso; cromatina 10 2 granulos, ocasionalmente 3,
dentro del anillo

<) “

Trofozoito
maduro

Pueden aparecer formas en banda similares en apariencia a P,
malariae. Como la vacuola se pierde durante la maduracion, el
pardsito se vuelve mas pequefio y mds compacto. El pigmento
aparece como granos oscuros y el nicleo aumenta de tamafio.
Citoplasma denso, ameboide e irregular, formas en banda,
pigmento marrén oscuro

Citoplasma denso, ameboide e irregular, formas en banda.

Esquizonte

El nlcleo se divide hasta que haya 16 (promedio de 10) mero-
zoitos. A medida que el esquizonte madura, llena el gldbulo

rojo y el pigmento se acumula en una o unas pocas masas. En
el esquizonte maduro, los merozoitos pueden aparecer “seg-
mentados” y el pigmento se ha acumulado en una sola masa.

Con 10-16 merozoitos dispersos o en racimo.

Gametocito

Los macrogametocitos suelen ser esféricos y llenan el glébulo
rojo. El citoplasma se tifie de azul y el nicleo excéntrico se tife
de rojo. El pigmento es grueso y negro, y estd disperso irregu-
larmente en el citoplasma. EI microgametocito es a menudo,
pero no siempre, mas pequefio que el macrogametocito. El
citoplasma generalmente se tifie de un rosa pélido, mientras
que el ndcleo se tifie de un rojo mas oscuro. El nicleo puede
constituir la mitad del parasito. El grueso pigmento negro esta
disperso de forma irregular en el citoplasma.

Redondeado, compacto.

Gldbulo rojo
infectado

Tamafio y forma normal.

No distorsionado. Aparecerd punteado de Sinton y Mulligan.

Se pueden observar fantasmas de glébulos rojos




El examen de preparados hematicos permite también la deteccidon de varios patégenos san-
guineos e identificacion de varios trastornos hematoldgicos, que deben ser informados por el
microscopista.

Las muestras de sangre, gota gruesa y extendido hematico, pueden demostrar algunas carac-
teristicas que producen confusion y dificultan el diagndstico. Estas caracteristicas se conocen
como artefactos y entre ellos se encuentran los hongos, particulas de polvo, suciedad, células
vegetales y bacterias.

La examinacion de muestras de sangre periférica permite también el diagndstico de otros pa-
rasitos o microrganismos como Trypanosoma spp., Babesia spp., Leishmania spp., microfilarias,
Histoplasma capsulatum, entre otros, en base a sus caracteristicas morfoldgicas y a la colora-
cion diferencial de sus componentes, para lo cual se necesita que la Idmina sea preparada y
coloreada de forma adecuada, que el observador sea un microscopista capacitado y que se
observe la cantidad de campos necesarios, a fin de otorgar un diagnéstico certero.

Se recomienda el empleo como material de apoyo de las ldminas fotograficas disponibles en
anexos para diagndstico diferencial.

5.3.1. Artefactos que aparecen regularmente en las extensiones de sangre

Hongos

Estan entre los artefactos comunes. La mejor manera de prevenirlos es utilizar reactivos no
contaminados (Iaminas, agua, soluciones) y colorear las muestras dentro de 48 horas de haber
sido tomadas.

Polen y esporas transportados por el aire

Se asientan facilmente en las extensiones de sangre recién hechas, todavia himedas. Si las
esporas se asientan antes de que la extension este seca, pueden captar la tincion, aumentando
todavia mas la confusion durante el examen. El secado de las extensiones en una caja de por-
taobjetos ayuda a evitar este tipo de contaminacion.
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Suciedad y bacterias

Si el dedo del paciente no esta bien limpio o el portaobjetos no esta perfectamente limpio,
pueden introducirse bacterias o suciedad en la extension de sangre. La buena higiene personal

del paciente y el uso de guantes por parte del trabajador sanitario contribuiran a evitar este
problema.

Agua contaminada

Cualquier contaminante organico que este en esa agua puede pasar a la extension, causando
dudas diagnosticas. Este problema puede evitarse hirviendo y filtrando el agua.

5.3.2. Otros parasitos o microrganismos

Trypanosoma spp.

En nuestra region la especie autdctona que infecta al hombre es Trypanosoma cruzi. Los tripo-
mastigotes de T. cruzi tienen una longitud de 12-30 um, poseen un nucleo central y un kineto-
plasto subterminal en el extremo posterior del parasito. El flagelo, adherido al cuerpo a través
de una membrana ondulante, abandona el cuerpo en el extremo anterior. La porcion libre del
flagelo mide de 2-11 um de largo.

Babesia spp

Este parasito, al igual que Plasmodium, infecta eritrocitos. Tiene formas multiples: anillo, pera,
huso, redonda, ameboide. Puede observarse individual, en parejas o multiples de dos (tétra-
das), dependiendo de la especie. El tamafio puede variar de 1-5 um.

Microfilarias

Existen ocho especies de filarias que infectan varios tejidos del ser humano. Los parasitos pue-
den vivir varios afios y las hembras producen microfilarias que circulan por la sangre y otros
tejidos. En nuestro pais la Unica especie que produce casos autdctonos es Mansonella ozzardi.
Esta microfilaria no tiene vaina, mide 163-203 um por 3-4 um y posee una cola delgada cuyos
nucleos no se extienden hasta el final.
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Leishmania spp.

Los amastigotes de Leishmania spp. se pueden observar libres o intracelulares en monocitos.
Tienen una forma esférica a ovoide, tamafo de 1-5 um de largo y 1-2 um de ancho, y contienen
un nucleo grande y un kinetoplasto.

Histoplasma capsulatum

Las esporas de H. capsulatum no deben confundirse con amastigotes. Se pueden observar li-
bres o intracelulares en leucocitos polimorfonucleares o mononucleares, tienen una forma es-
férica a ovoide, tamafio de 2-4 um de largo, y contienen un nticleo grande.

5.3.3. Anormalidades de los eritrocitos

Anormalidades del tamaiio
Los eritrocitos normociticos presentan las siguientes dimensiones: didmetro longitudinal
7-8 um, diametro periférico 2 um, didmetro central 1 um, superficie: 120-140 pum?, volumen

80-100 um®.

Anisocitos: eritrocitos de diferente tamafio en una misma muestra. Presentan dimensiones
extremadamente variables.

Microcitos: eritrocitos con un didmetro longitudinal inferior a 7 um y un volumen inferior
a 80 um’.

Macrocitos: eritrocitos con un didmetro longitudinal superior a 8 um y un volumen superior a
100 pum?.

Megalocitos: eritrocitos con un diametro longitudinal superior a 11 um.
Anormalidades de la forma

Los hematies normociticos poseen una forma de disco biconcavo sin nucleo.
Poiquilocitos: hematies desiguales o variables en la forma en una misma muestra.

Dacriocitos: hematies maduros de forma ovalada con un extremo agudo (en forma de lagrima,
gota o pera).
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Acantocitos: hematies con espiculas de longitud y posicion irregular.

Dianocitos o codocitos: hematies planos y con una forma de campana o de sombrero mexica-
no. Esto hace que los hematies, vistos frontalmente, tengan un reborde coloreado, que delimita
una zona anular pdlida, cuyo centro también esta coloreado.

Drepanocitos: Hematies con una forma de hoz, luna creciente o canoa.
Eliptocitos: hematies con una forma eliptica y oval.

Equinocitos: hematies con espiculas cortas y distribuidas regularmente a lo largo de toda su
superficie, también llamados estereocitos o astrocitos.

Esferocitos: hematies con una forma esférica que carecen de area central pdlida. Habitualmen-
te también son de pequefio tamarfio (microesferocitos).

Esquistocitos: hematies fragmentados. Si adoptan la forma de cascos dse los conoce como
células de Helmet.

Estomatocitos: hematies con una invaginacion central en forma de boca. Estos eritrocitos son
realmente discos unicdncavos.

Excentrocitos: hematies cuya hemoglobina esta concentrada en uno de sus polos. Se produce
en el déficit de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

Keratocitos: hematies con una o varias muescas con proyecciones o astas.
Leptocitos: eritrocito delgado, plano, con hemoglobina en la periferia.

Nizocitos: eritrocitos con mas de dos concavidades; con bastoncillo obscuro de hemoglobina
en el centro con un ares palida en los dos extremos.

Anormalidades del color

Los hematies normocrémicos presentan una coloracidén rosada (eosindfila).

Ademas, esta coloracion es mas intensa en la periferia que en el centro.

Anisocromia: falta de uniformidad en la coloracion entre unos hematies y otros.
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Hipocromia: hematies pdlidos y con aumento de la claridad central (hematies hipocromicos y
anulocitos).

Hipercromia: hematies mas coloreados de lo normal (hematies hipercrémicos).

Policromasia: hematies que presentan una coloracion ligeramente basofila. Realmente, estas
células son reticulositos (gldbulos rojos inmaduros).

Inclusiones intraeritrocitarias

Normalmente, los hematies solo contienen hemoglobina, por lo que en su interior es homogé-
neo. Sin embargo, en algunas ocasiones se pueden encontrar elementos extrafios en su interior.

Sustancia granulofilamentosa o reticulofilamentosa: Procede, fundamentalmente, de res-
tos ribosdmicos agregados. Es propia de los reticulocitos.

Cuerpo de Howell-Jolly: es un pequefio residuo nuclear. Consiste en un grumo visible en el
interior de los hematies, excéntrico y que se tifie, de un color que oscila entre el rojo oscuro y
el negro.

Cuerpos de Heinz: son precipitados de hemoglobina. Consisten en una serie de pequefias gra-
nulaciones que se sitdan en en general proximos a la membrana celular.

Cuerpos de Papenheimer: también se llaman granulos sideréticos. Son acimulos de hemosi-
derina unida a proteinas. Consisten en granulos basdfilos.

Puntillado baséfilo: pueden ser agregados ribosémicos originados por una degeneracion va-
cuolar del citoplasma o precipitados de cadenas globinicas libres. Consiste en puntitos baséfi-
los, de tamafio variable y dispersos por toda la superficie del eritrocito.

Anillos de Cabot: estdn formados por restos de la envoltura nuclear o de microtubulos resi-
duales del huso mitético. Consisten en una especie de hilos baséfilos, que adoptan una forma
anular o de ocho y que pueden ocupar toda la periferia celular
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Anormalidades en la distribucion de los eritrocitos

Rouleaux: Eritrocitos ordenados en pilas; en general se debe a proteinas plasmaticas en exceso.

Aglutinacion: Conglomerados irregulares de eritrocitos.

Anormalidades de los eritrocitos







CAPITULO 6
DENSIDAD PARASITARIA

La identificacion de las especies y estadios de los parasitos del paludismo y la determinacion
de su densidad es crucial en el manejo clinico de pacientes con paludismo, ensayos de eficacia
de medicamentos, estudios epidemioldgicos y programas de control. Por lo tanto, los diagnds-
ticos de paludismo basados en exdmenes de sangre deben ser correctos, con un recuento de
parasitos exacto.

Existen diferentes razones para realizar recuento de parasitos en preparaciones sangui-
neas, tales como:

- conocer la severidad de la infeccidn a nivel individual

- determinar la respuesta al tratamiento antimalarico (mediante monitoreo) a nivel indivi-
dual

- conocer la severidad a nivel poblacional

- testear sensibilidad de drogas

La magnitud de la parasitemia o densidad parasitaria permite estimar la intensidad de la infec-
cion, la que a su vez se puede relacionar con la severidad de las manifestaciones clinicas. En si-
tuaciones de transmision acentuada y estable del paludismo, la adquisicion de semi-inmunidad
produce una proteccion clinica de los individuos, quienes podrian no presentar fiebre aun con
densidades parasitarias moderadas a altas. En la malaria aguda, la densidad parasitaria permite
evaluar la evolucion clinica del paciente y el manejo de complicaciones. En la malaria crénica, la
parasitemia es generalmente baja pero de larga duracion. La parasitemia también proporciona
al clinico un dato objetivo para evaluar la respuesta terapéutica y permite en estudios especifi-
cos, como los estudios in vivo, el monitoreo de la eficacia a las drogas antimaldricas.

La densidad parasitaria se realiza una vez que se haya determinado la especie de Plasmodium
infectante. Al determinar la parasitemia, se debe informar de manera independiente los esta-
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dios asexuales (trofozoitos y esquizontes) y los estadios sexuales (gametocitos). En casos de
infecciones mixtas, se debe realizar el recuento seguin especie, separando a su vez cada estadio
observado.

6.2.1. Propasito

Describir el procedimiento para contar parasitos de la malaria en preparasiones de
sangre gruesas y delgadas.

6.2.2. Introduccion

El método utilizado para determinar la densidad parasitaria es un método cuantitati-
VO que permite estimar la parasitemia en la gota gruesa y en el extendido hematico, que se
informa como nuimero de parasitos contados por leucocitos para la gota gruesa o porcentaje
de gldébulos rojos parasitados en el extendido hematico. Tanto en la gota gruesa como en el
extendido hematico, el cdlculo inicial se puede traducir a nimero de parasitos por microlitro de
sangre si conocemos los parametros hematoldgicos de los pacientes o utilizamos las constantes
recomendadas.

6.2.3. Materiales

e (ota gruesa coloreada o extendido hematico debidamente fijado y coloreado
e Microscopio binocular con ocular 10Xy objetivo 100X

e Aceite de inmersion

e Xilol

e Papeltipo tissue

e Dos contadores de células
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6.2.4. Procedimiento

1. Realizar los recuentos en gota gruesa. Si no fuera posible porque la calidad de la gota
gruesa no lo permite, entonces pasar al extendido hematico.

Criterio de lectura en la gota gruesa:

Utilizando los dos contadores proceder a la observacion de la gota gruesa, contando separada-
mente leucocitos y parasitos.

a. Sidespués de 200 leucocitos contados, se identifican 10 0 mas parasitos, registrar
los datos como niimero de parasitos / 200 leucocitos.

b. Si después de 200 leucocitos contados, se identifican 1a 9 parasitos, continuar
hasta alcanzar 500 leucocitos y registrar el niimero de parasitos / 500 leucocitos.

¢. Siel nimero de parasitos contado es 0, contar 500 campos.

d. Sielrecuento de parasitos resulta el doble respecto de leucocitos, registrar el nu-
mero de leucocitos / 500 parasitos.

Criterio de lectura en extendido hematico:

Utilizando los dos contadores proceder a la observacion del extendido hematico, contando se-
paradamente eritrocitos y parasitos.

a. Localizar una porcidn en la cola del extendido en que los campos sean uniformes y se
cuenta el nimero de gldbulos rojos en un campo.

b. Contar simultaneamente glébulos rojos parasitados y campos hasta llegar a un nime-
ro de campos equivalentes a 10000 gldébulos rojos. Los glébulos rojos infectados por
mas de un parasito se cuentan como uno. Por ejemplo, si el drea escogida contiene 280
glébulos rojos por campo, se deben contar los parasitos presentes en 36 campos. Si el
conteo arroja un resultado de 40 parasitos en 10000 gldbulos rojos, la parasitemia se
informa como 0.4%. Una parasitemia de 1% es una densidad parasitaria elevada y de
5% es hiperparasitemia que puede poner en peligro la vida del paciente.

2. Estimar la densidad parasitaria por microlitro de sangre.
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Se debe disponer del conteo de gldbulos rojos y leucocitos del paciente. Si no se dispone
de esta informacion, se asumen concentraciones constantes de 5000000 eritrocitos/ul y
6000 - 8000 leucocitos/pl.

Estimacion en la gota gruesa

Cuando se haya completado el recuento, calcular el nimero de pardsitos en relacién al de glo-
bulos blancos, y se expresa como “nimero de parasitos por microlitro de sangre”, utilizando
esta formula matematica simple:

N2 de pardsitos x 6000 = pardsitos/pul N2 de leucocitos

Estimacion en el extendido hematico

Convertir el nimero de parasitos relativo a eritrocitos a parasitos/ul de sangre, mediante la
siguiente férmula:

% de parasitemia x 5000000 = pardsitos/pl
100

Nota: Registrar separadamente formas asexuales (EAS) y gametocitos (ESS). Agregar en el
reporte de la gota gruesa EAS/ESS/leucocitos.
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CAPITULO 7
REGISTRO E INFORME DE RESULTADOS

A veces este aspecto de la rutina del trabajo de laboratorio o sobre el terreno se trata de ma-
nera informal porque se suele partir del principio de que todo trabajador de laboratorio es
competente para rellenar correctamente cualquier formulario. Sin embargo, no es asi, y los
involucrados deben adquirir practica suficiente que les permita ser competentes en esta tarea

El Nuevo Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud (SNVS2.0) es la herramienta informatica
desarrollada en el marco del Sistema de Informacion Sanitaria Argentina (SISA) que permite
integrar distintas fuentes y estrategias, y contar con la visualizacion de los actores involucrados
de la informacion integrada necesaria para la mejora tanto de las acciones de nivel comunitario
y poblacional, como la calidad de la atencion, en todo lo relacionado a los Eventos de Notifica-
cion Obligatoria.

Para toda gestion de datos del Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud (SNVS) es necesario
ingresar al sistema con una cuenta de usuario que tenga asignados los permisos indicados para
tal fin. Asimismo, el Registro SNVS tiene estipuladas condiciones de gestion de la informacion
que el usuario debe conocer y aceptar para operar los formularios.

Los eventos nominales responden a la estrategia de notificacion individual, y entre ellos se
encuentra paludismo. La notificacion comienza con el ingreso del DNI que permite identificar
a la persona en el padrén de ciudadanos del SISA. Este tipo de eventos pueden ser notifica-
dos por cualquiera de los actores que intervienen en el proceso y en cualquier orden: médico,
epidemidlogo o bioquimico. Cualquiera de ellos puede registrar una notificacién en la solapa
correspondiente y luego actualizar los datos inherentes a su campo de accidén, siempre que
tenga el permiso especifico para la notificacion de eventos nominales.

En SNVS existen permisos de gestion para cada grupo de eventos. Para registrar informacion
de una notificacion, el usuario debe tener asighado el permiso de gestion especifico del evento.
Una vez registrado, deben completarse las solapas Clinica, Laboratorio, Epidemiologia y/o Em-
barazo segun las caracteristicas del evento y las capacidades del usuario que notifica.
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El registro adecuado y el informe de los resultados del examen microscépico de las laminas de
sangre es muy importante para el manejo clinico de pacientes con paludismo y para la con-
fiabilidad de los datos de vigilancia de paludismo, que son la base para monitorear, evaluar y
planificar las intervenciones adecuadas.

El paludismo no se descarta con un solo resultado de microscopia negativo ya que el paciente
puede tener una densidad parasitaria tan baja que no sea detectable. Por ello cuando se estd
examinando un paciente individual de quien se posee evidencia clinica y epidemioldgica de
paludismo, es necesario tomar una o dos muestras adicionales si la primera gota gruesa es
negativa a las 12 - 24 horas. El resultado de la observacion microscépica se debe informar en el
formulario digital y/o en papel correspondiente y no debe ser escrito sobre la lamina para no
alterar el control de calidad.

Los resultados deben registrados en libros, planillas, formularios o sistema informatico que
cada unidad de diagndstico utilice en su practica habitual. Ademas, los resultados deberan ser
cargados como notificacion nominal, solapa Laboratorio del S.N.V.S.

La informacion que deberdn contener todos los registros corresponde a cuatro parametros,
correspondientes a: resultado, especie/s, estadio/s, densidad parasitaria.

7.2.1. Informe de resultado

Resultado negativo: cuando la observacion de 500 campos en gota gruesa no ha permitido
identificar parasitos.

Resultado positivo: cuando se observa una gota gruesa o un extendido en donde se evidencia
la presencia de plasmodios.

7.2.2. Informe de especie/s

Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, Plasmo-
dium knowlesi, Infeccion mixta (detallar especies)

7.2.3. Informe de estadio/s

Se deberan informar los estadios presentes para cada especie:
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Estadios Asexuales Sanguineos (EAS): trofozoitos jovenes, trofozoitos maduros, esquizontes
jovenes, esquizontes maduros.

Estadios Sexuales Sanguineos (ESS): Gametocitos

7.2.4. Informe de densidad parasitaria

Se debe informar la densidad parasitaria para cada especie y en forma diferenciada para esta-
dios asexuales y asexuales, expresada como EAS/uly ESS /pl.
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7.3. SEGUIMIENTO DE CASOS DE PALUDISMO

El seguimiento del paciente con infeccién por P. vivax, con toma seriada de gota gruesa y ex-
tendido hematico, observados por microscopia dptica (incluyendo recuento parasitario) para
evaluar la eficacia del tratamiento (tratamiento acorde a normas nacionales), se realiza los dias
1,2,3,14, 21y 28 postratamiento y 1vez al mes durante 6 meses.

El seguimiento del paciente con infeccion por P, falciparum con toma seriada de gota gruesa y
extendido hemadtico, observados por microscopia 6ptica (incluyendo recuento parasitario) para
evaluar la eficacia del tratamiento (tratamiento acorde a normas nacionales), se realiza los dias
1,2,3,7,14, 21y 28 postratamiento. En caso de haber utilizado drogas de vida media prolon-
gada (drogas que no forman parte del tratamiento acorde a normas nacionales) se adicionara
una muestra a dia 42.
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SECCION Il

TESTS DE DIAGNOSTICO RAPIDO
(TDR)






CAPITULO 8
ASPECTOS GENERALES DE LOS TDR

Si bien, la microscopia Optica es el estandar de oro en el diagndstico de paludismo, no siempre
puede ser implementado o mantenido con una calidad adecuada, pues requiere de un micros-
copista entrenado, por lo tanto los TDR resultan de gran utilidad para obtener un diagndstico
oportuno.

Los TDR se basan en la deteccidn del antigenos parasitarios, que se encuentran circulando en la
sangre del individuo infectado, mediante la formacién de un complejo antigeno-anticuerpo en
una fase mavil, la cual migra por una tira de nitrocelulosa embebida a su vez por anticuerpos
especificos que capturan el complejo formado, con la obtencion de una banda coloreada.

8.1.1. Antigenos blanco

El TDR para paludismo es un dispositivo inmunocromatografico de flujo lateral para detectar
proteinas especificas, es decir, proteina rica en histidina Il (HRP II) especifica para P, falciparum,
lactato deshidrogenasa de Plasmodium (pLDH) y aldolasa, que se producen durante el desa-
rrollo del parasito en el hospedador humano. Durante este proceso, cantidades crecientes de
antigenos HRP2, pLDH y aldolasa se producen y liberan al torrente sanguineo.

Los antigenos detectados por los TDR son:

Proteina rica en Histidina Il (HRP II): es expresada en la membrana de glébulos rojos parasi-
tados por trofozoitos y gametocitos inmaduros de P, falciparum. Puede persistir en circulacion
hasta dos semanas luego de terminada una terapia antipaludica efectiva, sin que se detecten
parasitos circulantes por microscopia, por lo tanto no puede ser utilizado para evaluar el trata-
miento y seguimiento del paciente..

Lactato deshidrogenasa de Plasmodium (pLDH): es producida por los estadios asexuales y se-
xuales dos, con isdmeros especificos para cada especie. Existen pruebas especificas para las especies
P vivax y P, falciparum, y pruebas que detectan las cuatro especies en una misma banda (P, falcipa-
rum, P vivax, P ovale y P malariae), sin especificar cudl de ellas es la causante de la infeccion.

Aldolasa: Comun en las 4 especies, es decir, no es especifica, por lo cual se denomina “pan
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malarica”. Generalmente se elimina de circulacion dentro de 5-6 dias pos tratamiento.

8.1.2. Ventajas y desventajas

Ventajas sobre la microscopia dptica:

e  Resultado rapido y confiable, en tan sélo 15 a 20 minutos.
e  Mayor simplicidad de realizacion e interpretacion

e Realizacion por personal poco formado

e  Factibilidad en terreno

e  (Como detectan antigenos parasitarios, pueden detectar P, falciparum cuando los parasitos
estdn secuestrados en drganos internos.

Desventajas sobre la microscopia optica:
e Algunos kits comerciales sélo detectan P, falciparum.

e LosKits que detectan HRP-II pueden dar resultados positivos hasta dos semanas después
de la quimioterapia y ausencia de pardsitos en sangre por microscopia.

e Son mas costosos que la microscopia dptica
e No son cuantitativos

e No pueden diferenciar P, vivax, P. malariae y P ovale.

No pueden ser utilizados para seguimiento del paciente.

8.1.3. Procedimiento general (existen algunas diferencias entre los diferentes kits)

1. Se colecta una gota de sangre por puncion digital (2-30 ul dependiendo del kit) usando
diferentes tubos capilares.

2. Secoloca primeramente la sangre en la zona determinada, y luego se colocar el buffer que
contiene componentes hemolisantes y un anticuerpo especifico marcado para deteccion
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visual en la zona designada.

3. Seespera el tiempo correspondiente para la lectura de 15 a 30 minutos dependiendo de
la marca.

4. Todos los TDR tienen una linea de control la cual debe marcarse para que el test sea consi-
derado vdlido. Si esta linea no se marca hay que descartarlo y realizar otro.

5. Siel antigeno investigado esta presente, se forma un complejo antigeno/anticuerpo que
migra en la membrana por capilaridad hacia reactivos especificos previamente dispuestos
en latira.

6. Silasangre contiene el antigeno investigado, se observa el complejo antigeno/anticuerpo
inmobilizado en la posicidn de captura e identifica la especie 0 especies presentes.

Los TDR se basan en la captura mediante anticuerpos marcados con colorante para producir
una banda visible en una tira de nitrocelulosa.

Se describen como “dispositivos de diagndstico in vitro para deteccion de antigenos mediante
inmunocromatografia de flujo lateral”, una clasificacion reconocida por las autoridades regula-
doras de medicamentos en todo el mundo como una clase de dispositivos médicos. En los tests
de deteccion rapida del paludismo (TDR), si la sangre contiene el antigeno objetivo de la mala-
ria, el anticuerpo marcado con colorante primero se une al antigeno del parasito, y el complejo
antigeno-anticuerpo resultante es capturado en la tira por una banda de anticuerpo unido, for-
mando una linea visible (linea de prueba). Los anticuerpos unidos a la tira de nitrocelulosa son
tipicamente inmunoglobulina M o G monoclonal de origen animal. Los anticuerpos especificos
del antigeno blanco del TDR estan ligados a la tira de nitrocelulosa, para constituir la banda de
prueba. Anticuerpos dirigidos a los anticuerpos conjugados con colorante (anticuerpos marca-
dos) se unen a la nitrocelulosa para constituir la banda de control. Los “anticuerpos de captura”
son los anticuerpos que estan unidos a la tira de nitrocelulosa y se unen al complejo antigeno
parasitario-anticuerpo y al anticuerpo marcado con colorante. Los “anticuerpos de sefial” son
anticuerpos libres marcados con colorante que se unen al antigeno del parasito blanco del TDR.

El anticuerpo marcado con colorante especifico para el antigeno blanco esta presente en el ex-
tremo inferior de la tira de nitrocelulosa 0 en un pozo provisto con la tira. El anticuerpo, también
especifico para el antigeno blanco, esta unido a la tira en una linea delgada (de prueba), y el
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anticuerpo especifico para el anticuerpo marcado esta unido a la linea de control.

8.2.1. Hemolisis y reconocimiento de antigenos por anticuerpo conjugado

Una vez que la sangre ha sido transferida a la celda de muestra, el primer paso de la prueba
consiste en mezclar la sangre del paciente con un agente de lisis (solucién buffer) en el mismo
pocillo o en otro pocillo (buffer).

La ruptura resultante de los glébulos rojos libera mas proteina del parasito. El anticuerpo mar-
cado con colorante se puede unir al antigeno blanco.

8.2.2. Migracion del conjugado antigeno-anticuerpo

La sangre y el buffer se colocan en los pocillos correspondientes con el anticuerpo marcado y
suben por la tira a través de las lineas de anticuerpo unido.

8.2.3. Union a lineas de prueba y control

Si el antigeno esta presente, el complejo anticuerpo-antigeno marcado queda atrapado en la
linea o lineas de la prueba. Otro anticuerpo marcado estd atrapado en la linea de control. Si se
acumula suficiente anticuerpo marcado, las marcas coloreadas se hacen visibles como unalinea
estrecha.
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Componentes y mecanismo de los TDR para paludismo

Ag: antigeno; Ac: anticuerpo

8.3. FORMATO DE LOS TDR

8.3.1. Formato de estructura

Los TDR comunmente vienen en cuatro formatos diferentes: cassette, tira reactiva, tarjeta e
hibrido.
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Formatos de los TDR

8.3.2. Formato de reaccion

Los TDR pueden clasificarse en 9 tipos segun los antigenos que detectan y la combinacion de
[0S mismos.
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Tipos de TDR, segun lineas de control y prueba
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CAPITULO 9
SELECCION DE LOS TDR

9.1.1. Factores a analizar

La seleccion de los TDR a ser utilizados en un laboratorio debe ser realizada tras el andlisis de
varios factores, como la especie predominante en la region, la disponibilidad de lugares ade-
cuados para su almacenamiento, situaciones clinicas, usuario.

Parametro Proceso de decision
1 & Distingue no-Pf de N
- 1 Pf o mixta? 0
Especies de _/ \,
i Test combinado Test sdlo para Pf
plasmodios HRP2-pan LDH HRP2 pLDH (puede
HRPZ2-pan aldolasa ser combinado con
a detectar Pf pLDH-pan LDH pLDH pan-especifica)
2. Almacenamiento y uso en
H ambiente tropical sin control de
Areas donde = el o
sera usado - =
Test de alta estabilidad ACAORTGRIE 8 ME b Tkt
3 mengs Criica
Temper&;;rs;ss%emﬁcada Acepta <39°C de almacenamiento
3. i Uso para monitoreo
Posibles e de fratamiento? <o,
situaciones Antigeno blanco no Persistencia de
s n persistente antigeno no critica
clinicas Deteccion de pLDH HRP2 o pLDH para Pf
para Pf
4. i Trabajador de la i
. 1 salud en terrenc? o
Usuario il g
final Formato simple, Disefio menos critico
todo incluido Tiras reactivas
Cassette solamente
5. Otras consideraciones
Tamafio de caja: Cuantos casos febriles en 3 meses?
Elaborar lista reducida de RDT apropiados

Algoritmo de eleccién de TDR
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Otro factor muy importante a considerar cuando se desea adquirir estas pruebas es el porcen-
taje de sensibilidad que presentan.

Los criterios de seleccion son:

- Para la deteccion de Plasmodium falciparum (Pf) en todos las condiciones de transmi-
sidn, la puntuacién del panel de deteccién el (PDS) contra muestras de Pf debe ser de
al menos el 75% a 200 parasitos /ml.

- Para la deteccion de Plasmodium vivax (Pv) en todos las condiciones de transmision,
la puntuacion del panel de deteccién el (PDS) contra muestras de Pv debe ser de al
menos el 75% a 200 parasitos /ml.

- Latasa de falsos positivos debe ser inferior a 10%.

La tasa de no valido debe ser inferior a 5%.

Para la eleccion final deberia emplearse la guia interactiva (http://www.rdt-interactive-guide.
org/) que presenta los datos de evaluacion de los TDR, producidos por los principales fabrican-
tes y distribuidores, emitidos por la OMS en rondas determinadas.

Los TDR no tienen actualmente en Argentina aprobacion de uso diagndstico en ANMAT. Por
tal motivo, su empleo estaria condicionado a su aprobacion luego de la eleccion del test mas
conveniente segun el algoritmo vy los criterios antes descriptos.

Deberia considerarse en la seleccion de los kits dos referencias geograficas:

- Puertos de entrada al pais (aeropuertos y puertos maritimos) y destinos turisticos internacionales,
seleccionando kits con alto score para la deteccion de infecciones para P, falciparum (incluyendo
aquellas variantes que no expresan HRP 1) o TDR de 3 lineas (Pf/Pf/Pv).

- Areasargentinas ex-endémica y ex-epidémica, seleccionando Kits con alto score
parala deteccién de P, vivax, dependiendo de la cobertura con la red diagndstica de microsco-
pia y los tiempos entre la deteccion y el resultado para fortalecer el diagndstico oportuno.
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Su utilidad estaria dada en las siguientes situaciones:

- Brote de febriles: los TDR podrian representar un instrumento para la identificacion rapida
de la etiologia paludica de la fiebre y contencion del brote.

- Zonas distantes de buenos servicios de microscopia.

- Guardias hospitalarias sin personal capacitado en microsopia.
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SECCION IV
TECNICAS MOLECULARES






CAPITULO 10
FUNDAMENTOS DE LA TECNICA DE PCR

La PCR es una amplificacion enzimatica especifica de ADN realizada in vitro, es decir, donde un
segmento particular de ADN es copiado y especificamente amplificado. Es una forma simple
y muy rapida de multiplicar el ADN presente en diferentes muestras bioldgicas, obteniéndose
millones de copias de una determinada secuencia de ADN. Las siglas PCR significan “Polimera-
se Chain Reaction”, Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

Se fundamenta en la replicacion del ADN en los organismos eucariotas realizada por la DNA
polimerasa. Estas enzimas realizan la sintesis de una cadena complementaria de DNA en el
sentido 5°- 3" usando un molde de cadena simple, pero a partir de una regién de doble cade-
na. Para crear esta region doble cadena se usan los denominados cebadores (primers). Son un
par de oligonucledtidos sintetizados de manera que sean complementarios a cada uno de los
extremos 3~ del fragmento de DNA que se desea amplificar.

Partiendo de este principio, la PCR se basa en la repeticion de un ciclo formado por tres etapas:

IE del ADN doble cadena
28 de los cebadores a la zona 3" especifica de cada una de las hebras
3 del cebador por actuacion de la DNA polimerasa

En la primera etapa (desnaturalizacion) la doble hélice de ADN se separa en dos hebras. Para
ello se realiza una incubacion de la muestra a altas temperaturas (93-97°C). La renaturalizacion
se producird cuando la temperatura disminuya.

En el segundo paso (hibridacion) los cebadores se unen a las zonas 3° complementarias que
flanquean el fragmento que se quiere amplificar. Se realiza gracias a la bajada de la tempera-
tura (50-65°C).

En la tercera etapa (elongacion) se produce la sintesis de una cadena simple (produciéndose
un fragmento de doble cadena por la complementariedad) en la direccion 5" - 3° mediante la
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enzima DNA polimerasa, la cual incorpora los deoxiribonucleotidos trifosfato (ANTPS) presen-
tes en el medio siguiendo la cadena molde.

T — _ e

PCR: Reaccion en cadena de [a polimerasa

TN e T

Pasos basicos de la PCR

El proceso se lleva a cabo en un termociclador, que corresponde a un aparato que realiza los
ciclos en los tiempos y temperaturas programadas de forma exacta.
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Una vez completado el primer ciclo, se obtienen 2 copias de la muestra original, al final del
segundo ciclo 4, al final del tercero 8... Si los ciclos se producen un nimero “n” de veces y su-
poniendo que el nimero de copias de ADN se duplica en cada ciclo, se obtiene una cantidad de
ADN de 2", por lo que la amplificacion se realiza en forma de progresion geométrica.

Es importante recalcar que los productos obtenidos tras la tercera etapa son de dos tipos: “pro-
ducto corto” y “producto largo”. El producto corto tiene una longitud perfectamente definida
por los extremos 5” de los cebadores y contiene exactamente la secuencia que se desea ampli-
ficar. Es el fragmento que se almacena de manera exponencial durante la reaccion. El producto
largo es el que incorpora las cadenas de ADN originales de la muestra y cuyos extremos 3
no estan definidos. Sin embargo, es importante aclarar que al final de la PCR, la cantidad de
producto corto sintetizado es muy superior en comparacion con el producto largo, por lo que
generalmente para posteriores estudios a partir del producto de la PCR, se desestima.

Amplificacion exponencial de la PCR

La deteccion del producto de la PCR se realiza normalmente mediante electroforesis en geles
de agarosa a distintas concentraciones. La posterior visualizacion se puede realizar con me-
diante tincion y luz UV.
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10.2.1. Muestra de ADN

Existen una serie de reglas sencillas para que el DNA molde no sea un problema en la reaccion:

- Integridad del ADN: no puede estar fragmentado en trozos mas pequefios de lo que que-
remos amplificar.

- Origen de la muestra y proceso de extraccion: la muestra no debe contener inhibidores de
la actividad de la polimerasa.

- Cantidad de la muestra: El minimo oscila entre 10-100 ng y el mdximo entre 400-500 ng.

10.2.2. Diseiio de los cebadores

Para la eleccion de los primers, existen una serie de normas que deben considerarse:

El contenido en G+C debe ser aproximadamente del 50%. La relacion maxima de purinas/
pirimidinas serd 60%/40%.

- Deben evitarse zonas con largas secuencias de una sola base.

- No seleccionar cebadores que en su extremo 3° tenga una importante estructura secun-
daria.

- Serecomienda que en los extremos las ultimas bases sean G o C.

- Sedebe evitar la complementariedad entre el par de primers. Si ésta existe entre los extre-
mos 3~ se aumenta la posibilidad de que se creen dimeros de cebadores.

- Normalmente deben tener un tamafo de 18-30 pb.

- Latemperatura de hibridacion de los cebadores ha de ser similar en ambos y sera variable
en funcion de la secuencia de los mismos. Generalmente oscila entre 45y 65°C.
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10.2.3. DNA Polimerasa

Actualmente la polimerasa que se utiliza es la Tag polimerasa, que es una enzima termoestable
que carece de actividad 3" -> 5" exonucleasa. Por ello hay que intentar conseguir las mejores
condiciones para que la fidelidad aumente tales como:

No usar un alto numero de ciclos, ya que la tasa de error es proporcional al nimero de

estos. Normalmente el nimero de ciclos utilizado es de 25-30.

- Laconcentracion de los dNTPs debe ser igual para los 4 y debe ser la mas baja posible para
que nos permita conseguir la cantidad de ADN necesaria.

- Disminuir en lo posible el tiempo de cada etapa.

- La concentracion de Mg* en la reaccion oscila entre 0.50 y 2.5 mM. Se trata de un ion
necesario, pero su exceso hace que disminuya la especificidad de la PCR.

10.2.4. Deoxribonucleatidos trifosfato (dNTPs)

Son cuatro: dATP, dGTP, dCTP y dTTP. Se deben afiadir en la solucién de la reaccion en concen-
traciones iguales que normalmente oscila entre los 20 y los 200 uM. Los dNTPs pueden captar
Mg*, por lo que las concentraciones de ambos componentes deben guardar siempre la misma
relacion. No debemos variar ninguno de ellos de manera independiente. Se aconseja que la
concentracion de Mg*™ sea 0.5-1 veces superior a la concentracion de dNTPs.

10.2.5. Buffer de la reaccion

Por lo general estd formado por: 10 mM tris-HC| (pH=8.4 a temperatura ambiente), 50 mM CIK,
y 1.5 mM MgCl..

Algunos autores recomiendan el uso de adyuvantes, los cuales ayudarian en la practica a au-
mentar la especificidad y fidelidad de la reaccion en cadena de la polimerasa. El dimetilsulféxido
(DMSO) afadido al buffer de la reaccion en un 10% contribuye a la disminucion de la estructura
secundaria del ADN. También se pueden usar detergentes como el Tween 20, Laureth 12 (0.1%)
o Triton X100, que ayudan a estabilizar la enzima. Existen también protocolos que incorporan
polietilenglicol (PEG), glicerol, formamida, seroalbuimina bovina (BSA), etc, aunque no son en
ningun caso imprescindibles.
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10.2.6. Sales
Es de gran importancia la concentracion de dos cationes que son afiadidos en forma de sales.

- Cloruro potasico (KCD: Influye en la desnaturalizacion del ADN. Elevadas concentraciones
del ion K* favorece la desnaturalizacién de secuencias cortas de ADN. Bajas concentracio-
nes de K* ayudan a la desnaturalizacion de secuencias largas de ADN.

- Cloruro de magnesio (MgCl,). Aumenta la temperatura de hibridacion del DNA. La concen-
tracion de este ion resulta fundamental para la optimizacion de la reaccion. Altas concen-
traciones de Mg* disminuyen la especificidad de la PCR. Bajas concentraciones de Mg*
aumentan la especificidad de la reaccion.

10.2.7. Temperaturas y tiempos de los ciclos

La PCR se realiza en tres etapas que constituyen un ciclo, que repite durante un nimero
determinado de veces. El tiempo, la temperatura y el nimero de ciclos son factores determi-
nantes en los resultados de la PCR, por lo tanto modificandolos se puede optimizar la reaccion.

A continuacidn se describe de forma mas detallada el tiempo vy la temperatura de cada una de
las etapas de un ciclo.

1. Desnaturalizacion

Se trata de una etapa critica ya que es muy importante que el ADN molde se desnaturalice
completamente. Para lograrlo de manera adecuada se recomiendan temperaturas de 94°C
durante 30 segundos a 1 minuto. Si la muestra tiene alto contenido de G+C se puede aumentar
el tiempo o la temperatura. Sin embargo hay que tener en cuenta que la actividad de la enzima
decrece de manera muy rapida a partir de los 95°C, por lo que a estas temperaturas o superio-
res es aconsejable disminuir el tiempo de incubacidn. En la practica se suele afiadir un periodo
de desnaturalizacion antes de comenzar los ciclos para asegurar que se produce a lo largo de
toda la muestra de ADN. Esta etapa suele ser de 5 minutos a 94°C.

2. Hibridacion

En este caso, la temperatura y el tiempo van a depender de 3 factores relacionados con los
oligonucledtidos: la composicion de bases, el tamafio y la concentracion. La temperatura de
hibridacion puede oscilar entre 452C y 65°C, durante un tiempo comprendido entre 30 se-
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gundos y 1 minuto. Un aumento de temperatura o del tiempo favorece la especificidad ya que
disminuye las uniones incorrectas de los cebadores con la hebra molde.

3. Elongacion

En la mayoria de las reacciones, la etapa de extension se realiza a 72°C. Tedricamente esta
temperatura puede variar entre 70-72°C. El tiempo de extension depende del tamafio de la
amplificacion. Es normal que al final de todos los ciclos se realice una ultima elongacién de 5
minutos a 72°C.

10.2.8. Niimero de ciclos

Este numero depende de la cantidad de ADN que existe en la muestra una vez que el resto de fac-
tores han sido optimizados. Es importante no realizar un nimero alto de ciclos ya que puede dar
lugar a la amplificacion de productos no deseados originados por hibridaciones no especificas.

Hay que tener en cuenta que la reaccion estd producida por una enzima que sufre el efecto
meseta que describe la atenuacion en la tasa de la acumulacion del producto. Después de un
numero determinado de ciclos la amplificacion deja producirse de manera exponencial y llega
a una fase estacionaria. Generalmente cuando el efecto meseta se produce, la cantidad de ADN
sintetizado es suficiente para su posterior utilizacion.

La PCR es una técnica rapida y versdtil, convirtiéndose hasta la fecha en una técnica comun-
mente utilizada en diversos laboratorios. Tiene ventajas tales como requerir una cantidad mi-
nima de templado en la reaccidn, el cual no necesariamente debe estar puro, permitiendo una
facil y rapida obtencién de resultados. Sin embargo, la experiencia ha permitido establecer una
gran limitante, como es la alta susceptibilidad de contaminacion en alguna de las etapas de
la técnica: la extraccion del templado, la preparacion de reactivos, la dispensacion o carga del
templado y la etapa de electroforesis.

Para minimizar este problema existen ciertas condiciones que deben ser controladas, tales
como: separar areas de trabajo contaminadas con templado de aquellas areas libres de él con
sets independientes de equipamiento que no se deben compartir entre dreas (micropipetas,
gradillas, guardapolvos, guantes, refrigerantes, toalla absorbente, alcohol, marcadores, micro-
tubos, minicentrifugas, heladeras, etc) y mantener un flujo unidireccional de trabajo desde las
areas mas limpias hacia las mas sucias.
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La PCR es una técnica muy sensible, por lo que es de gran importancia evitar contaminaciones,
ya que es posible que el ADN no deseado (aunque se encuentre en una cantidad muy pequefia)
se amplifique y se obtenga un resultado que no es real.

La contaminacidn de las reacciones de PCR es un problema constante para los laboratorios que
realizan este procedimiento. Sin embargo, hay una serie de medidas para controlar esta conta-
minacion, y el grado de rigor que se requiere en un laboratorio a menudo se determina segun
el ensayo que se va a realizar.

Las fuentes mas comunes de contaminacion corresponden a templados y amplicones. Pueden
provenir de las muestras bioldgicas que se manipulan durante la etapa de extraccion y/o la
etapa de carga o dispensacion durante la preparacion de la reaccién de PCR, y de los amplico-
nes manipulados en el drea de post-PCR, principalmente. Ellas pueden ser muy problematicas
debido a su gran estabilidad, contaminando: equipos, superficies, micropipetas, microtubos,
soluciones, guantes, delantales, gradillas, refrigerantes y marcadores.

Las vias de contaminacion principales son los aerosoles y el derrame de soluciones. En el primer
caso la formacion de estas microgotas con dcido nucleico puede originarse por la apertura de
tubos que contengan templado y amplicones y son de facil dispersion. En cuanto a la segunda
via, el contacto de soluciones que contengan acidos nucleicos con la superficie de trabajo es
una via comun de contaminacion, la cual puede ocurrir ya sea por volcamiento de microtubos
(y el consecuente derrame de la solucion) o por la disposicion de tapas de microtubos sobre la
superficie, tips de micropipeta ya utilizados, etc. que dejan residuos contaminantes.

Para disminuir los riesgos de contaminacion en la PCR, debe realizarse un cuidadoso estudio
de la ubicacidn de las diferentes areas del proceso. A su vez, es fundamental el uso exclusivo de
equipamiento, guantes y material de laboratorio en cada area.

10.3.1. Recomendaciones para disminuir la contaminacion

- No deben almacenarse en un mismo refrigerador/ congelador, reactivos libres de tem-
plado junto con &cidos nucleicos purificados y/o con muestras bioldgicas.

- Si se detecta contaminacion en algun reactivo, primer, agua, enzima, etc, éste debe
ser eliminado. Para evitar pérdidas de los stocks de reactivos por contaminacion, se reco-
mienda preparar alicuotas previo a su uso, de manera de sélo eliminar la alicuota en uso
Si se detecta contaminacion.
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- Centrifugar brevemente (spin) los tubos que contengan dcidos nucleicos y luego abrirlos
cuidadosamente para evitar contaminar los guantes y las superficies.

- Lasuperficie utilizada para preparar las reacciones de PCR debe ser descontaminada con
radiacion ultravioleta antes y después de la preparacion (15 a 30 minutos). Si se sospecha
contaminacién, adicionalmente, una vez terminado el trabajo, pueden limpiarse las super-
ficies con una solucion de 0,5- 1,0 % de hipoclorito de sodio, que luego debe ser removido
con etanol 70%. También es posible utilizar soluciones comerciales para este fin.

- Es recomendable incorporar siguientes controles negativos, para tener un mejor manejo
de las contaminaciones.

- (Cada vez que un operador ingrese a un drea diferente debe ponerse guantes y guardapol-
VO nuevos, y utilizar sélo los equipos y materiales disponibles en esa area. Es altamente
recomendable el uso de delantales desechables.

10.3.2. Flujo de trabajo

Debe seguirse un flujo de trabajo unidireccional al realizar las actividades propias de un labora-
torio de PCR, de manera de trabajar siempre desde el area mas limpia hacia las dreas mas su-
cias: Preparacion de reactivos, Carga o dispensacion del templado, Amplificacién y Deteccion.

Area de extraccion y purificacion de templado

En este espacio deben realizarse las extracciones y/o purificaciones de dcidos nucleicos que
luego seran utilizados como templado para las reacciones de PCR. El almacenamiento de este
material debe realizarse en un congelador exclusivo ubicado dentro de este espacio. La ex-
traccion debe realizarse en un gabinete de bioseguridad clase I, de forma que el personal que
manipule muestras bioldgicas se mantenga protegido v, al mismo tiempo, se aisle el templado
de posibles contaminaciones externas.

Area limpia de preparacion de reactivos

El drea de preparacion de reactivos se define como aquella area limpia donde se utilizan pro-
tocolos y equipamientos para preparar las mezclas de reaccién que seran utilizadas en la PCR.
Todo equipamiento de esta drea es exclusivo y no se puede utilizar en otra drea del laboratorio.
En este lugar debe haber un congelador de -20°C de uso exclusivo para almacenar los reactivos
utilizados para preparar reacciones de PCR, y nunca mezclarlos con cualquier tipo de material
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bioldgico. Los stocks de primers y los reactivos de PCR nuevos deben almacenarse en una ubi-
cacion diferente, dentro del mismo congelador, con respecto a los reactivos de uso diario, para
evitar su posible contaminacion.

Los guardapolvos y guantes utilizados en esta drea deben ser exclusivos, ya que no debe existir
contaminacion desde otras areas. Por lo tanto, el personal que ingrese a esta sala debe sacarse
previamente los elementos de proteccion que esté utilizando, y vestir elementos de proteccion
limpios una vez dentro de esta drea.

Este espacio debe contar con una cabina de PCR cerrada que posea luz ultravioleta. Dentro de
esta cabina deben manipularse todos los reactivos para preparar mezclas de PCR. En su interior
deben mantenerse la micropipetas, tubos y gradillas de uso diario.

Area de carga o dispensacion de templado

En esta area deben dispensarse los templados a las mezclas de PCR que han sido preparadas
en el area limpia. El personal debe ingresar y utilizar los elementos de proteccidn exclusivos de
esta drea. Antes de abrir los tubos que contienen el ADN templado, debe realizarse una breve
centrifugacion para evitar el escape de aerosoles al abrir el tubo. Una vez adicionado el 4cido
nucleico templado, cerrar herméticamente los tubos y llevar al area de amplificacion.

Area de amplificacion y deteccion

Antes de entrar a esta drea sucia, el personal debe vestir guantes y delantal exclusivos de este
sector. Al finalizar la reaccion en el termociclador, los amplicones son manipulados en el sector
de electroforesis para la verificacion de resultados, el cual debe contar con camaras de electro-
foresis, fuentes de poder y los materiales requeridos para su funcionamiento y documentacion.

Han surgido numerosas modificaciones derivadas del método basico inicial, con el propdsito de me-
jorar el rendimiento o la especificidad, adaptarse a muestras particulares, amplificar moléculas de
ARN en lugar de ADN, producir cadenas de hebra sencilla.

Las variantes mas comunes son: PCR anidada, PCR larga, PCR in situ, PCR inversa, PCR con adapta-
dores, PCR asimétrica, PCR multiple, RT-PCR, PCR en tiempo real.

A continuacion se detallan las variantes de la PCR que serdn descriptas para su empleo en
paludismo.
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10.4.1. PCR anidada

Es una técnica muy sensible de PCR en la que el producto de una amplificacion es utilizado
como molde para realizar una segunda amplificacion con cebadores que se ubican dentro de la
primera secuencia amplificada, es decir, cuando tenemos el primer amplicdn se pueden unir los
cebadores y se hace de nuevo una amplificacion dentro del amplicon inicial. Este tipo de PCR
tiene la ventaja de brindar alta sensibilidad y especificidad. La especificidad aumenta porque
como es amplificacion de un amplicon obtenido previamente, los cebadores sélo van a hibridar
en un sitio dentro de la molécula y el resultado sera una Unica banda. Asi, se evitan posibles
hibridaciones inespecificas de los cebadores.

PCR anidada
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10.4.2. PCR multiplex

Es una PCR en la cual se amplifica simultaneamente mds de una secuencia. Para ello, se com-
binan dos 0 mds pares de cebadores en un mismo tubo, junto con el resto de los reactivos de
la reaccion en cantidades suficientes, para amplificar simultdneamente varios segmentos de
ADN. Tiene como ventajas informacion sobre varios locus en una sola reaccion, menor cantidad
de molde para el analisis, menor cantidad de reactivos, rapida construccion de bases de datos.
Entre sus desventajas estd que para llevarla a cabo adecuadamente y sin errores, se requiere de
una cuidadosa optimizacion del proceso.

Par de primers A Par de primers B Par de primers C  Par de primers D

- -

PCR con los 4 pares de
primers en un tubo

' # ! '

Fragmento A Fragmento B Fragmento C Fragmento D
i1
) 20
D
PCR multiplex

10.4.3. PCR en tiempo real o PCR cuantitativa (qPCR)

En la PCR en tiempo real, los procesos de amplificacién y deteccién se producen de mane-
ra simultdnea en el mismo vial cerrado, sin necesidad de ninguna accién posterior. Ademas,
mediante deteccién por fluorescencia se puede medir durante la amplificacién la cantidad de
ADN sintetizado en cada momento, ya que la emision de fluorescencia producida en la reac-
cion es proporcional a la cantidad de ADN formado. Esto permite conocer y registrar en todo
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momento la cinética de la reaccion de amplificacion. Los termocicladores para llevar a cabo la
PCR en tiempo real incorporan un lector de fluorescencia y estan disefiados para poder medir,
en cualquier momento, la fluorescencia emitida en cada uno de los viales donde se realice la
amplificacion.

La PCR en tiempo real también permite identificar con una muy alta probabilidad, muestras de
ADN especificas a partir de su temperatura de fusion (también denominado valor Tm, del inglés
melting temperature).

Los sistemas de deteccion por fluorescencia empleados en la PCR a tiempo real pueden ser de
dos tipos: agentes intercalantes y sondas especificas marcadas con fluorocromos, disefiadas.

Son fluorocromos que aumentan notablemente la emision de fluorescencia cuando se unen a
ADN de doble hélice. El mas empleado en PCR a tiempo real es el SYBR Green. El incremento
de ADN en cada ciclo se refleja en un aumento proporcional de la fluorescencia emitida. Este
sistema de deteccion tiene la ventaja de que la optimizacién de las condiciones de la reaccion
es muy facil y ademas, es mas barato que las sondas especificas. El principal inconveniente de
los agentes intercalantes es su baja especificidad, debido a que se unen de manera indistinta a
productos generados inespecificamente o a dimeros de cebadores, muy frecuentes en la PCR.
Para mejorar la especificidad se deben emplear condiciones de reaccion Optimas y una selec-
cion cuidadosa de los cebadores para disminuir el riesgo de formacion de dimeros. Ademas es
recomendable iniciar la reaccion de sintesis de ADN a temperaturas elevadas lo cual disminuye
de forma notable el riesgo de amplificaciones inespecificas. Los equipos para PCR a tiempo real
tienen la posibilidad de determinar la temperatura de fusion de los fragmentos amplificados
(Tm= temperatura a la que el 50% del ADN de la molécula esta desnaturalizado). Cada frag-
mento amplificado tiene una Tm caracteristica, que depende sobre todo de su longitud y de la
composicion de sus bases. Esta aplicacion permite comprobar, aunque no siempre con absoluta
garantia, la especificidad de los fragmentos detectados en la PCR. Por otra parte, los agentes
intercalantes no permiten la identificacion de polimorfismos en la secuencia blanco.
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Son sondas marcadas con dos tipos de fluorocromos, un donador y un aceptor. Todas se ba-
san en el principio FRET (Flourescence Resonance Energy Transfer por sus siglas en inglés),
que consiste en la transferencia de energia entre dos fluoréforos: un donador (reportero) y un
aceptor (apagador o quencher), los cuales emiten Muorescencia a diferente longitud de onda.
Cuando el reportero y el quencher se encuentran proximos, el quencher absorbe toda la fluo-
rescencia del reportero. Cuando este par de moléculas se separa, la fluorescencia del reportero
no puede ser absorbida por el apagador y en consecuencia puede ser detectada por el foto-
detector. Esto permite monitorizar el cambio del patron de fluorescencia y deducir el nivel de
amplificacion del gen.

Entre estas sondas se encuentran las sondas de hidrdlisis o sondas TagMan (siendo éstas las
mas utilizadas), Molecular Beacons, sondas FRET y primers o sondas Scorpion.

PCR en tiempo real
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CAPITULO 11
IMPLEMENTACION DE LAS TECNICAS MOLECULARES

Todas las técnicas de amplificacion del acido nucleico en paludismo estan recomendadas para
realizacién de estudios especificos pero no para el manejo de los casos y la vigilancia rutinaria.

Existen varias técnicas de amplificacion del dcido nucleico disponibles, que son mas sensibles
para detectar el paludismo que los TDR y la microscopia. En general, el uso de herramientas
de diagndstico altamente sensibles debe considerarse solo en entornos de baja transmision
en los que vya existe un diagndstico y tratamiento de malaria ampliamente difundido y bajas
tasas de prevalencia de parasitos (por ejemplo, <10%). Las infecciones submicroscdpicas de P
falciparum'y P, vivax son comunes tanto en entornos de transmision baja como alta. El uso de
métodos de amplificacion del dcido nucleico debe considerarse para la investigacién epidemio-
l6gica y las encuestas para mapear infecciones submicroscopicas en dreas de baja transmision.
Los métodos moleculares también pueden usarse para identificar focos para intervenciones
especiales en entornos de eliminacion.

Las técnicas basadas en PCR consisten en la deteccién de ADN de Plasmodium amplificado
a niveles detectables a partir de cantidades pequefias presentes en muestras de sangre total
anticoagulada, muestra de sangre en papel filtro o Iaminas coloreadas.

La PCR ha demostrado una mayor sensibilidad y especificidad que el examen microscopico
convencional. La PCR puede detectar tan solo 1-5 parasitos/pl de sangre (< 0.0001% de los
glébulos rojos infectados) en comparacion con alrededor de 10-100 pardsitos/ul de sangre por
microscopia o TDR.

Algunas modificaciones de la PCR estan demostrando ser confiables, por ejemplo, PCR anidada
y PCR en tiempo real, y parecen ser técnicas de segunda linea Utiles cuando los resultados de
los métodos de diagndstico tradicionales no son concluyentes en pacientes con signos y sinto-
mas de paludismo; también permiten la determinacién exacta de especies. Recientemente, la
PCR ha sido ampliamente aceptada para la identificacion de infecciones por P know/esi.



Aunque la PCR parece haber superado los dos problemas principales de sensibilidad y especifi-
cidad del diagndstico del paludismo, la utilidad de la PCR esta limitada por metodologias com-
plejas, alto costo y la necesidad de técnicos especialmente capacitados. La PCR, por lo tanto,
no se implementa de manera rutinaria en los paises en desarrollo debido a la complejidad de
las pruebas y la falta de recursos para realizar estas pruebas de manera adecuada y rutinaria. El
control de calidad y el mantenimiento de los equipos también son esenciales para la técnica de
PCR, por lo que puede no ser adecuada en areas rurales remotas o en la rutina. Estas técnicas
pueden ser utilizadas en laboratorios de referencia y laboratorios de investigacion debido a sus
requerimientos técnicos.

En Argentina la aplicacion de las técnicas moleculares esta a cargo del Laborato-
rio Nacional de Referencia y podran ser transferidas a los Laboratorios Jurisdiccionales.
Se emplean con fines de investigacion y/o identificacién de especie en aquellos casos en los
cuales la microscopia dptica arroja resultados no conclusivos, quedando a criterio del Labora-
torio Nacional de Referencia su aplicacion.

Se utilizan los siguientes protocolos de amplificacion:

- PCR para diagndstico de Plasmodium vivax basada en deteccidon de secuencias repe-
titivas (Carnevale y col., 2004).

- PCR anidada para P, falciparum, P vivax, P malariae y P ovale (Snounou y col., 1993,
modificada por Johnston y col., 2006), ante sospecha de infecciones mixtas.

- PCR en tiempo real basada en ARN ribosomal 18S con sondas TagMan, para P, falcipa-
rum, P vivax, P malariae y P. ovale (Rougemont y col., 2004), para identificacion a nivel
de especie.

- PCR anidada para P knowlesi (Singh y col., 2004).

El laboratorio de biologia molecular tiene una serie de condiciones especiales relacionadas con
el manejo de reactivos, elementos y equipos que pueden influir en la salud del personal asi
como repercutir en el medio ambiente. Es importante conocer las normas establecidas, familia-
rizarse con el uso de cada uno de los materiales de trabajo para evitar cometer errores o sufrir
accidentes durante su manipulacion.
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El personal del laboratorio esta expuesto a una serie de riesgos ocupacionales por agentes
fisicos, quimicos y bioldgicos, los cuales pueden originar alteraciones en la salud, generalmente
prevenibles si se aplican las normas de bioseguridad, que incluyen el manejo correcto de ma-
terial infeccioso, asi como el uso de elementos protectores, y el manejo adecuado de desechos
bioldgicos y reactivos quimicos.

11.2.1. Clasificacion general de factores y agentes de riesgo

Este tipo de riesgo estd determinado por una variedad de agentes:
- Mecanico: objeto en movimiento.
- Térmico: altas o bajas temperaturas.
- Eléctrico: alto voltaje y conexiones eléctricas.
- Radiaciones: ionizantes y radioactivas.
- Incendios.
- lluminacidn.
- Ruidos o vibraciones: por funcionamiento de equipos.
- Microclima: condiciones de temperatura de instalacion.

- Presiones anormales.

Al manipular reactivos quimicos, s necesario conocer y evaluar sus peligros y deter-
minar la forma apropiada para su manejo seguro. Esta informacion se obtiene de las etiquetas,
hojas de seguridad suministradas por el fabricante u otras fuentes. Las etiquetas del fabricante
incluyen el nombre del producto, el pictograma de seguridad, las frases de riesgo entre otras.
Las hojas de seguridad informan sobre las propiedades fisicas, quimicas y toxicoldgicas de una
sustancia y los procedimientos recomendados para una manipulacion segura, uso de equipos
para proteccion, primeros auxilios, tratamiento de desechos, derrames y otros. La clasificacion
de las sustancias quimicas depende de su peligrosidad, de lo cual se establece que existen:

- Téxicas
- Muy téxicas

- Corrosivas



- lrritantes

- Inflamables

- Extremadamente inflamables

- Comburentes (en contacto con otras producen reaccion exotérmica)
- Explosivas

- Nocivas

- Peligrosas para el medio ambiente

- (aseosos (gases, vapores, aerosoles), sélidos (polvos organicos o

- inorganicos, humos metalicos), liquidos (rocio, neblinas), compuestos

- (hidrocarburos).

Los riegos bioldgicos se pueden identificar segun: el tipo de material bioldgico que
se manipula, los procedimientos de rutina realizados en el laboratorio, el manejo de desechos
bioldgicos, el aseo y desinfeccion de las dreas de trabajo, la disponibilidad de implementos de
proteccion personal, los protocolos de reconocimiento, las enfermedades relacionadas con el
trabajo, los accidentes e incidentes mas comunes como pinchazos, cortaduras e inhalaciones,
las enfermedades ocupacionales adquiridas en el laboratorio.

El trabajo en un laboratorio de biologia mo-
lecular se lleva a cabo en condiciones especiales que pueden influir en la salud del personal y
tener repercusiones negativas para el medio ambiente. La principal caracteristica lo constituye
la labor intensiva del factor bioldgico, especificamente cuando se trabaja con microorganismos,
su metabolismo v los tipos reactivos, materiales y equipos cominmente empleados. Durante
la manipulacion se puede generar la produccion de aerosoles infectivos que contaminen el
ambiente laboral o l0s ensayos que se estén desarrollando.

11.2.2. Normas de precaucion

Existen algunas normas de precaucion universal que son necesarias tenerlas presentes en el
manejo del laboratorio:

- Utilizar siempre elementos de barrera adecuados segun las necesidades: blusa, guan-
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tes, mecheros, tapabocas, mascarillas, cdmaras de seguridad, gafas, etc. para evitar con-
tacto de mucosas y piel con aerosoles, gotas y salpicaduras.

- Ellavado de manos es una de las estrategias mas sencillas pero de suma importancia;
este se debe hacer minuciosa y vigorosamente antes y después de tener contacto con sus-
tancias o algun tipo de muestras. En caso de contacto directo con la piel o los ojos deben
enjuagarse inmediatamente con abundante agua.

- Mujeres en estado de embarazo deben conocer y aplicar estriccamente las normas de
bioseguridad.

En un laboratorio de biologia molecular las precauciones adicionales que se deben adoptar son:

- Conocer las caracteristicas de toxicidad de los reactivos y manejarlos de acuerdo a
recomendaciones de los insertos y/o la ficha técnica respectiva.

- Conocer la distribucion de las diferentes secciones del laboratorio, para evitar posibles
riesgos de contaminacién de las muestras que produzcan alteraciones en los resultados
finales.

Utilizar siempre implementos de proteccion limpios (guantes, mascara, barbijo, guardapolvo)

Lavarse las manos antes y después de trabajar en el laboratorio

No tocar con las manos enguantadas 0jos, nariz u otras mucosas expuestas.

Desinfectar el drea de trabajo antes y después de cada trabajo utilizando lavandina al
10% por 15 minutos.

- No pipetear ningun reactivo o solucion acuosa con la boca.
- Los reactivos después de su uso, deben quedar perfectamente cerrados.

- Los materiales de desecho deben descartarse de acuerdo a su naturaleza: inactivados
o tratados en las bolsas de basura del color adecuado y recipientes dispuestos para tal fin.

Se tendran en cuenta las condiciones de bioseguridad descriptas en los Manual de Biosegu-
ridad del CDC y OMS (Bioseguridad en laboratorios de microbiologia y biomedicina CDC; y
Bioseguridad en los laboratorios Organizacion Mundial de la Salud-32 ed).



11.2.3. Términos a considerar

Carcindgeno: agente que se sabe 0 sospecha causa cancer.

Mutdgeno: Agente que induce mutaciones en el material genético.
Teratégeno: agente que se sabe 0 sospecha que ocasiona dafo al feto.

Toxico: Sustancia que ocasiona dafio a la salud, por exposicion corta o prolongada, cuando es
ingerida, inhalada o absorbida por la piel 0 mucosas.

Corrosivo: agente quimico que destruye el tejido o los materiales por contacto directo.
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CAPITULO 12
TOMA DE MUESTRAS PARA PCR

12.1.1. Propdsito

Describir los pasos a seguir para la toma de muestras de sangre en papel de filtro para el
diagndstico molecular de paludismo.

12.1.2. Introduccion

La técnica de PCR es mas sensible para el diagndstico de la malaria que la microscopia,
particularmente para infecciones mixtas y baja parasitemia. Algunas muestras en el laboratorio
podrian analizarse por PCR para confirmar especies e infecciones mixtas.

La toma de muestra por puncion digital sobre soporte de papel de filtro le adiciona la
ventaja de utilidad para estudios de campo debido a la simplicidad de recoleccion, transporte,
mantenimiento y procesamiento.

Las muestras de sangre recolectadas en papel de filtro también podrian ser usadas para
la genotipificacion de cepas de parasitos para distinguir infecciones debido a la transmision
local de casos importados en entornos de eliminacion del paludismo.

12.1.3. Materiales

o Tarjeta de papel de filtro Whatman #1 (segin medidas)

e  Bolsas de plastico de cierre hermético, una para cada paciente
e  Desecante con silica gel

e  lancetas estériles

e Alcohol



e Algodon

o Heladeraa 4°Co freezer a -20°C o freezer a -80°C
e  (uantes

e  Descartador de elementos cortopunzantes

e lapicera

12.1.4. Procedimiento

Durante la toma de muestras el operador debera utilizar guantes. Para la obtencion de la mues-
tra se realizard el siguiente protocolo:

1. Rotular la tarjeta de papel de filtro con el nombre o nimero de paciente y la fecha.

2. Sostener la mano izquierda del paciente con la palma hacia arriba y seleccionar el dedo
anular.

3. Limpiar firmemente el dedo con algodén embebido en alcohol, para remover suciedad o
grasitud de la yema del dedo.

4. Secar con un algoddn limpio fuertemente para estimular la circulacién sanguinea.
5. Punzar la cara lateral del dedo con una lanceta estéril.

6. Aplicar una presion suave para que salga la primera gota, descartarla en un algodon y
asegurarse que no quede resto de algodon en el dedo.

7. Colectar la sangre rapidamente sobre las 4 posiciones de la tarjeta, aplicando presion so-
bre el dedo.

8.  Utilizar el patron para la preparacion de la tarjeta
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Patron a utilizar para la preparacion de las tarjetas

9. Limpiar la sangre remanente en el dedo con un algodén

10. Permitir el secado sobre una superficie plana, protegido de insectos, polvo y calor extre-
mo.

1. Colocar en bolsa con cierre el hermético y guardar.

12.1.5. Comentarios

- Almacene las muestras en un refrigerador a 4°C cuando no se procesen inmediatamente
después de la recoleccion, pero dentro de un periodo de 4 semanas.

- Almacene las muestras en un congelador a -20°C para procesar dentro de los 3 meses.

- Almacene las muestras en un congelador a -80°C cuando para procesar después de 1afio.



12.2.1. Proposito

Describir los pasos a seguir para la toma de muestras de sangre por puncion venosa para
el diagnostico molecular de paludismo.

12.2.2. Introduccion

En algunos establecimientos de salud, se toman muestras de sangre venosa para mul-
tiples analisis. Se recogen volumenes mas grandes que por puncion digital, y se almacenan en
tubos que contienen anticoagulante (preferiblemente EDTA). Las muestras de sangre venosa
tratadas con anticoagulantes pueden usarse para diagndstico molecular de paludismo y para
suempleo en TDR.

12.2.3. Materiales

e Jeringa de10 ml

e Aguja 21G x 38 mm

e lazo

e Algodon

e  Parchetipo curita

e Tubo plastico de 15 ml con tapa a rosca
e Tubos de microcentrifuga de 1.5 ml

e  Gradilla para tubos de centrifuga

e  Gradilla para tubos de microcentrifuga
e Planilla de registro

e  Boligrafo.
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Marcador indeleble

Guantes

Descartador de elementos corto-punzantes

Alcohol 962

EDTA 0.125 M. Agregar 100 pl al tubo de 15 ml tapa a rosca

12.2.4. Procedimiento

1. Solicitar al paciente que descubra su brazo por sobre el codo.

2. Colocar el antebrazo del paciente sobre una superficie plana con la palma hacia arriba.

N

Ligar en el brazo a puncionar con el lazo a 4-5 ¢cm por sobre el pliegue del codo. Pasar el
lazo por detras quedando con ambos extremos por delante, luego cruzar por delante y
pasar uno de los extremos por dentro pero hasta la mitad, dejando un extremo libre.

4. Localizar la vena a puncionar por palpacion y valorizar su calibre.

5. Limpiar el sitio de puncién en un sentido, hacia arriba siguiendo el sentido del retorno
Venoso.
6. Colocarse guantes de latex.

7. Abrir el envase donde se encuentra la jeringa.

1S

Aplicar alcohol en la zona de puncion.

9. Conectar la aguja a la jeringa.

10. Traccionar suavemente la piel.

1. Verificar que el bisel de la aguja este hacia arriba.

12.  Introducir la aguja en la piel en un dngulo no superior a 45¢.



13. Una vez puncionada la vena, aspirar suavemente. No movilizar la aguja ni pegarse a las
paredes de la vena. Aspirar lentamente sin movilizar la aguja de su sitio.

14.  Tomar 10 ml de sangre.
15.  Desligar el lazo tirando del extremo libre.
16. Retirar la aguja en forma paralela.

17. Presionar la zona de puncién con tdrula de algoddn seca. El tiempo de presién debe ser
minimo de 1 minuto, para evitar hematoma postpuncion o sangrado.

18.  Con mucho cuidado llenar el tubo conteniendo el anticoagulante.
19. Una vez terminado de llenar el tubo, desechar aguja en recipiente de cortopunzantes.

20. Colocar al paciente parche curita en el sitio de puncion, observando que no exista salida
de sangre.

21. Tapar el tubo con sangre y mezclar por inversion.
22. Fraccionar la muestra en tubos de microcentrifuga en alicuotas de 300 pl por tubo.

23. Mantener la muestra a -20°C hasta su procesamiento.

12.2.5. Comentarios
- Deberan ser remitidos al laboratorio al menos 5 alicuotas de 300 pl.

- Las muestras sanguineas para métodos moleculares deben ser procesadas lo mas pronto
posible, ya que periodos prolongados de almacenamiento pueden degradar el ADN.
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CAPITULO 13
EXTRACCION DE ADN

13.1.1. Propasito

Describir los pasos a seguir para la extraccién de ADN a partir de muestras de sangre en
papel de filtro para el diagndstico molecular de paludismo.

13.1.2. Introduccion

Las muestras de sangre recolectadas en papel de filtro pueden ser facilmente procesa-
das para aislamiento de ADN mediante elucidn, lisis y precipitacién o empleando kits comercia-
les, eliminando las desventajas de volimenes grandes de sangre.

13.1.3. Materiales

e Pipetas automaticas de volumen variable
e Microcentrifuga

e Barfio termostatico

o Freezer-20°C

e Heladera 4°C

e Agitador magnético

e pHmetro



Materiales descartables:

o Tubos de microcentrifuga de 1.5 ml

*  Tipsde 1000 pl

« Tipsde10 pl
¢ Guantes
Reactivos

*  Solucion stock de Proteinasa K
*  Buffer de lisis para Paludismo
«  Etanol 70%

«  Agua bidestilada estéril

« Tris

Dodecil sulfato de sodio (SDS)
*  Cloruro de sodio

« EDTA

«  Acido clorhidrico

«  Hidréxido de sodio (en perlas)

13.1.4. Preparacion de soluciones

Solucion de Proteinasa K

Proteinasa K 20 mg

Agua bidestilada estéril Tml

Disolver y conservar en alicuotas de 20 ul a -20°C.
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Buffer de lisis para paludismo

Tris-HCl pH 8 10 mM
EDTApH 8 10 mM
SDS 1T %

NaCl 10 mM

Conservar a 4°C. En el momento de usar agregar al volumen necesario de buffer, solucién stock
de Proteinasa K para alcanzar una concentracion final de 200 pg/ml.

Tris-HCLTM pH 8

Tris 1211 ¢

Agua bidestilada 800.0 ml

Ajustar a pH 8 agregando aproximadamente 42 ml de HCl concentrado. Ajustar a volumen final
de 1000 ml con agua. Autoclavar.

Esta solucidn stock debera ser diluida con agua bidestilada estéril para alcanzar las molaridades
requeridas en cada caso.

Cloruro de sodio5M

Cloruro de sodio 2922 g

Agua bidestilada 1000.0 ml

Alicuotar y autoclavar.

Utilizar como solucidn stock para alcanzar las molaridades requeridas.

EDTA0.5M,pH 8
EDTA-Na,.2 H20 186.1 ¢
Agua bidestilada 800.0 ml

Agitar en agitador magnético. Llevar a pH 8 con NaOH (aproximadamente 20 g de perlas).
Alicuotar y autoclavar.

Utilizar como solucidn stock para alcanzar las molaridades requeridas.



Etanol 70%

Etanol absoluto 70 ml
Agua bidestilada estéril 30ml
13.1.5. Procedimiento

1. Recortar los circulos de 1cm de diametro de sangre.

2. Colocar 1circulo por tubo de microcentrifuga de 1.5 ml.

3. Agregar 1 ml de buffer de lisis.

4. Incubar 1hora a 56°C en bafio termostatico.

5. Transferir el sobrenadante a tubo limpio y descartar el filtro.
6. Agregar 800 ul de isopropanol.

7. Incubar 30 minutos a temperatura ambiente.

8.  Centrifugar durante 30 minutos a 14000 rpm. Marcar la posicion del tubo que se ubica
hacia el exterior de la microcentrifuga para identificar la posicion del pellet.

9. Usando una micropipeta, descartar el liquido por el lado opuesto a la posicion del pellet.
10. Agregar 500 pl de etanol 70%.

1. Centrifugar 5 minutos a 14000 rpm.

12. Descartar el etanol.

13.  Drenar sobre papel de filtro y evaporar.

14.  Disolver el pellet en 10 pl de agua bidestilada estéril.

15.  Conservar a -202C 0 -70¢°C.

13.1.6. Utilizacion de kit comercial

Podra emplearse el kit comercial QIAamp® DNA Mini Blood Kit. Se llevaran a cabo los procedi-
mientos de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
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Antes de comenzar

- Todos los pasos de centrifugacion se llevan a cabo a temperatura ambiente (15-25 ° C).
- Preparar un bafio de agua a 85°C, un bafio de agua a 56°C, y un bafio de agua a 70°C.
- Equilibrar el buffer AE a temperatura ambiente (15-25°C).

- Asegurarse de que los buffer AW1y buffer AW2 correctamente.

- Sisehubiera formado un precipitado en el buffer AL o en el buffer ATL, disolver incuban-
dolo a 56°C.

Procedimiento

1. Colocar un circulo de sangre seca cortado en 4 partes en un tubo de microcentrifuga de 1.5
mly agregar 180 ul de tampdn ATL.

2. Incubar a 85°C durante 10 minutos. Centrifugar brevemente para eliminar las gotas del
interior de la tapa.

3. Agregar 20 pl de solucion madre de proteinasa K. Vortexear e incubar a 56°C durante 1
hora. Centrifugar brevemente para eliminar las gotas del interior de la tapa.

4.  Agregar 200 pl de buffer AL a la muestra. Vortexear e incubar a 70°C durante 10 minutos.
Centrifugar brevemente para eliminar las gotas del interior de la tapa.

5. Agregar 200 pl de etanol (96-100%) a la muestra, y mezclar bien agitando en vortex.
Centrifugar brevemente para eliminar las gotas del interior de la tapa.

6. Aplicar cuidadosamente la mezcla del paso 5 a la columna QIAamp Mini spin (en un tubo
de recoleccion de 2 ml) sin humedecer el borde. Cerrar la tapa y centrifugue a 6000 x g
(8000 rpm) durante 1 minuto. Colocar la columna QlAamp Mini en un tubo limpio de 2 ml,
y desechar el tubo que contiene el filtrado.

7. Abrir con cuidado la columna y agregar 500 pl de buffer AW1 sin humedecer el borde.
Cerrar la tapa y centrifugar a 6000 x g (8000 rpm) durante 1 minuto. Colocar la columna
en un tubo de recoleccién limpio de 2 y desechar el tubo de recoleccion que contiene el
filtrado.



8. Abrir con cuidado la columnay agregar 500 ul de buffer AW2 sin mojar el borde. Cerrar la
tapa y centrifugar a velocidad mdxima (20000 x g; 14000 rpm) durante 3 minuto.

9. Colocar la columna en un nuevo tubo de recoleccion de 2 ml 'y desechar el tubo de reco-
leccion anterior con el filtrado. Centrifugar a maxima velocidad por 1 minuto para eliminar
la posibilidad de una posible transferencia de buffer AW2.

10.  Colocar la columna en un tubo de microcentrifuga limpio de 1.5 ml y desechar el tubo de
recoleccion que contiene el filtrado. Abrir con cuidado la columna y agregar 150 ul de bu-
ffer AE. Incubar a temperatura ambiente (15-25°C) durante 1 minuto, y luego centrifugar a
6000 x g (8000 rpm) durante 1 minuto.

1. Guardar a -20°C.

13.2.1. Proposito

Describir los pasos a seguir para la extraccion de ADN a partir de muestras de sangre obtenidas
por venopunctura para el diagndstico molecular de paludismo.

13.2.2. Introduccion

Las muestras de sangre pueden ser procesadas para la extraccion de ADN mediante la utiliza-
cion de kits comerciales para tal fin 0 mediante extraccion con solventes organicos. Estos pro-
tocolos permiten trabajar con diferentes volimenes de muestra de acuerdo a las necesidades.

13.2.3. Materiales

Equipos:
* Pipetas automaticas de volumen variable
* Microcentrifuga refrigerada

» Bafo termostatico
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o Freezer-20°C

*  Heladera 4°C

«  Vortex

+  Agitador magnético

*  pHmetro

Materiales descartables:

*  Tubos de microcentrifuga de 1.5 ml

*  Tipsde 1000 pl

*  Tips de 200 pl

+  Tipsde10 pl
«  Guantes

+ C(intadepH
Reactivos

+  Solucion stock de Proteinasa K
«  Buffer de lisis para Paludismo
+  BufferTE

+  Fenol equilibrado

*  Cloroformo-isoamilico (24:1)

+  Acetato de sodio 3M, pH5.2

*  Etanol 70%



+  Etanol absoluto

*  Agua bidestilada estéril

« Tris

*  Dodecil sulfato de sodio (SDS).
*  (Cloruro de sodio

« EDTA

«  8-hidroxiquinolina

*  B-mercaptoetanol

«  Acido acético glacial

«  Acido clorhidrico

+  Hidrdxido de sodio (en perlas)

13.2.4. Preparacion de soluciones

Solucion de Proteinasa K

Proteinasa K 20 mg

Agua bidestilada estéril Tml

Disolver y conservar en alicuotas de 20 ul a -20°C.

Buffer de lisis para paludismo

Tris-HCl pH 8 10 mM
EDTA pH 8 10 mM
SDS 1T %

NaCl 10 mM
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Conservar a 42C. En el momento de usar agregar al volumen necesario de buffer, solucién stock
de Proteinasa K para alcanzar una concentracion final de 200 ug/ml.

Buffer TE
Tris-HCI, pH 8 10 mM
EDTA, pH 8 TmM

Preparar con agua bidestilada

Fenol equilibrado

1. El fenol licuificado debe ser mantenido a -202C. Cuando se necesite, retirar el fenol del
freezer, dejar calentar a temperatura ambiente y derretir a 68°C.

2. Agregar 8-hidroxiquinolina a una concentracion final de 0.1%.

3. Al fenol derretido, agregar un volumen igual de buffer (generalmente Tris-HCI 0.5 M, pH
8) a temperatura ambiente.

4. Colocar en agitador magnético durante 15 minutos y luego apagar el agitador

5. Cuando las dos fases se hayan separado, aspirar tanto como sea posible de la fase superior
(acuosa).

6. Agregar al fenol un volumen igual de Tris-HCI 0.1 M, pH 8.
7. Repetir los pasos 4, 5.

8. Repetir las extracciones hasta que el pH de la fase fendlica sea mayor a 7.8 (medido con
cinta de pH)

9. Unavez que el fenol esté equilibrado y que la dltima fase acuosa sea removida, agregar 0.1
volumenes de Tris-HCI 0.1 M, pH 8 conteniendo 0.2% de B-mercaptoetanol.

10. La solucion de fenol equilibrado puede ser guardada en frasco color caramelo a 42C por
periodos de hasta 1 mes.

Nota: El fenol es altamente corrosivo y puede causar quemaduras severas.

Cloroformo-isoamilico (24:1)

Cloroformo 96 ml



Alcohol isoamilico 4 ml

Conservar a 4°C.

Acetato de sodio 3 M, pH 5.2

Acetato de sodio . 3H,0 40.8 g
Agua bidestilada 80.0 ml

Ajustar a pH 5.2 con acido acético glacial. Llevar a volumen final de 100 ml con agua bidestilada.

Autoclavar y conservar a temperatura ambiente

Tris-HCLTMpH 8

Tris 1211 ¢

Agua bidestilada 800.0 ml

Ajustar a pH 8 agregando aproximadamente 42 ml de HCl concentrado. Ajustar a volumen final
de 1000 ml con agua. Autoclavar.

Esta solucidn stock debera ser diluida con agua bidestilada estéril para alcanzar las molaridades
requeridas en cada caso.

Cloruro de sodio5M

Cloruro de sodio 2922 g

Agua bidestilada 1000.0 ml

Alicuotar y autoclavar.

Utilizar como solucidn stock para alcanzar las molaridades requeridas.

EDTA0.5M,pH 8
EDTA-Na,.2 H20 186.1 ¢
Agua bidestilada 800.0 ml

Agitar en agitador magnético. Llevar a pH 8 con NaOH (aproximadamente 20 g de perlas).
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Alicuotar y autoclavar.

Utilizar como solucidn stock para alcanzar las molaridades requeridas.

Etanol 70%
Etanol absoluto 70 ml
Agua bidestilada estéril 30 ml

13.2.5. Procedimiento
1. Realizar una alicuota de 300 pl de sangre
2. Lavar tres veces por centrifugacion con 300 pl de buffer TE

3. Resuspender el pellet de sangre en 300 ul de buffer de lisis para Paludismo (conteniendo
Proteinasa K).

4. Incubar 2 horas a 562C en bafio termostatico
5. Agregar 300 ul de fenol equilibrado y vortexear.
6. Centrifugar a 3000 rpm durante 3 minutos a temperatura ambiente

7. Recuperar la fase superior (acuosa) en tubo limpio de microcentrifuga de 1.5 ml. Descartar
la fase inferior (organica).

8. Agregar 150 pl de fenol equilibrado y 150 pl de cloroformo-isoamilico. Vortexear.
9. Repetir los pasos 6y 7.

10.  Agregar 300 ul de cloroformo-isoamilico y vortexear.

1. Repetir los pasos 6y 7.

12. Agregar 0.1 volumenes (30 ul) de acetato de sodio 3 M, pH 5.2 y 2.5 volumenes (825 ul)
de etanol absoluto frio. Mezclar por inversion.

13.  Incubar a -20°C durante toda la noche.



14.  Centrifugar durante 30 minutos a 4°C a 14000 rpm. (Marcar la posicion del tubo que se
ubica hacia el exterior de la microcentrifuga para identificar la posicion del pellet).

15.  Usando una micropipeta, descartar el liquido por el lado opuesto a la posicion del pellet.
16.  Agregar 500 pl de etanol 70%.

17.  Centrifugar 5 minutos a 14000 rpm.

18.  Descartar el etanol como se describe en 15.

19. Drenar sobre papel de filtro y evaporar (puede emplearse vacio)

20. Disolver el pellet en 10 pl de agua bidestilada estéril.

21.  Conservar a -20°C o -70°C.
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13.2.6. Utilizacion de kit comercial

Podra emplearse el kit comercial QIAamp® DNA Mini Blood Kit. Se llevaran a cabo los procedi-
mientos de acuerdo a las instrucciones del fabricante para el protocolo de sangre (spin).

No se requiere extraccion con fenol-cloroformo. EI ADN se une especificamente a la membrana
de silica gel mientras los contaminantes pasan. Los inhibidores de la PCR, tales como los ca-
tiones divalentes y las proteinas, se eliminan por completo en dos etapas de lavado eficaces,
dejando que el cido nucleico puro se eluya en agua o en un buffer provisto con el kit.

Antes de comenzar

- Todos los pasos de centrifugacion se llevan a cabo a temperatura ambiente (15-25°C).
- Equilibrar las muestras a temperatura ambiente (15-25°C).

- (alientar un bafio termostatico a 56°C.

- Equilibrar el buffer AE a temperatura ambiente.

- Asegurarse de que se hayan preparado correctamente los buffers AW1, buffer AW2 y Pro-
teasa QIAGEN.

- Sise haformado un precipitado en el tampdn AL, disolver incubandolo a 56°C.
Procedimiento

1. Pipetear 20 ul de proteasa QIAGEN (o proteinasa K) en el fondo de un tubo de microcen-
trifuga de 1,5 ml.

2. Agregar 200 pl de muestra de sangre al tubo de microcentrifuga y 4 ul de una solucién
madre de RNasa A (100 mg/ml) a la muestra.

3. Agregar 200 pul de buffer AL a la muestra. Vortexear por 15 segundos.
4. Incubar a 56°C durante 10 min.

5. Centrifugar brevemente el tubo de microcentrifuga para eliminar las gotas del interior de
la tapa.

6. Agregar 200 ul de etanol (96-100%) a la muestra, y vortexear por 15 segundos. Después



de mezclar, centrifugar brevemente el tubo de microcentrifuga de 1,5 ml para eliminar las
gotas del interior de la tapa.

7. Aplicar cuidadosamente la mezcla del paso 6 a la columna QlAamp Mini spin (en un tubo
de recoleccion de 2 ml) sin humedecer el borde. Cerrar la tapa y centrifugar a 6000 x g
(8000 rpm) durante T minuto. Colocar la columna en un tubo limpio de 2 ml y desechar
el tubo que contiene el filtrado. Cerrar cada columna para evitar la formacion de aeroso-
les durante la centrifugacion. Si el lisado no pasé completamente a través de la columna
después de la centrifugacion, centrifugar nuevamente a mayor velocidad hasta que la
columna esté vacia.

8. Abrir con cuidado la columna y agregar 500 ul de buffer AW1 sin humedecer el borde.
Cerrar la tapa y centrifugar a 6000 x g (8000 rpm) durante 1 minuto. Colocar la columna
en un tubo de recoleccion limpio de 2 ml y desechar el tubo de recoleccion que contiene
el filtrado.

9. Abrir con cuidado la columna y agregar 500 pl de buffer AW2 sin mojar el borde. Cierrar la
tapa y centrifugar a velocidad maxima (20000 x g; 14000 rpm) durante 3 minutos.

10. Colocar la columna en un nuevo tubo de recoleccion de 2 ml y desechar el tubo de reco-
leccion anterior con el filtrado. Centrifugar a maxima velocidad por 1 minuto para eliminar
la posibilidad de una posible transferencia de buffer AW2.

1. Colocar la columna en un tubo de microcentrifuga limpio de 1.5 ml y desechar el tubo de
recoleccion que contiene el filtrado. Abrir cuidadosamente la columna y afiadir 200 ul de
buffer AE. Incubar a temperatura ambiente (15-25°C) durante 5 minutos, y luego centrifu-
gar a 6000 x g (8000 rpm) durante 1 minuto.

12.  Guardar a -20°C.
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CAPITULO 14
PROTOCOLOS DE AMPLIFICACION

14.1.1. Propasito

Describir los pasos a seguir para llevar a cabo la reaccion de PCR para amplificacion de secuen-
cia repetitiva de ADN de P vivax.

14.1.2. Introduccion

La técnica de PCR-Pv411 es un ensayo que detecta especificamente una secuencia repetitiva
(1.5 x 10° copias/genoma haploide) de P, vivax de 411 pares de bases, con un limite de deteccion
de 1.7 pardsitos/ul de sangre (Carnevale y col., 2004).

14.1.3. Materiales

Equipos
«  Termociclador
*  Pipetas automaticas de volumen variable

s Freezer-20°C

Materiales descartables

*  Tubos de pared delgada para PCR de 0.2 ml, tapa domo (utilizados para la reaccion en si)
«  Tubos de microcentrifuga de 0.5 ml (utilizados para la preparacion de reactivos)

*  Tipsde 10 ul confiltro

*  Tips de 200 pl confiltro

¢ Guantes



Reactivos

*  Primers sintéticos

«  dNTP Mix

« Taq DNA polimerasa

*  Buffer de reaccion 10X (con CIK)
*  Cloruro de magnesio

«  Agua bidestilada estéril

14.1.4. Preparacion de soluciones

Primers sintéticos
Primer Pv411F 5" -TGTACATGGAAGCGCTAGCG-3°
Primer Pv411R 5" -ACTTCCACTTGACGCAGAAG-3°

(correspondientes a los extremos de una secuencia de ADN de P, vivax que contiene una se-
cuencia repetitiva)

Preparar cada uno por separado a una concentracion stock de 200 uM con agua bidestilada
estéril.

La solucion de trabajo se realizara diluyendo 1:10 la solucion stock (concentracion = 20 uM).

dNTP Mix

Preparar la mezcla de dCTP, dGTP, dTTP y dATP, a una concentracion final de 25 mM de cada
desoxinucledtido trifosfato.
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Taq DNA polimerasa

Se usard enzima comercial con concentracion de 5U/pl.

Buffer de reaccion 10X
Se utilizara el buffer 10X provisto con la enzima por el proveedor.

El buffer 10X deberd tener la siguiente composicion:

Cloruro de potasio (KCI) 500 mM
Tris-HCl, pH 8.8 100 mM
Nonidet P40 0.8 %
Cloruro de magnesio

Se usara cloruro de magnesio con concentracion 25 mM.

14.1.5. Muestra

ADN gendmico a una concentracion de aproximadamente 100 ng/ul en agua bidestilada estéril.

Muestras de sangre anticoagulada
Extraccion estandar: utilizar 2 pl de ADN resuspendido.

Extraccion con kit comercial: 1 ul de ADN eluido.

Muestras de elutorios
Extraccion estandar: utilizar 2 pl de ADN resuspendido.

Extraccion con kit comercial: 5 pl de ADN eluido.



14.1.6. Procedimiento

1. Preparar la mezcla de reaccion de acuerdo a la cantidad de muestras que serdn procesa-
das. Considerar que en cada reaccién debera adicionarse un control positivo de ADN, un
control negativo de ADN, y un tubo conteniendo sélo mezcla de reaccién (sin ADN).

Por cada tubo deberan combinarse los siguientes componentes, utilizando un tip con filtro
diferente para cada item:

Reactivos Concentracion inicial Concentracion final Para1tubo en pl

H,0 35.40
100 mM Tris-HCI (pH 8.8), | 10 mM Tris-HCI (pH 8.8),
Buffer 10X 500 mM KCl, 0.8% Noni- | 50 mM KCl, 0.08% Noni- 5.00
det P40 det P40

Mg, Cl 25mM 1.5mM 3.00
Primer Pv411 F 20 uM 0.2uM 0.50
Primer Pv411 R 20 uM 0.2uM 0.50
dNTP 25mMc/u 200 uM c/u 0.40
Taq DNA Polymerasa 5 UMl U 0.20
Templado ADN 5.00
Volumen final 50.00

2. Alicuotar la mezcla de reaccion preparada en tubos de pared delgada (45 pl/tubo).

3. Enun cuarto independiente cargar la muestra de ADN (x ul de acuerdo a muestra inicial y
protocolo de extraccion +z ul de H,0 =5 pl).

4. Colocar los tubos en el termociclador.

5. Programar el equipo segun el siguiente protocolo de amplificacion:
Desnaturalizaciona 98°C 60 segundos

Desnaturalizacion a 94°C 60 segundos

Annealing a 45°C 60 segundos 30 ciclos
Extensién a 72¢C 60 segundos
Extensidn final a 72¢C 5 minutos

Refrigeracion a 4°C
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6. Colocar a funcionar el termociclador segun el programa descripto.

7. Después de la reaccion de PCR, analizar 15 ul de los productos de amplificacion por elec-
troforesis en geles de agarosa. El amplicon esperado es de 411 pares de bases (pb).

8. Fotografiar.

14.2.1. Proposito

Describir los pasos a seguir para llevar a cabo la reaccién de PCR anidada para P, falciparum, P
vivax, P malariae y P. ovale.

14.2.2. Introduccion

Esta PCR anidada para P, falciparum, P. vivax, P malariae y P. ovale (Snounou y col., 1993; mo-
dificada por Johnston y col., 2006), sera llevada a cabo ante sospecha de infecciones mixtas.

El protocolo se basa en la amplificacion de fragmentos del gen de la subunidad pequefia del
ARN ribosomal. Dos primers género especificos son usados para el primer round de amplifica-
cion. Una alicuota del producto del primer round es usada para un segundo round de amplifi-
cacion, en cual cada especie de parasito es detectada por separado utilizando primers espe-
cies-especificos. Los tamafios de los amplicones especificos son diferentes para cada especie:
205 pb para P, falciparum, 120 pb para P, vivax, 144 pb para P. malariae y 800 pb para P, ovale.

14.2.3. Materiales

Equipos
«  Termociclador
*  Pipetas automaticas de volumen variable

s Freezer-20°C



Materiales descartables

*  Tubos de pared delgada para PCR de 0.2 ml, tapa domo (utilizados para la reaccion en si)
*  Tubos de microcentrifuga de 0.5 ml (utilizados para la preparacion de reactivos)

«  Tips de 10 pl con filtro

*  Tips de 200 pl confiltro

¢ Guantes

Reactivos

*  Primers sintéticos

«  dNTP Mix

*  Tag DNA polimerasa

*  Buffer de reaccion 10X (con CIK)
*  Cloruro de magnesio

*  Agua bidestilada estéril

14.2.4. Preparacion de soluciones

Primers sintéticos
Primer rPLU 6 5 - TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG-3°
Primer rPLU 5 5" - CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC-3”

(correspondientes a los primers genéricos, utilizados en round 1)
Primer rFAL 1 5 -TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT-3”
Primer rFAL 2 5" - ACACAATGAACTCAATCATGACTACCCGTC-3°

(correspondientes a los primers especificos para P. falciparum, utilizados en round 2)
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Primer rVIV 1 5" -CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC-3"
Primer rVIV 2 5" -ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA-3”

(correspondientes a los primers especificos para P, vivax, utilizados en round 2)

Primer rMAL 5 -ATAACATAGTTGTACGTTAAGAATAACCGC-3”
Primer rMAL 2 5 -AAAATTCCCATGCATAAAAAATTATACAAA-3”

(correspondientes a los primers especificos para P malariae, utilizados en round 2)

Primer rOVA 1 5 -ATCTCTTTTGCTATTTTTTAGTATTGGAGA-3’
Primer rOVA 2 5" -GGAAAAGGACACATTAATTGTATCCTAGTG-3”
(correspondientes a los primers especificos para P, ovale, utilizados en round 2)

Preparar cada uno por separado a una concentracion stock de 200 uM con agua bidestilada
estéril.

La solucion de trabajo se realizara diluyendo 1:10 la solucion stock (concentracion = 20 uM).

dNTP Mix

Preparar la mezcla de dCTP, dGTP, dTTP y dATP, a una concentracién final de 25 mM de cada
desoxinucledtido trifosfato.

Taq DNA polimerasa

Se usara enzima comercial con concentracion de 5U/pl.

Buffer de reaccion 10X
Se utilizara el buffer 10X provisto con la enzima por el proveedor.

El buffer 10X deberd tener la siguiente composicion:
Cloruro de potasio (KCI) 500 mM

Tris-HCl, pH 8.05 150 mM



Cloruro de magnesio
Se usara cloruro de magnesio con concentracion 25 mM.

14.2.5. Muestra

ADN gendmico a una concentracion de aproximadamente 100 ng/ul en agua bidestilada estéril.

Muestras de sangre anticoagulada
Extraccion estandar: utilizar 2 ul de ADN resuspendido.

Extraccion con kit comercial: 1 ul de ADN eluido.

Muestras de elutorios

Extraccion estandar: utilizar 2 pl de ADN resuspendido.

Extraccion con kit comercial: 5 pl de ADN eluido.

14.2.6. Procedimiento

Primer round

1. Preparar la mezcla de reaccion de acuerdo a la cantidad de muestras que seran procesa-
das. Considerar que en cada reaccion deberd adicionarse un control positivo de ADN, un

control negativo de ADN, y un tubo conteniendo sélo mezcla de reaccion (sin ADN).

Por cada tubo deberan combinarse los siguientes componentes, utilizando un tip con filtro
diferente para cada item:

Reactivos Concentracion inicial Concentracion final Para1tubo en pul

H,0 13.30
150 mM Tris-HCI (pH 15 mM Tris-HCI (pH
Buffer 10X 250
8.05), 500 mM KCl 8.05), 50 mM KCl
Mg, Cl 25mM 25mM 2.50
Primer rPLU 6 20uM 0.4uM 0.50
Primer rPLU 5 20uM 0.4 uM 0.50
dNTP 25mMc/u 200 uM c/u 0.20
Hot Start Taq 5U/ul 25U 0.50
DNA Polymerasa

Templado ADN 5.00
Volumen final 25.00

134
_ MANUAL DE DIAGNOSTICO LABORATORIAL



2. Alicuotar la mezcla de reaccion preparada en tubos de pared delgada (20 pl/tubo).

3. Enun cuarto independiente cargar la muestra de ADN (x ul de acuerdo a muestra inicial y
protocolo de extraccion +z ul de H,0 =5 pl).

4. Colocar los tubos en el termociclador.

5. Programar el equipo segun el siguiente protocolo de amplificacion:

Para P. falciparum, P. vivax, P. malariae

Desnaturalizaciona 952C 5 minutos

Desnaturalizacion a 94°C 1 minutosAnnealing a 60°C 2 minutos
30 ciclos

Extensién a 722C 2 minutos

Extensidn final a 72¢C 5 minutos

Refrigeracion a 42C

Para P. ovale

Desnaturalizaciona 952C 5 minutos

Desnaturalizacion a 94°C 30 segundosAnnealing a 45°C 30 segundos
30 ciclos

Extensién a 722C 90 segundos

Extensidn final a 72¢C 5 minutos

Refrigeracion a 42C

6. Colocar a funcionar el termociclador segun el programa descripto.

7. Después del primer round de PCR, sembrar el segundo round de amplificacion con 1l de
los productos de amplificacion



Segundo round

1. Preparar la mezcla de reaccion de acuerdo a la cantidad de muestras que seran procesa-
das. Considerar que en cada reaccién debera adicionarse un tubo conteniendo sélo mezcla
de reaccion (sin ADN).

Por cada tubo deberan combinarse los siguientes componentes, utilizando un tip con filtro
diferente para cada item:

Reactivos Concentracion inicial Concentracion final Para1tubo en pl
H,0 17.30
Buffer 10X 150 mM Tris-HCI (pH 15 mM Tris-HCI (pH 2.50
8.05), 500 mM KCl 8.05), 50 mM KCl
Mg,Cl 25mM 25mM 2.50
Primer F* 20 uM 0.4uM 0.50
Primer R* 20uM 0.4 uM 0.50
dNTP 25 mM c/u 200uM c/u 0.20
Hot Start Taq 5 U/ul 25U 0.50
DNA Polymerasa
Amplicén round 1 1.00
Volumen final 25.00

* Utilizar el set de primers correspondiente a cada especie en 4 tubos separados.

2. Alicuotar la mezcla de reaccién preparada en tubos de pared delgada (24 pl/tubo).

3. Enun cuarto independiente cargar los productos de amplificacion del primer round (1 pl),
siendo los provenientes de la reaccion con annealing a 60°C para P, falciparum, P. vivax, P
malariae y los provenientes de la reaccion con annealing a 45°C para P, ovale.

4. Colocar los tubos en el termociclador.

5. Programar el equipo segun el siguiente protocolo de amplificacion:

Para P. falciparum, P. vivax, P. malariae

Desnaturalizaciona 95°C 5 minutos

Desnaturalizacion a 94°C 1 minutosAnnealing a 55°C 2 minutos 30 ciclos
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Extension a 72¢C 2 minutos

Extensidn final a 72¢C 5 minutos

Refrigeracion a 4°C

Para P. ovale

Desnaturalizaciona 95°C 5 minutos

Desnaturalizacion a 94°C 30 segundos

Annealing a 45°C 30 segundos 30 ciclos
Extensién a 722C 90 segundos
Extensidn final a 72¢C 5 minutos

Refrigeracion a 42C

6. Colocar a funcionar el termociclador segun el programa descripto.

7. Después de la reaccion de PCR, analizar 10 pl de los productos de amplificacion por elec-
troforesis en geles de agarosa. Los amplicones especificos esperados para cada especie
son: 205 pb para P, falciparum, 120 pb para P, vivax, 144 pb para P malariae y 800 pb para
P, ovale. Puede observarse un fragmento de aprox. 1.1 kb correspondiente al producto del
primer round de amplificacion.

8. Fotografiar.

14.3.1. Propaosito

Describir los pasos a seguir para llevar a cabo la reaccion de PCR anidada para P knowlesi.

14.3.2. Introduccion

La infeccion por P knowlesi en un humano podria pasar desapercibida como tal en la rutina de
laboratorios, donde probablemente seria diagnosticado como P malariae, o si solo los anillos



estan presentes, como P, falciparum. Las similitudes morfoldgicas entre P knowlesi y P mala-
rige dificultan la identificacion correcta por microscopia y hacen necesario el uso de métodos
moleculares.

La reaccion de PCR anidada es mas sensible y especifica que la microscopia para la deteccion
de parasitos de la malaria y deberia emplearse en el estudio de las infecciones emergentes
atipicas de malaria por P knowlesi (Singh y col., 2004; modificada por Ng y col., 2008).

14.3.3. Materiales

Equipos
+  Termociclador

*  Pipetas automaticas de volumen variable (otras diferentes a las utilizadas para la extrac-
cion de ADN vy la electroforesis)

s Freezer -20°C

Materiales descartables

*  Tubos de pared delgada para PCR de 0.2 ml, tapa domo (utilizados para la reaccion en si)
*  Tubos de microcentrifuga de 0.5 ml (utilizados para la preparacion de reactivos)

*  Tips de 10 ul con filtro

«  Tips de 200 ul con filtro

¢ QGuantes

Reactivos

*  Primers sintéticos

*  dNTP Mix

*  Tag DNA polimerasa

«  Buffer de reaccion 10X (con CIK)
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*  C(Cloruro de magnesio

«  Agua bidestilada estéril

14.3.4. Preparacion de soluciones

Primers sintéticos

Primer rPLU 1 5 -TCAAAGAATAAGCCATGCAAGTGA-3’
Primer rPLU 2 5 -TACCCTGTTGTTGCCTTAAACTCC-3”

(correspondientes a los primers genéricos, utilizados en round 1)

Primer Pmk8 57 -GTTAGCGAGAGCCACAAAAAAGCGAAT-3”
Primer Pmk9 5" -ACTCAAAGTAACAAAATCTTCCGTA-3”
(correspondientes a los primers especificos para P knowlesi, utilizados en round 2)

Preparar cada uno por separado a una concentracion stock de 250 uM con agua bidestilada
estéril.

La solucion de trabajo se realizara diluyendo 1:10 la solucion stock (concentracion = 25 uM).

dNTP Mix

Preparar la mezcla de dCTP, dGTP, dTTP y dATP, a una concentracion final de 25 mM de cada
desoxinucleétido trifosfato.

Taq DNA polimerasa

Se usard enzima comercial con concentracion de 5U/pl.

Buffer de reaccion 10X

Se utilizard el buffer 10X provisto con la enzima por el proveedor.



El buffer 10X deberd tener la siguiente composicion:

Cloruro de potasio (KCI) 500 mM
Tris-HCI, pH 8.8 100 mM
Nonidet P40 0.8 %
Cloruro de magnesio

Se usara cloruro de magnesio con concentracion 25 mM.

14.3.5. Muestra

ADN gendmico a una concentracion de aproximadamente 100 ng/ul en agua bidestilada estéril.

Muestras de sangre anticoagulada
Extraccion estandar: utilizar 2 ul de ADN resuspendido.

Extraccion con kit comercial: 1l de ADN eluido.

Muestras de elutorios
Extraccion estandar: utilizar 2 ul de ADN resuspendido.

Extraccion con kit comercial: 5 pl de ADN eluido.

14.3.6. Procedimiento
Primer round

1. Preparar la mezcla de reaccion de acuerdo a la cantidad de muestras que seran procesa-
das. Considerar que en cada reaccion debera adicionarse un control positivo de ADN, un
control negativo de ADN, y un tubo conteniendo s6lo mezcla de reaccion (sin ADN).

Por cada tubo deberan combinarse los siguientes componentes, utilizando un tip con filtro
diferente para cada item:
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Reactivos Concentracion inicial | Concentracion final Para1tubo en pl
H,0 30.35
Buffer 10X 100 mM Tris-HCI (pH 10 mM Tris-HCI (pH 5.00

8.8), 500 mM KCl 8.8), 50 mM KCl
Mg,Cl 25mM 40mM 8
Primer rPLU 1 25uM 0.25uM 0.50
Primer rPLU 2 25uM 0.25uM 0.50
dNTP 25mMc/u 200 uM c/u 0.40
Taq DNA Polyme- 5U/ul 125U 0.25
rasa

Templado ADN 5.00
Volumen final 50.00

N

Alicuotar la mezcla de reaccion preparada en tubos de pared delgada (45 pl/tubo).

3. Enun cuarto independiente cargar la muestra de ADN (x ul de acuerdo a muestra inicial y
protocolo de extraccion +z ul de H,0 =5 pl).

4. Colocar los tubos en el termociclador.

5. Programar el equipo segun el siguiente protocolo de amplificacion:

Desnaturalizacion a 94°C 4 minutos

Desnaturalizacion a 94°C 30 segundos

Annealing a 558C 60 segundos 30 ciclos
Extension a 72°C 60 segundos

Extensidn final a 72¢C 4 minutos

Refrigeracion a 42C

6. Colocar a funcionar el termociclador segun el programa descripto.

7. Después del primer round de PCR, sembrar el segundo round de amplificacion con 2 ul de
los productos de amplificacion



Segundo round

1. Preparar la mezcla de reaccion de acuerdo a la cantidad de muestras que seran procesa-
das. Considerar que en cada reaccién debera adicionarse un tubo conteniendo sélo mezcla
de reaccion (sin ADN).

Por cada tubo deberan combinarse los siguientes componentes, utilizando un tip con filtro
diferente para cada item:

Reactivos Concentracion inicial Concentracion final Para1tubo en pl
H,0 11.99
Buffer 10X 100 mM Tris-HCI (pH 10 mM Tris-HCI (pH 2.00
8.8), 500 mM KCl 8.8), 50 mM KCl
Mg,Cl 25mM 40mM 3.20
Primer F* 25uM 0.25uM 0.20
Primer R* 25uM 0.25uM 0.20
dNTP 25 mM c/u 200 uM c/u 0.16
Hot Start Taq 5U/ul 1.25U 0.25
DNA Polymerasa
Amplicén round 1 2.00
Volumen final 20.00

2. Alicuotar la mezcla de reaccién preparada en tubos de pared delgada (18 pl/tubo).
3. Enuncuarto independiente cargar los productos de amplificacion del primer round (2 ul).
4.  Colocar los tubos en el termociclador.

5. Programar el equipo segun el siguiente protocolo de amplificacion:
Desnaturalizaciona 952C 5 minutos

Desnaturalizacion a 94°C 30 segundos

Annealing a 60°C 30 segundos 30 ciclos
Extension a 72°C 90 segundos

Extension final a 72°C 5 minutos

Refrigeracion a 4°C
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6. Colocar a funcionar el termociclador segun el programa descripto.

7. Después de la reaccion de PCR, analizar 10 pl de los productos de amplificacion por elec-
troforesis en geles de agarosa. El amplicon esperado es de 153 pb.

8. Fotografiar.

14.4.1. Propdsito

Describir los pasos a seguir para llevar a cabo la reaccion de PCR en tiempo real para P, falcipa-
rum, P vivax, P. malariae y P ovale.

14.4.2. Introduccion

Los métodos de PCR en tiempo real son un desarrollo reciente de las metodologias de PCR.
Usan marcadores fluorescentes para monitoreo continuo de la formacion de amplicones du-
rante todo el tiempo de la reaccion. Las ventajas que poseen estas técnicas son la posibilidad
de cuantificacion de patdgenos, menor riesgo de contaminacion y disponibilidad de resultados
dentro de las 3 horas.

Este protocolo corresponde a una PCR en tiempo real multiplex cuantitativa para la deteccion
simultanea de P, falciparum, P vivax, P malariae y P ovale, empleando sondas TagMan (Rou-
gemont y col., 2004).



14.4.3. Materiales

Equipos

«  Equipo termociclador para PCR en tiempo real (Applied Biosystems)
*  Pipetas automaticas de volumen variable

*  Freezer-20°C

*  Heladera

Materiales descartables

*  Tubos para PCR en tiempo real de 0.2 ml, en tiras de 8, con tiras de tapas

«  Tubos de microcentrifuga de 0.5 ml (utilizados para la preparacion de reactivos)
*  Tipsde10 ul confiltro

*  Tips de 200 pl confiltro

¢  Guantes

Reactivos

*  Primers sintéticos

+  Sondas sintéticas marcadas

«  TagMan Universal Master Mix (Applied Biosystems)

*  Agua bidestilada estéril
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14.4.4. Preparacion de soluciones

Primers sintéticos
Primer Plasmo 1 57 -GTTAAGGGAGTGAAGACGATCAGA-3”
Primer Plasmo 2 5" -AACCCAAAGACTTTGATTTCTCATAA-3”

(para amplificar un fragmento de 157 a 165 pb de los genes del ARNr18S de las 4 especies de
plasmodios)

Preparar cada uno por separado a una concentracion stock de 200 uM con agua bidestilada
estéril.

La solucion de trabajo se realizara diluyendo 1:10 la solucion stock (concentracion = 20 puM).
Sondas sintéticas

Plasprobe 5" -FAM-ACCGTCGTAATCTTAACCATAAACTATGCCGACTAG-TAMRA-3”
(disefiada para detectar Plasmodium sp.)

Falcprobe 5" -FAM-AGCAATCTAAAAGTCACCTCGAAAGATGACT-TAMRA-3”
(disefiada para detectar P, falciparum)

Vivprobe 57-VIC-AGCAATCTAAGAATAAACTCCGAAGAGAAAATTCT-TAMRA-3”
(diseflada para detectar P vivax)

Malaprobe 5" -FAM-CTATCTAAAAGAAACACTCAT-3”

(disefiada para detectar P malariae)

Ovaprobe 57-VIC-CGAAAGGAATTTTCTTATT-3"

(disefada para detectar P ovale)

Preparar cada una a una concentracion stock de 200 uM con agua bidestilada estéril.

La solucion de trabajo se realizara diluyendo 1:20 la solucion stock (concentracion =10 uM).



TaqMan Universal Master Mix
Es provista por el fabricante a concentracion 2X.

Contiene:

AmpliTag Gold® DNA Polymerase, UP (Ultra Pure)
Uracil-N glycosylase (UNG)

dNTPs with dUTP

ROX™ Passive Reference

Buffer optimizado

14.4.5. Muestra

Muestras de sangre anticoagulada

Extraccion con kit comercial: 1l de ADN eluido.

Muestras de elutorios

Extraccion con kit comercial: 5 pl de ADN eluido.

14.4.6. Procedimiento

1. Preparar la mezcla de reaccion de acuerdo a la cantidad de muestras que serdn procesa-
das. Considerar que en cada reaccion debera adicionarse un control positivo de ADN, un
control negativo de ADN, y un tubo conteniendo sélo mezcla de reaccion (sin ADN). Las
reacciones se llevaran a cabo por duplicado. Por cada muestra y controles se llevaran a
cabo 3 reacciones.

Por cada tubo deberan combinarse los siguientes componentes, utilizando un tip con filtro
diferente para cada item:
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Reaccion simple de screening

Reactivos Concentracion inicial | Concentracion final | Para1tubo en pl
H,0 6.875
TagMan Universal Master Mix 2X X 12.500
Primer Plasmo 1 20 uM 0.2puM 0.250
Primer Plasmo 2 20 uM 0.2puM 0.250
Sonda Plasprobe 10 uM 50 nM 0.125
Templado ADN 5.000
Volumen final 25.000
Reaccion doble 1 especifica
Reactivos Concentracion inicial | Concentracion final | Para1tubo en pl
H.,0 6.600
TagMan Universal Master Mix 2X X 12.500
Primer Plasmo 1 20 uM 0.2 uM 0.250
Primer Plasmo 2 20 uM 0.2 uM 0.250
Sonda Falcprobe 10 uM 80 nM 0.20
Sonda Vivprobe 10 uM 80 nM 0.20
Templado ADN 5.00
Volumen final 25.00
Reaccion doble 2 especifica
Reactivos Concentracion inicial | Concentracién final | Para1tuboen pl
H.,0 6.600
TagMan Universal 2X X 12.500
Master Mix
Primer Plasmo 1 20 uM 0.2 uM 0.250
Primer Plasmo 2 20 uM 0.2 uM 0.250
Sonda Malaprobe 10 uM 80nM 0.20
Sonda Ovaprobe 10 uM 80 nM 0.20
Templado ADN 5.00
Volumen final 25.00

2. Alicuotar la mezcla de reaccion preparada en tubos de PCR en tiempo real (20 pl/tubo).

3. Enuncuarto independiente cargar la muestra de ADN (x ul de acuerdo a muestra inicial +

zpldeH0=5p

1.




4.  Colocar los tubos en el equipo de PCR en tiempo real.

5. Programar el equipo segun el siguiente protocolo de amplificacion:

Paso inicial a 50¢C 2 minutos

Desnaturalizacion a 952C 10 minutos
Paso 1a952C 15 segundos 45 ciclos

Paso 2 a 60°C 60 segundos
6. Colocar a funcionar el equipo segun el programa descripto.

7. Analizar los resultados. Se considerara negativa una muestra con Ct>40.
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CAPITULO 15
ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

La electroforesis es el movimiento de particulas cargadas al ser sometidas a un campo eléctrico.
Los &cidos nucleicos estan cargados de forma negativa debido a su esqueleto de grupos fos-
fato. Por lo tanto, en una electroforesis, los cidos nucleicos migraran hacia el polo positivo, es
decir, hacia el anodo. Al desplazarse a través de una matriz porosa, como por ejemplo un gel de
agarosa, las moléculas de DNA son sometidas a dos fuerzas de accion opuestas que determinan
la velocidad de la particula en cuestion. Por un lado, la fuerza eléctrica, que la atrae al electro-
do, cuya intensidad es directamente proporcional a la carga, y, de acuerdo a la segunda ley de
Newton (F=m x a, entonces a=F/m), les impone una aceleracién directamente proporcional al
cociente carga/masa (q/m). Por otro lado, la fuerza de rozamiento, que se opone a la migracion
con una intensidad que depende del tamafio y la forma de la particula y de las caracteristicas
del medio (por ejemplo, viscosidad y estructura).

La electroforesis se utiliza en el laboratorio para separar macromoléculas en solucién, en for-
ma analitica (es decir, solo para verlas) o preparativa (para purificarlas). Los acidos nucleicos
tienen un fosfato cargado negativamente por cada nucleétido. Como el peso molecular de los
cuatro nucledtidos es similar, la relacion g/m es independiente de la secuencia y el tamafio de
la molécula. Por lo tanto, la aceleracion impuesta por la fuerza eléctrica es igual para cualquier
molécula de acido nucleico. La Unica diferencia en velocidad de migracion estard dada por dife-
rencias en la fuerza de rozamiento, o sea de su forma y de su tamafo. En el caso del DNA doble
cadena, suponiendo por ejemplo que todas las moléculas son fragmentos lineales, la forma es
la misma para cualquier molécula, entonces las distintas moléculas tendran una velocidad que
s6lo dependerd de su tamafio, es decir, de su longitud en pares de bases. Sin embargo, si trata-
ramos de separar moléculas de DNA doble cadena en una electroforesis en una solucién acuo-
Sa, NOS encontrariamos con que el rozamiento impuesto por ésta es tan pequefio que todas las
moléculas migrarian juntas. Ademas, durante la electroforesis, las moléculas se separarian unas
de otras por difusion, impidiendo el analisis. Para lograr una separacion eficiente, se utiliza un
medio soporte que aumente considerablemente la friccion recibida por las macromoléculas y
reduzca la difusion a un minimo. Este medio suele ser una red molecular de algun polimero



organico, conocida como gel, por su consistencia gelatinosa. Los mas utilizados en el laborato-
rio de biologia molecular son de agarosa, un derivado del agar-agar, un polisacarido extraido
de un alga que, al disolverlo, forma una red estabilizada por interacciones no covalentes. Las
mezclas de DNAs de distinto tamafio se hacen migrar (correr, en la jerga de laboratorio) a través
del gel durante un cierto tiempo y se obtiene una separacion en la que la distancia migrada por
una molécula dada es inversamente proporcional al logaritmo de su peso molecular (o de su
longitud en pares de bases). El tamafio de una muestra incognita puede estimarse corriendo en
paralelo muestras de longitud conocida.

15.1.1. Concentracion de agarosa y rango de resolucion

Regulando el porcentaje de agarosa en el gel se puede regular el tamafio del poro. A mayor
porcentaje (poro mas chico) todos los fragmentos migraran mas lentamente, pero podremos
observar diferencias de pocas bases en los fragmentos mas chicos. A menor porcentaje (poro
mas grande), todos los fragmentos chicos correran muy rapidamente, pero podremos resolver
fragmentos de mas alto peso molecular.

15.1.2. Determinacion del tamaiio de los fragmentos

Si analizamos fragmentos de DNA con la misma conformacion (por ejemplo lineales) la migra-
cion de los fragmentos es inversamente proporcional al logaritmo (log, ) del peso molecular
de los mismos o de su longitud en pares de bases (pb). Gracias a esta propiedad, es posible
inferir en forma aproximada el tamario de fragmentos de longitud desconocida comparando la
migracion de los mismos con la de muestras de tamafios conocidos.

- Los reactivos utilizados en este procedimiento tienen la caracteristica de ser toxicos, irri-
tantes, corrosivos, cancerigenos, mutagénicos y neurotoxicos, por lo tanto el operador
siempre debera usar guantes, mascarillas y lentes protectores para evitar un contacto di-
recto o accidental con ellos (Ver mas adelante lista de estos reactivos).

- Laluz ultravioleta (UV) empleada para la visualizacion de ADN a 385 nm de longitud de
onda con 8W de potencia ocasiona graves dafos oculares y epiteliales, por lo tanto, el
operador deberd contar con una ldmina de policarbonato transparente ubicada entre la
lampara y el punto de observacion y lentes de proteccién contra rayos UV del mismo ma-
terial o utilizar equipos cerrados para documentacion. El voltaje utilizado para la electro-
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foresis puede generar quemaduras por descarga eléctrica. Aunque la mayoria de camaras
de electroforesis han sido disefiadas para evitar el contacto directo con la electricidad,
el operador deberd asegurarse de mantener la fuente poder apagada o desconectada al
momento de manipular el equipo.

15.3.1. Proposito

Describir 10s pasos a seguir para llevar a cabo la electroforesis en gel de agarosa de muestras
de ADN.

15.3.2. Introduccion

La electroforesis en gel de agarosa es de las mas utilizadas para analizar y caracterizar acidos
nucleicos de distintas procedencias. Los geles se comportan como un tamiz molecular y per-
miten separar moléculas cargadas en funcion de su tamafio y forma. Asi, moléculas de DNA
de diferente tamafo van a migrar de forma distinta en una electroforesis en gel de agarosa.
Ademas, si en dicha electroforesis se aplican marcadores de tamafio molecular (fragmentos de
DNA de tamafio conocido) se puede calcular el tamafio aproximado del DNA en estudio.

En este protocolo se utilizara la técnica de electroforesis en geles de agarosa en dos momentos:

- paradeterminar la calidad y cantidad de ADN gendmico extraido a partir de la muestra de
sangre (antes de la reaccion de PCR);

- paraanalizar los productos de PCR (amplicones).

15.3.3. Materiales

Equipos
*  Pipetas automaticas de volumen variable
»  Cuba de electroforesis submarina completa (con bandeja de preparacién y peines)

*  Fuente de poder



«  Equipo de documentacion de geles con transiluminador UV y software de analisis y cuan-
tificacion

*  Horno microondas
Materiales descartables

«  Tubos de microcentrifuga de 0.5 ml

*  Tips de 200 pl

* Tipsde10 ul
*  Guantes
Reactivos

*  Agarosa (para acidos nucleicos)

+  Buffer TAETX

« SYBRGreenl|

*  Buffer de siembra 6X con ABF

*  Buffer de siembra 6X con XC

Marcadores de tamafio molecular 100 bp ladder (concentracion 100 ng/ul)
*  Marcador de cantidad de ADN de bajo rango
«  Agua bidestilada

« Tris

« EDTA

«  Acido acético glacial

«  Acido clorhidrico
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*  Azul de bromofenol
«  Xilencianol

«  Sacarosa

15.3.4. Preparacion de soluciones

Buffer TAE 50X
Tris

2420 g
Acido acético glacial 571 ml
EDTA0.5M,pH 8 100.0 ml

Agua bidestilada c.s.p.
1000 ml

Esta solucion stock deberd ser diluida 50 veces con agua destilada para alcanzar la concentra-
cion 1X (20 ml de solucidn stock + 980 ml de agua).

Buffer de siembra 6X con ABF

Azul de bromofenol 25mg
Sacarosa 49

Agua bidestilada c.s.p.
10 ml

Conservar a 4°C.

Buffer de siembra 6X con XC

Xilencianol

25mg

Sacarosa



49

Agua bidestilada c.s.p.
10 ml

Conservar a 4°C.

Tris-HCLTM pH 8

Tris 1211 ¢

Agua bidestilada 800.0 ml

Ajustar a pH 8 agregando aproximadamente 42 ml de HCI concentrado. Ajustar a volumen final
de 1000 ml con agua. Autoclavar.

Esta solucidn stock debera ser diluida con agua bidestilada estéril para alcanzar las molaridades
requeridas en cada caso.

EDTA0.5M,pH 8
EDTA-Na,.2 H20 186.1 ¢
Agua bidestilada 800.0 ml

Agitar en agitador magnético. Llevar a pH 8 con NaOH (aproximadamente 20 g de perlas).
Alicuotar y autoclavar.

Utilizar como solucién stock para alcanzar las molaridades requeridas.

15.3.5. Muestra
La muestra debe ser ADN en solucién. Correspondera a:

- ADN gendmico extraido a partir de la muestra de sangre, para determinar la calidad y
cantidad antes de la reaccion de PCR

- Amplicones, para analizar los productos de PCR.
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15.3.6. Procedimiento para ADN genomico
1. Preparar agarosa 0.8 % en buffer TAE 1X.

Nota: El volumen utilizado dependerd del tamafio de la bandeja de preparacion de la cuba
electroforética.

2. Solubilizar por calentamiento en horno microondas y dejar enfriar a 50-60°C

3. Armar la bandeja de preparacion de acuerdo a las instrucciones del fabricante (utilizando
bordes plasticos provistos con el equipo) y colocar el peine.

4. Agregar SYBR Green | a la agarosa y mezclar (1 ul de reactivo/10 ml de solucién de aga-
rosa).

5. Verter la mezcla en la bandeja armada sin formar burbujas.

6. Dejar endurecer el gel (aproximadamente 20-30 minutos) hasta que se torne opaco y
retirar los bordes.

7. Agregar buffer TAE 1X en los tanques de la cuba.
8. Colocar el gel en la cuba y quitar suavemente el peine.

9.  Cubrir completamente el gel con buffer de corrida (TAE 1X), aproximadamente 5 mm so-
bre el gel.

10. Preparar las muestras:

ADN gendmico: 2 uL de ADN gendmico + 3 uL de agua + 1 pL de buffer de siembra 6X
con ABF.

1. Sembrar las muestras de ADN en cada calle del gel. Cargar en una calle un marcador de
tamafio molecular y en otra calle marcador de cantidad.

12.  Conectar la cuba a la fuente de poder. Realizar la electroforesis a 2 V/cm de largo de gel.

13.  Luego de la electroforesis, colocar el gel en equipo de documentacién y observar las ban-
das tefidas.



14.

Fotografiar.

15. Estimar la cantidad de ADN utilizando software de cuantificacion.

15.3.7. Procedimiento para productos de amplificacion

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

Preparar agarosa en buffer TAE 1X a concentracion
de 1.2 % para protocolo de PCR simple y 2% para
protocolos de PCR anidada.

Nota: El volumen utilizado dependerd del tamafio de
la bandeja de preparacion de la cuba electroforética.

Solubilizar por calentamiento en horno microondas
y dejar enfriar a 50-602C

Armar la bandeja de preparacion de acuerdo a las
instrucciones del fabricante (utilizando bordes plas-
ticos provistos con el equipo) y colocar el peine.

Agregar SYBR Green | a la agarosa y mezclar (1 ul de
reactivo/10 ml de solucién de agarosa).

Verter la mezcla en la bandeja armada sin formar
burbujas.

Dejar endurecer el gel (aproximadamente 20-30 mi-
nutos) hasta que se torne opaco y retirar los bordes.

Agregar buffer TAE 1X en los tanques de la cuba.

Colocar el gel en la cuba y quitar suavemente el pei-
ne.

Cubrir completamente el gel con buffer de corrida
(TAE 1X), aproximadamente 5 mm sobre el gel.

Preparar las muestras:

é':a =, % ERELR
‘ ]_JIT 6. ’ '
¥
Bifter destilada "
concentrado f \ E
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Amplicones de PCR simple: 15 pL de ADN + 3 uL de
buffer de siembra 6X con XC.

Amplicones de PCR anidada: 10 uL de ADN + 2 uL de
buffer de siembra 6X con XC.

25. Sembrar las muestras de ADN en cada calle del gel.
Cargar en una calle un marcador de tamafio mole-
cular.

26. Conectar la cuba a la fuente de poder. Realizar la
electroforesis a 2 V/cm de largo de gel.

27. Luego de la electroforesis, colocar el gel en equipo
de documentacion y observar las bandas tefiidas.

28. Fotografiar.

29. Estimar el tamafio molecular mediante comparacion
con marcadores.






SECCION YV

ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD
EN EL DIAGNOSTICO






CAPITULO 16
SISTEMA NACIONAL DE LABORATORIOS DE
REFERENCIA Y REDES DE LABORATORIO (SNLRR)

La sistematizacion de laboratorios nacionales de referencia y de redes temdticas de laboratorio
tiene como objetivos la organizacion y la integracion del diagndstico de referencia en el marco
de las estrategias nacionales de vigilancia de la salud.

La vigilancia de la salud consiste en la recoleccion sistemdtica, el analisis y la comunicacion de
informacion relevante, oportuna y de calidad para las acciones de las distintas instancias de
salud publica en materia de prevencion o de reduccion del impacto de enfermedades y riesgos
para la salud, y el acceso a los servicios de salud de las personas afectadas.

En 1960, la Ley 15.465 crea el régimen legal de las enfermedades de notificacion obligatoria
y en el articulo 4° establece que “estdn obligados a la notificacion el laboratorista y el ana-
tomopatdlogo que hayan realizado examenes que comprueban o que permiten sospechar la
enfermedad”. En 2007, la Res. 1715 del Ministerio de Salud redefine los eventos de notificacion
obligatoria (ENO) y los mecanismos de la vigilancia en el Sistema Nacional de Vigilancia de la
Salud (SNVS), y describe el rol de los laboratorios en el Sistema de Vigilancia de Laboratorio.

La vigilancia de laboratorio, a través del diagndstico etioldgico de las sospechas clinicas, 10s
estudios de tamizaje poblacional y el seguimiento de los enfermos y de individuos expuestos a
riesgos, genera informacion oportuna y confiable para la implementacion de acciones clinicas
y sanitarias apropiadas. Entre otros beneficios, esta herramienta permite conocer el estado de
las condiciones de salud, el impacto que tienen los programas de salud publica y la situacion
especifica de 10s grupos expuestos a esas enfermedades.

La Administracion Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud - ANLIS- “Dr. Carlos G. Mal-
bran” es la sede del SNLRR. Si bien esta Administracion fue establecida en 1996 para centrali-
zar la gestion de 11 Institutos y Centros Nacionales dependientes del Ministerio de Salud de la
Nacion, tiene su origen en el Instituto Nacional de Higiene, fundado en 1892 por el entonces
Departamento Nacional de Higiene.



La Red de Laboratorios tiene como objetivo posibilitar el acceso de todos los habitantes a estudios
de laboratorio de cualquier complejidad, con iguales criterios de especificidad y sensibilidad, asegu-
rando la atencion igualitaria a toda la poblacion. Esta tarea resulta de vital importancia dado que los
laboratorios de salud publica constituyen una de las primeras barreras contra la enfermedad.

El Departamento de Parasitologia del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas de la AN-
LIS “Dr. Carlos G. Malbran” es Laboratorio Nacional de Referencia (LNR) del Ministerio de Salud
en Paludismo, y coordina la Red Nacional de Laboratorios en el tema, por resolucion ministerial
70 del afio 2014.

16.1.1. Funciones de Laboratorio Nacional de Referencia

El Departamento de Parasitologia del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas de la
ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”, como Laboratorio Nacional de Referencia tiene las funciones de:

Diagndstico de referencia

- Disponer de métodos de laboratorio actualizados y validados

- Verificar los resultados de pruebas de diagndstico realizadas por laboratorios externos.
Vigilancia epidemioldgica

- Conocer las normas nacionales de vigilancia y notificar al SNVS en tiempo y forma.

- Proporcionar capacidad de respuesta en los planes nacionales de preparacion para
brotes y asesoramiento y apoyo técnico para la investigacion de brotes ya ocurridos.

Normatizacion y calidad
- Evaluar el desempefio de reactivos comerciales y/o artesanales de uso diagnostico.

- Desarrollar, validar y verificar métodos y algoritmos para el diagndstico y la notificacion
de enfermedades bajo vigilancia

- Implementar y mantener procesos de gestion de calidad y de riesgo bioldgico.

- Participar en programas de control externo de la calidad de laboratorios para asegurar la
confiabilidad de los resultados de diagnostico.
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- Desarrollary promover programas de control de calidad en los laboratorios integrantes de
las redes tematicas de laboratorio.

- Cumplir con la Ley Nacional 25.326 de Proteccién de Datos Personales y las normativas
aplicables al transporte de material de riesgo.

Asesoramiento cientifico y cooperacion

- Proveer asesoramiento cientifico sobre la interpretacion y la aplicacion de los resultados
de laboratorio a las autoridades y los profesionales de salud publica.

- Proporcionar apoyo técnico y recomendaciones a las autoridades para la formulacion de
politicas.

- Desarrollar programas e instrumentos para el fortalecimiento técnico y la capacitacion de
los recursos humanos de los laboratorios integrantes de las redes nacionales.

- Coordinar actividades de investigacion o de vigilancia coa organismos internacionales con
el objetivo de promover la calidad y el desarrollo de las actividades de los laboratorios de
referencia y contribuir a la vigilancia internacional para el control global de enfermedades.

Investigacion, desarrollo y produccion
- Generar conocimiento técnico-cientifico.
- Desarrollar, validar y transferir nuevas tecnologias de diagnéstico.

- Desarrollar y/o producir reactivos de laboratorio necesarios para cumplir las funciones de
referencia y vigilancia y que no se encuentren disponibles o accesibles.

- Desarrollar y mantener -conforme a normas internacionales-, o tener acceso a materiales
de referencia.

- Contribuir a la disponibilidad de reactivos estratégicos y materiales de referencia en los
laboratorios de las redes nacionales.

16.1.2. Funciones de Coordinacion de la Red Tematica de Laboratorio

El Departamento de Parasitologia del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas



de la ANLIS Dr. Carlos G. Malbran, en su rol de Coordinacion de la Red Tematica de Laboratorio
tiene las funciones de: resolucion de los diagnosticos, programas de control de calidad, distri-
bucion de reactivos u otros insumos y capacitacion y transferencia de tecnologias.

16.2.1. Laboratorio Nacional de Referencia

El Laboratorio Nacional de Referencia es el Departamento de Parasitologia del Instituto Nacio-
nal de Enfermedades Infecciosas de la ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”.

Sus funciones son:

Realizar funciones de referencia nacional para el diagndstico de paludismo.

- Establecer las normas referentes a métodos y técnicas junto a sus procedimientos estan-
darizados.

- Formar al personal nuevo y actualizar al existente en las técnicas normadas

- Coordinar las actividades con los Laboratorios Jurisdiccionales.

- Ejercer supervision directa e indirecta a los laboratorios juridiccionales de la Red.

- Participar en programas de control de calidad a nivel internacional.

Utilizar adecuadamente el SNVS.

16.2.2. Laboratorios Jurisdiccionales

Son las instituciones designadas por cada Jurisdiccion (23 Provincias y Ciudad Auténoma de
Buenos Aires) como Referente Jurisdiccional Tematico de Paludismo. Sus funciones son:

- Realizar el diagnostico microscdpico de paludismo de la zona geografica correspondiente.

- Capacitar al personal en la toma de muestra, coloracion y diagndstico microscdpico de
acuerdo a los Procedimientos Operativos Estandar (POE) para el Diagndstico de paludismo.
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- Supervisar la realizacion del diagnostico microscopico en su Red jurisdiccional e imple-
mentar las medidas correctivas de acuerdo a los resultados.

- Realizar el control de calidad del diagndstico microscopico de paludismo en su Red de
Laboratorios e implementar las medidas correctivas de acuerdo a los resultados.

- Enviar los informes de la supervision directa y control de calidad realizado a su Red.

- Remitir Idminas inmediatamente o trimestralmente, segun tipo de vigilancia, al Laborato-
rio Nacional de Referencia.

- Utilizar adecuadamente el SNVS.

16.2.3. Laboratorios Periféricos

Son los laboratorios de los Hospitales Provinciales y Municipales, Centros de Salud, sedes ope-
rativas del Ministerio de Salud:

- Tomar muestras por demanda en su establecimiento de salud vy realizar el diagndstico
microscopico de estas muestras, de acuerdo a los POE para el Diagndstico de paludismo.

- Remitir Iaminas al Laboratorio jurisdiccional, segun lineamientos establecidos para el Con-
trol de Calidad.

- Utilizar adecuadamente el SNVS.

Ademas de estas instituciones, la Red Nacional de Laboratorios para el diagndstico de palu-
dismo podrd incluir instituciones privadas que asi lo soliciten, con el propésito de aumentar la
cobertura del diagndstico en todo el pais. Estas instituciones tendran nivel de periférico
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CAPITULO 17
CONTROL DE CALIDAD EN EL DIAGNOSTICO
MICROSCOPICO DE PALUDISMO

El control de calidad es el conjunto de procedimientos que aplica el laboratorio para vigilar
constantemente las operaciones y resultados con el fin de decidir si los resultados son lo bas-
tante exactos y precisos para ser comunicados.

El control de calidad del diagnéstico microscopico del paludismo ejecutado por la red de labo-
ratorios se efectua bajo las modalidades:

- Revision de laminas diagnosticadas (control indirecto).

- Evaluacion nacional de competencias (control directo).

17.1.1. Control de calidad en muestras obtenidas por bisqueda pasiva
Este control de calidad se realiza a través de:

- Revision por parte del nivel jurisdiccional de las Idminas diagnosticadas y entregadas in-
mediatamente por el nivel local.

- Revision por parte del nivel nacional de las ldminas revisadas por el nivel jurisdiccional,
entregadas inmediatamente.

El personal responsable de cada unidad de diagndstico local (laboratorios periféricos) debe enviar
inmediatamente al nivel jurisdiccional el 100% de laminas positivas y 100% de laminas negativas.

El referente jurisdiccional temdtico debe enviar inmediatamente al laboratorio de referencia
nacional el 100% de Iaminas positivas y 100% de laminas negativas.

Los costos de las derivaciones de muestras del nivel periférico al jurisdiccional y del jurisdiccio-
nal del nacional estaran a cargo del Ministerio de Salud.



La derivacion de caso sera a través del Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud (SNVS).

17.1.2. Control de calidad en muestras obtenidas por btisqueda activa
Este control de calidad se realiza a través de:

- Revisién por parte del nivel jurisdiccional de las ldminas diagnosticadas y entregadas
semanalmente por el nivel local.

- Revisién por parte del nivel nacional de las laminas revisadas por el nivel jurisdiccional,
entregadas trimestralmente.

El personal responsable de cada unidad de diagndstico local, debe enviar semanalmente al
nivel jurisdiccional el 100% de Iaminas positivas y 10% de ldminas negativas.

El referente jurisdiccional tematico debe enviar mensualmente al laboratorio de referencia na-
cional el 100% de ldminas positivas, 100% de laminas discordantes y 10% de [aminas negativas.

Los costos de las derivaciones de muestras del nivel periférico al jurisdiccional y del jurisdiccio-
nal del nacional estaran a cargo del Ministerio de Salud.

La derivacion de caso sera a través del Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud (SNVS).
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BUSQUEDA PASIVA
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resultados de CC
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Retorno de los
resultados de CC
en forma mensual por
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Flujograma de control de calidad




17.1.3. Procedimiento para las laminas diagnosticadas o revisadas

Se debe evaluar la calidad técnica de la preparacion de la muestra, gota gruesa y exten-
dido hemadtico, de acuerdo a los siguientes criterios:

- Toma de muestra: Identificacion; tamafio, ubicacion y grosor.
- Coloracion: deshemoglobinizacion, tonalidad y precipitados.

Se debe elaborar un informe con los resultados del control de calidad anual incluyendo la eva-
luacion de la calidad técnica de la preparacion.

Evaluacion de la calidad técnica de la preparacion de muestras

Los resultados de la calidad técnica de las laminas para cada laboratorio o unidad de diagndsti-
co se tabulan para estimar los siguientes valores como porcentaje de error en:

Identificacion

- Tamafo

- Ubicacién

- Grosor

- Deshemoglobinizacion

- Tonalidad

Precipitado
Indicadores:

% concordancia en la identificacion de la muestra:; nimero de laminas con una identificacién acep-
table/ total de laminas por cien (100)

% concordancia en el tamafio de la muestra: nimero de ldminas con tamafio aceptable / total de
laminas por cien (100)
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% concordancia en la ubicacion de la muestra: niimero de ldminas con ubicacién aceptable / total
de laminas por cien (100)

% Concordancia en el grosor de la muestra: nimero de ldminas con grosor Aceptable / total de
[aminas por cien (100)

% concordancia en deshemoglobinizacion de la muestra: nimero de Idminas con deshemoglobini-
zacion aceptable / total de laminas por cien (100)

% concordancia en la tonalidad de la coloracidn: niimero de l[dminas con tonalidad aceptable / total
de [dminas por cien (100)

% concordancia en las muestras con precipitado: nimero de muestras con precipitacion aceptable/
total de laminas por cien (100)

Evaluacion técnica o concordancia del diagndstico microscopico

La concordancia se estima preparando cuadros 2 x 2 para cada referente jurisdiccional tema-
tico. Se estiman los siguientes valores: porcentaje de falsos positivos (% FP), porcentaje de
falsos negativos (% FN), valor predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo (VPN), % de
sensibilidad y % de especificidad.

Para interpretar los resultados, se debe tomar en cuenta que las Idminas revisadas no represen-
tan la poblacion de todas las ldminas sino solamente 100% de laminas positivas, 100% de las
discordantes y 10% de Iaminas negativas. Por lo tanto, el VPP y VPN tendran sentido solamente
para los datos verdaderos del personal que realiza el diagndstico. La verdadera sensibilidad y
especificidad son determinadas solo si la proporcion de ldminas positivas a negativas represen-
ta la poblacion de todas las Idminas.

17.2.1. Antecedentes

La implementacion de politicas que garanticen acceso a un tratamiento adecuado se funda-
menta necesariamente en la existencia de un sistema de atencion que ofrezca con oportunidad
acceso a un diagnostico confiable. La calidad en la preparacion y lectura de los preparados
hematicos en paludismo requiere de la existencia de procedimientos y herramientas que per-



mitan promover y monitorear la calidad del diagnostico con base en la estructura de la red de
laboratorios.

La necesidad de que los laboratorios jurisdiccionales tematicos de paludismo cuenten con un
Programa de Evaluacion nacional de las competencias, para evaluar del desempefio de las per-
sonas realizando diagndstico microscopico para paludismo, es la razon de este protocolo. Este
programa permite no sélo reforzar el diagndstico de paludismo a nivel de los centros de refe-
rencia jurisdiccionales, sino que permite el intercambio de capacidades y el fortalecimiento de
los recursos a nivel de las provincias.

17.2.2. Propdsito

Establecer el procedimiento técnico para la organizacion, disefio y evaluacion de los Laborato-
rios de Referencia Jurisdiccionales de Argentina para el diagndstico microscdpico de paludis-
mo, con la finalidad de implementar un sistema de gestion de calidad eficiente y contribuir al
fortalecimiento de la vigilancia del diagndstico de paludismo en Argentina.

17.2.3. Alcance

Se aplica a los Laboratorios de Referencia Jurisdiccional de Argentina, que de forma voluntaria
y por escrito acepten participar en el control de calidad directo para el diagndstico microscopi-
co de paludismo, a realizarse mediante el envio de paneles de laminas.

17.2.4. Definiciones

- Concordancia: Expresion en porcentaje de la conformidad de los resultados de un
determinado ensayo, obtenidos por diferentes laboratorios o analistas.

- Control de calidad: Conjunto de acciones que se aplican durante la ejecucién de cada
proceso para asegurar que los resultados, productos o servicios pueden ser entregados.

- Discordancia: Expresion en porcentaje de la disconformidad de los resultados de un
determinado ensayo, obtenidos por diferentes laboratorios o analistas.

- Evaluacién externa: Sistema de comparacion retrospectivo, periddico y objetivo de
los resultados de diferentes laboratorios por medio de encuestas organizadas por un ente
externo independiente.
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- Laboratorio Evaluado: Es el laboratorio que es evaluado por un laboratorio supervisor
de acuerdo a los niveles de complejidad.

- Laboratorio Evaluador: Es el laboratorio que evalia la calidad de los procedimientos
de diagndstico realizados por los laboratorios de nivel inmediato inferior.

- Muestras panel: muestras de laminas de gota gruesa y frotis que son preparadas en
laboratorio. Incluye diferentes especies, estadios y densidades parasitarias.

- Muestras Positivas: muestras hematicas de sangre total, parasitadas con el género
Plasmodium.

- Muestras Negativas: muestras de personas clinicamente sanas y con diagndstico mi-
croscopico de gota gruesa negativo.

- Sistema de gestion de calidad: Programa total de normas, procesos y procedimien-
tos que asegura de manera continua que los servicios, productos o resultados finales son
confiables y oportunos.

17.2.5. Organizacion

La preparacion de las laminas estd a cargo del Departamento de Parasitologia del Instituto
Nacional de Enfermedades Infecciosas de la ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”, correspondiente
al Laboratorio de Referencia Nacional de Paludismo, con la colaboracion de los Laboratorios
Supranacionales de Malaria del Programa Regional de Malaria de OPS/OMS. El armado v el
envio de los paneles estan a cargo del Departamento de Parasitologia del Instituto Nacional de
Enfermedades Infecciosas de la ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrdn”, correspondiente al Laboratorio
de Referencia Nacional de Paludismo.

17.2.6. Metodologia

Los paneles son elaborados bajo los siguientes lineamientos de acuerdo a las guias de OPS/
OMS para el diagnostico de la malaria y el desarrollo del PEED:

- Seincluyen laminas con preparaciones de gota gruesa y extendido hematico.

- El ndmero de ldminas por panel es de diez.



- Deben elaborarse grupos de paneles uniformes entre si respecto a las caracteristicas
de las Idminas (especie, parasitemia), de forma que la evaluacién sea comparable cuando
se usen paneles del mismo tipo para evaluar distintos laboratorios.

- Las ldminas deben incluir especies presentes en la regidn y diagndsticos diferenciales,
infecciones mixtas, diferentes densidades parasitarias y muestras negativas.

- (Cada ldmina es asignada con un cddigo de la siguiente manera:

Ej. PXXX-ZZZ. Donde P representa Paludismo, XXX sera el nimero del panel a enviarse y
/77 es el numero de lamina. Ejemplo: PO01-009, representa Panel 1 de Paludismo, Iamina 9.

- Cada panel enviado va acompafiado de un instructivo para completar los resultados
obtenidos correspondientes a la evaluacion del panel.

- El laboratorio de referencia elabora un informe por cada lamina, con fotografia.

17.2.7. Frecuencia de la evaluacion
Se evalla con una frecuencia anual. El envio de paneles es realizado con rotacion de los mismos.

Se lleva a cabo un envio a 6 jurisdicciones por trimestre, completandose el envio a las 24 juris-
dicciones en el plazo de un afio. Se rige con afio calendario.

17.2.8. Modalidades de envio de los paneles

El envio de cada panel de ldminas es realizado a través del sistema de correo aéreo mediante
cuenta institucional de ANLIS.

Los paneles deben ser devueltos por cada laboratorio evaluado por la misma via de envio. El
plazo de devolucidon es no mayor a 2 meses luego de enviados los resultados.

17.2.9. Compromisos para las instituciones participantes

Nivel de Referencia Nacional
e Dar sostenibilidad al control directo - evaluacién nacional de competencias para el

diagndstico de paludismo a través de la elaboracion de los paneles y el seguimiento y
gestion del sistema.
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e Dar cumplimiento a las normas técnicas para el diagndstico de paludismo de acuerdo a
los Procedimientos Operativos Estandar del Departamento de Parasitologia del INEI-ANLIS.

e Ante eventos no previstos desarrollar reuniones técnicas o asistencia directa para dar
respuesta a los mismos.

o El| Departamento de Parasitologia del INEI-ANLIS es evaluado anualmente en el marco
del Programa de Evaluacién Externa del Desempefio para el Diagndstico Microscdpico de
Malaria, Programa Regional de Malaria, Organizacién Panamericana de la Salud.

Nivel Jurisdiccional

e ElDirector o jefe de los Laboratorios de Referencia de cada jurisdiccién aceptan por es-
crito participar voluntariamente en el programa y brindan todas las facilidades de gestion
necesarias para el desarrollo del mismo, incluyendo la devolucién de paneles.

e El (los) responsable(s) del Laboratorio Referencial de Paludismo de la jurisdiccion a
cargo de la actividad, revisa/n las ldminas de los paneles preparados y da respuesta en el
tiempo previsto.

e Promover la participacion de los niveles periféricos en los programas de evaluacion,
para el fortalecimiento de la red de laboratorios a nivel nacional.

17.2.10. Plazo de respuesta de los participantes

El Laboratorio evaluado emite sus resultados al Laboratorio de Referencia Nacional correspon-
diente en un plazo no mayor de 10 dias habiles después de haber recibido el panel de laminas.

Los resultados son enviados por via electronica en un formato disefiado para esta actividad,
donde los participantes contaran con un codigo de acceso de la pagina web de ANLIS, Plata-
forma Virtual de Informacion Georreferenciada y Gestion de Redes de Laboratorios de Salud
Publica, para emitir los resultados correspondientes.

17.2.11. Modelo estadistico para el analisis de los resultados

La evaluacién de concordancia o discordancia esta en funcion al puntaje obtenido de las 1ami-
nas evaluadas correctamente, sobre el puntaje Ideal:

% de Concordancia = Puntaje obtenido x 100

Puntaje ideal



17.2.12. Estandares de calidad

Para tener en cuenta el nivel de concordancia aceptable que debe obtener el laboratorio eva-
luado, se debe considerar los siguientes estandares de calidad:

- Concordancia de presencia 0 ausencia de parasito: 100%
- Concordancia de especie; 95% - 100%
- Concordancia de parasitemia: 80% - 100%

- Concordancia del estadio: 80% - 100%

17.2.13. Criterios de evaluacion

Concordancia en resultado: Se refiere a la evaluacion del resultado emitido en cuanto al reco-
nocimiento de laminas con Plasmodium y de las negativas.

Concordancia en especie: Se refiere a la evaluacion del resultado emitido en cuanto al recono-
cimiento de cada especie que se encuentra presente en las [aminas positivas que conforman el
panel. En el caso de las Iaminas mixtas, deberd reconocerse las especies que lo conforman, si el
laboratorio evaluado reconoce sélo una de las especies, se considerara la mitad del puntaje que
corresponde a la ldamina correctamente evaluada.

Concordancia en parasitemia: Se refiere a la evaluacion del resultado emitido en cuanto al
reconocimiento de la cantidad exacta de los parasitos en la lamina positiva, expresada en pa-
rasitos por microlitro, considerando que no debe haber diferencias en mas del 50% entre una
lectura y otra.

Concordancia en estadio: Se refiere a la evaluacion del resultado emitido en cuanto al recono-
cimiento del estadio sexual y asexual del Plasmodium presente en las laminas positivas.

17.2.14. Plazo para la respuesta del laboratorio evaluador

El Laboratorio de Referencia Nacional emite un informe oficial con el compilado de los resulta-
dos, el andlisis de los mismos y las principales recomendaciones, donde los laboratorios eva-
luados apareceran con su cddigo otorgado, de modo que todos tengan este informe colectivo,
pero cada uno tendra unicamente los resultados detallados de las [aminas correspondientes a
su panel evaluado para identificar sus propios resultados. Este informe se remite en un plazo no
mayor de un mes, después de haber recibido los resultados de los laboratorios jurisdiccionales
evaluados, y correspondiente al primer mes del afio calendario posterior al de la evaluacion.
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17.2.15. Constancia de participacion

Los participantes en este tipo de evaluacién reciben una constancia de participacion siempre y
cuando hayan remitido sus resultados, la cual se obtendra mediante descarga de la pdgina web
de Plataforma Virtual de Informacion Georreferenciada y Gestion de Redes de Laboratorios
de Salud Publica. Esta constancia es entregada independiente de haber obtenido alto o bajo
porcentaje de concordancia. El certificado de aprobacion es otorgado a aquellos laboratorios
participantes que hayan obtenido un nivel adecuado a los estandares de calidad de concordan-
cia previamente descriptos y es enviado junto con el informe oficial.

17.2.16. Implementacion de las recomendaciones

El laboratorio evaluador debe tener en cuenta a los laboratorios cuyos resultados estan fuera
del margen de aceptacion.

Los laboratorios evaluados que obtienen resultados de baja concordancia reciben apoyo técni-
co de parte del Laboratorio de Referencia Nacional para realizar un reforzamiento del diagnds-
tico microscopico de paludismo.

El personal de laboratorio que ejecuta la lectura microscopica de las laminas de los paneles y
que obtiene resultados de baja concordancia, debe participar en un reforzamiento de las com-
petencias técnicas a cargo del Laboratorio de Referencia Nacional.

17.2.17. Archivo de los reportes

Los reportes se mantendran archivados de la siguiente manera: a nivel de los laboratorios eva-
luados, cada jurisdiccion guardard copia de sus resultados; a nivel del Laboratorio Nacional de
Referencia, éste guardara en formato electronico los resultados e informes correspondientes a
sus jurisdicciones evaluadas.

El periodo de custodia para el archivo electrénico es de 5 afios.



El Laboratorio Nacional de Referencia debera;

- Capacitar a los referentes tematicos jurisdiccionales de Paludismo en los Procedimien-
tos Operativos Estandar (POE) para la realizacidn de un diagnéstico de paludismo de ca-
lidad.

- Cooperar en la capacitacion del personal de los laboratorios del nivel periférico en el
diagndstico de paludismo.

La financiacion de las actividades de capacitacion estara a cargo del Ministerio de Salud.
La capacitacion serd realizada en tres formatos:
- Curso de Paludismo, tedrico-practico, integral, para el equipo de salud.

- Taller de certificacion, para certificacion de competencias en el diagndstico microsco-
pico de paludismo.

- Pasantias prolongadas, con planes individuales, dependiendo de las capacidades que
requieran fortalecer.

Es un proceso educativo y motivador reciproco, permanente, regulador y planificado, que per-
mite desarrollar los conocimientos y la capacidad del personal, crear aptitudes respecto al tra-
bajo y contribuir a mantener la eficacia y eficiencia de una Red de Laboratorios organizados,
para el diagndstico microscopico de paludismo.

Los Procedimientos Operativos Estandar para el Diagndstico de Paludismo descriptos aqui
constituirdn la base para ejercer la supervision de los laboratorios de la Red Nacional. La super-
vision se aplicard en dos modalidades directa e indirecta.

17.4.1. Supervision directa

Es una evaluacion formalizada efectuada por el nivel superior (Laboratorio de Referencia Na-
cional a Laboratorios de Referencia Jurisdiccionales y éstos a los Laboratorios Periféricos).
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Es una forma de observacion directa del desempefio por medio de visitas programadas y periodi-
cas al personal de los laboratorios de la Red para observar directamente las condiciones de traba-
jo, asi como los procedimientos técnicos y administrativos. Por el contacto personal, es efectiva y
rapida, ya que nos permite tomar decisiones oportunas. Durante la supervisién directa se realizan
entrevistas al personal encargado de procesar muestras de pacientes sospechosos de paludismo
para conocer directamente las condiciones de trabajo, asi como los problemas que se presentan
en los laboratorios, para recomendar soluciones apropiadas de acuerdo a los recursos locales. Se
observaran los siguientes aspectos: local, personal, equipamiento, materiales, reactivos, procedi-
mientos técnicos, registros, control de calidad.

Al finalizar la supervision se debe realizar una reunién informativa para discutir la situacion encon-
trada, hacer las sugerencias necesarias y las recomendaciones. Posteriormente se debe elaborar
un informe escrito, breve y concreto con los compromisos adquiridos del personal periférico, juris-
diccional y nacional. El laboratorio supervisor, conjuntamente con el supervisado deberd disefiar
un plan de intervencion y cronograma para periodos de 3 - 6 meses.

17.4.2. Supervision directa

Se ejercerd a través de la revision y analisis de los resultados del laboratorio en el SNVS. El nivel
nacional analizara la informacion proveniente de los niveles jurisdiccionales y éstos a su vez seran
responsables de analizar la informacion de los niveles periféricos.

Como resultado de la supervision directa, se dictaran recomendaciones y se podra tomar decisio-
nes tendientes a corregir los errores detectados.

17.4.3. Responsabilidades en la supervision

El Laboratorio Nacional de Referencia debera:

- Supervisar anualmente a todos los laboratorios de referencia jurisdiccionales, incluyendo
la actualizacion de la base de datos de la Red de Laboratorios jurisdiccionales.

- Realizar medidas correctivas y/o acciones necesarias (readiestramiento, supervision es-
tricta, etc.) de acuerdo a los resultados de la supervision y del control de calidad fundamen-
tado en los criterios establecidos de aceptacion de error.

El Laboratorio Jurisdiccional de Referencia debera:

- Supervisar cada trimestre a todas las unidades de diagndstico periféricas, incluyendo la
presentacion de un informe al Laboratorio Nacional.



- Realizar medidas correctivas y/o acciones necesarias (readiestramiento, supervision
estricta, etc.) de acuerdo a los resultados de la supervision y del control de calidad funda-
mentado en los criterios establecidos de aceptacion de error.

Todos los niveles deberan:

e Cumplir con los procesos de garantia de calidad en el diagndstico de paludismo (eva-
luacion externa directa y/o indirecta del desempefio) descriptos por el laboratorio Nacional.

La financiacion de TODAS las actividades de supervision estara a cargo del Ministerio de Salud.

- El Departamento de Parasitologia del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas
de la ANLIS Dr. Carlos G. Malbran, como Laboratorio Nacional de Referencia de Paludismo,
y coordinador de la Red Nacional de Laboratorios en el tema, garantizard el diagndstico
referencial, la normatizacion y calidad, el asesoramiento cientifico, la capacitacion y la
investigacion.

- Las Jurisdicciones, representadas por el Referente Jurisdiccional de Redes de Labora-
torio, garantizaran las coordinaciones y buen funcionamiento de los equipos locales que
participan en el diagndstico de paludismo.

- La Direccion Nacional de Epidemiologia garantizara la coordinacién de las actividades
de vigilancia.

- La OPS/OMS proveerad el asesoramiento técnico para monitorear el seguimiento y faci-
litardla colaboracion SUR-SUR.

- Todos los niveles de diagndstico asistencial deberdn tomar muestra de gota gruesa y
extendido hematico.

- Ladeteccién por busqueda pasiva, la atencién y el seguimiento de los casos se realiza-
ra en cada unidad de salud y estard bajo la responsabilidad del equipo local.

- La vigilancia por busqueda activa y control de foco estard bajo responsabilidad de la
Direccion de Epidemiologia del Ministerio de Salud.
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CAPITULO 19
ANEXOS

19.1. GRAFICOS AUXILIARES DE OMS PARA DIAGNOSTICO DE
PALUDISMO
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Efecto del pH en la morfologia del parasito
pH 6.4 6.8 7.2 76

[ | B e

188
_ MANUAL DE DIAGNOSTICO LABORATORIAL






190
_ MANUAL DE DIAGNOSTICO LABORATORIAL






192
_ MANUAL DE DIAGNOSTICO LABORATORIAL



19.2. GRAFICOS AUXILIARES DE CDC PARA DIAGNOSTICO DE PALUDISMO

19.2.1. Plasmodium vivax

Desarrollo de las etapas eritrociticas de Plasmodium vivax en extendido hemadtico. 1, glébulo rojo nor-
mal; 2 a 6, trofozoitos jovenes; 7 a 18, trofozoitos maduros; 19 a 24, esquizontes jévenes; 25 a 27, esqui-
zontes maduros; 28 y 29, macrogametocito maduro; 30, microgametocito maduro.



Etapas eritrociticas de Plasmodium vivax en gota gruesa. 1, trofozoitos ameboides; 2, esquizonte joven;
3, esquizonte maduro; 4, microgametocito; 5, plaquetas; 6, nucleo de neutrofilo; 7, eosindfilo; 8, plaque-
tas con restos celulares de eritrocitos.
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19.2.2. Plasmodium falciparum
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Desarrollo de las etapas eritrociticas de Plasmodium falciparum en extendido hematico. 1, glébulo rojo
normal; 2 a 10, trofozoitos jovenes; 7 a 18, trofozoitos maduros; 19 a 23, esquizontes jovenes; 24 a 26,
esquizontes maduros; 27 y 28, macrogametocito maduro; 29 y 30, microgametocito maduro.



Etapas eritrociticas de Plasmodium falciparum en gota gruesa. 1, trofozoito; 2, gametocito normal; 3,
gametocito levemente distorsionado; 4, gametocito redondeado; 5, gametocito desintegrado; 6, nucleo
de leucocito; 7, plaquetas; 8, restos celulares de eritrocito.
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19.2.3. Plasmodium ovale

Desarrollo de las etapas eritrociticas de Plasmodium ovale en extendido hematico. 1, glébulo rojo nor-
mal; 2 a 5, trofozoitos jovenes; 6 a 15, trofozoitos maduros; 16 a 20, esquizontes jovenes; 21 a 23, esqui-
zontes maduros; 24, macrogametocito maduro; 35, microgametocito maduro.



CDC
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Etapas eritrociticas de Plasmodium ovale en gota gruesa. 1, trofozoitos jévenes; 2, trofozoitos en desa-
rrollo; 3, trofozoitos maduros; 4, esquizontes; 5, gametocitos; 6, nucleo de leucocito; 7, plaquetas.
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19.2.4. Plasmodium malariae

Desarrollo de las etapas eritrociticas de Plasmodium malariae en extendido hemdtico. 1, glébulo rojo
normal; 2 a 5, trofozoitos jovenes; 6 a 13, trofozoitos maduros; 14 a 20, esquizontes jovenes; 21y 22,
esquizontes maduros; 23, gametocito en desarrollo; 24, macrogametocito maduro; 25, microgametocito
maduro.



Etapas eritrociticas de Plasmodium malariae en gota gruesa. 1, trofozoitos jovenes; 2, trofozoitos en
desarrollo; 3, trofozoitos maduros; 4, 5, 6, esquizontes jovenes; 7, esquizontes maduros; 8, nucleo de
leucocito; 9, plaquetas; 10, restos celulares de eritrocito.
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19.2.5. Plasmodium knowlesi

Desarrollo de las etapas eritrociticas de Plasmodium knowlesi en extendido hemadtico. 1, glébulo rojo
normal; 2 a 6, trofozoitos jovenes; 7 a 14, trofozoitos maduros; 15 a 18, esquizontes jovenes; 19 a 23,
esquizontes maduros; 23, gametocito en desarrollo; 24, macrogametocito maduro; 25, microgametocito
maduro.



19.3. LAMINAS FOTOGRAFICAS AUXILIARES DE CDC PARA
DIAGNOSTICO DE PALUDISMO

19.3.1. Plasmodium vivax

Trofozoitos jovenes
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Trofozoitos maduros



Esquizontes
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Gametocitos



19.3.2. Plasmodium falciparum
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Trofozoitos jovenesen Trofozoitos jovenesen gota gruesa. 5e observanformasen herradura.
gota gruesa.
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Trofozoitos maduros (se observan raramente en sangre periférica)
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Trofozoitos madurosen Trofozoitos maduros en extendido hematico.
gota gruesa.

Esquizontes (se observan raramente en sangre periférica)



Gametocitos
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19.3.3. Plasmodium ovale

Trofozoitos jovenes



Trofozoitos maduros
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Esquizontes
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Esquizontesen gota gruesa. Esquizontes en extendido hematico.
.
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Esquizontesen extendido hematico. Se observan gidbulos rojos alargados. Esquizonte y trofozoito en
extendido hematico.



Gametocitos
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19.3.4. Plasmodium malariae

Trofozoitos jovenes
Trofozoitos maduros
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-p
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Troforoito joven en gota gruess. Trofozoitos jovenes en extendido hematico.

2. Trophozoites

P. malariae trophozoites have compact cytoplasm and a large chromatin dot Occasional band forms
andior “basket” forms with coarse, dark-brown pigment can be seen.

&2
- %'. -

Trofozoito maduro en gota gruesa. Trofozoitos madurosen banda en extendido hematico.




Trofozoitos maduros (forma de canasta)
-
-
L3

Trofozoitos madurosen forma de canasta en extendido hematico.

& it &

Trofozoitos maduros en forma de canasta (mostrando variaciones) en extendido hematico.
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Esquizontes



Gametocitos

P

Gametocitos en gota gruesa. Gametacito en extendido hematico
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Gametocitos en extendido hematico

&
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19.3.5. Plasmodium knowlesi

Trofozoitos jovenes

Trofozoitos maduros



Esquizontes

Gametocitos

218
_ MANUAL DE DIAGNOSTICO LABORATORIAL



19.4. LAMINAS FOTOGRAFICAS AUXILIARES PARA DIAGNOSTICO DE
DIFERENCIAL

19.4.1. Componentes celulares de la sangre

Componentes celulares sanguineos en extendido hemadtico. 1, eritrocito; 2, linfocito; 3, monocito; 4, neu-
tréfilo en cayado; 5, neutrdfilo segmentado; 6, eosindfilo; 7, basofilo; 8, plaqueta.
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Tipos de leucocitos



19.4.2. Alteraciones de los eritrocitos

Anisocitosis Microcitosis Macrocitosis Megalocitosis

Anormalidades en el tamafio de los eritrocitos

Anormalidades en la forma de los eritrocitos
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Anisocromia

Hipocromia

oO

Hipercromia Policromasia

Anormalidades en el color de los eritrocitos

Sustancia granulofilamentosa Cuerpo de Howell-Jolly
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Puntillado basofilo Anillo de Cabot
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Cuerpos de Heinz

Cuerpos de Papenheimer
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Anillode Cabot

Anillos de Cabot

Inclusiones intraeritrocitarias
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Rouleaux Aglutlnamon

Anormalidades en la distribucion de los eritrocitos

19.4.3. Otros parasitos o microrganismos
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Babesia sp.
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Mansonella ozzardi Histoplasma capsulatum
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Mas informacion
argentina.gob.ar/salud/epidemiologia

0800-222-0651



