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INTRODUCCION

El paludismo, también conocido como malaria, es una enfermedad
parasitaria causada por protozoarios del género Plasmodium y transmitida
al ser humano por la picadura de mosquitos hembra, del género Anopheles,
infectados con el parasito. Existen alrededor de 150 especies diferentes de
Plasmodium; sin embargo, solo 4 pueden infectar al ser humano:
Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae vy
Plasmodium ovale. En la actualidad existen reportes de casos aislados en
Asia de paludismo ocasionado por Plasmodium knowlesi conocido por
causar enfermedad en primates.

En general, cuando un Anopheles hembra ingiere sangre con el parasito
en sus etapas sexuales (gametocitos), los gametos masculino y femenino se
unen en el estdomago del mosquito y forman el oocineto. A continuacion,
este atraviesa la pared gastrica y forma un quiste u oocito, en el que se
desarrollan los esporozoitos durante un periodo de 8 a 10 dias, dependiendo
de la especie del parasito y de la temperatura. Los esporozoitos atraviesan la
pared del quiste, llegan a las glandulas salivales y son inyectados a otra
persona cuando el mosquito hembra se alimenta nuevamente.

En un hospedador susceptible, los esporozoitos infectan células del
higado y se transforman en esquizontes (exoeritrociticos o hepaticos) los
cuales al madurar liberan merozoitos al torrente sanguineo donde infectan
a los eritrocitos. En estas células sanguineas los merozoitos se convierten en
trofozoitos, los cuales crecen y se multiplican de forma ciclica. La mayor
parte se convierte en formas asexuales, de trofozoitos a esquizontes
sanguineos maduros, que rompen el eritrocito entre 48y 72 horas después
de la infecciony liberan de 8 a 30 merozoitos eritrociticos (segun la especie),
gue a su vez infectan a otros eritrocitos. Durante cada ciclo, la ruptura de
eritrocitos va seguida por la liberacion de un gran ndmero de esquizontes
eritrociticos (liberando nuevos merozoitos y compuestos toxicos propios del
metabolismo del parasito), gue ocasionan los sintomas clinicos. En el interior
de los eritrocitos infectados, algunos merozoitos pueden transformarse en
formas sexuales (gametocitos). Por lo general, los gametocitos aparecen en
el torrente sanguineo inmediatamente después de la parasitemia
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manifiesta con P. vivax y P. ovale; y después de 7 a 15 dias en P. falciparum
(Figura ).

En caso de P. vivax y P. ovale, al infectar a la célula hepatica, algunos
esporozoitos entran en estados de latencia y son conocidos como
hipnozoitos, los cuales con el paso del tiempo (meses o anos), tienen la
capacidad de reactivarse produciendo “recaidas”. En la infeccion por P.
malariae y P. falciparum, puede persistir un NnUmero escaso de parasitos en
los eritrocitos que, al multiplicarse a un cierto nivel, ocasionan nuevamente
los sintomas (recrudescencia).

Paludismo o malaria Estadios en el higado humano
(Plasmodium spp.)
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Figura 1. Ciclo de vida del Plasmodium spp. (Tomado y traducido de
http://www.cdc.gov/malaria/about/biology/index.html).

De las especies de Plasmodium que causan el paludismo en los
humanos, P. falciparum y P. vivax representan la mayor amenaza, esto es
debido a que P. falciparum se asocia a la malaria complicada, con tasas
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importantes de mortalidad y P. vivax es responsable de la mayor incidencia
de la enfermedad a nivel global con excepcion de Africa Subsahariana.

Las intervenciones de lucha contra el paludismo han llevado a disminuir
de manera importante la morbilidad y mortalidad general; se calcula que, a
nivel mundial, entre los anos 2000 y 2015, la incidencia de paludismo
disminuyd en un 37%, mientras que la mortalidad por esta enfermedad
disminuyo 60%, con 6.2 millones de vidas salvadas. De acuerdo al Reporte
mundial de malaria 2023, se estima que ocurrieron 249 millones de casos de
paludismo en 2022 con 608,000 defunciones para 85 paises endémicos,
siendo la region de Africa la mas afectada.

En la region de las Ameéricas se registraron 550,000 casos representando
el 0.2% de los casos en el mundo, de los cuales Brasil, Colombia y Venezuela
declararon el 73% de todos los casos en la region. En México la disminucion
progresiva de casos en los ultimos 20 anos (mas del 90%), registrando 45
casos confirmados por Plasmodium vivax en 2023, lo convierten en uno de
los seis candidatos de Ameérica para eliminar la enfermedad en el corto
plazo. Asimismo, de acuerdo al sistema de vigilancia epidemioldgica de
paludismo, los estados que presentaron casos autdoctonos en 2023 fueron
Campeche, Chiapas, Oaxacay Tabasco.

En paises como México que se encuentran en la etapa de eliminacion, el
enfoque de estratificacion de riesgo, sub-estratificacion en focos paludicos
y la operacion a través de la estrategia DTIR (deteccion/diagndstico-
tratamiento-investigacion y respuesta) es determinante para acortar la
cadena de transmision mediante la emision de diagnosticos confiables y
oportunos, asi como el acceso a tratamientos de casos, tanto sintomaticos
CoOMo asintomaticos que impidan generar casos secundarios.

El presente documento establece los lineamientos de operacion para:

e Lavigilancia epidemioldgica de pPaludismo basada en el laboratorio
con enfoque a eliminacion.

e FEstructura, organizacion y funcionamiento de la red nacional de
laboratorios para el diagnostico de paludismo.

e Procedimientos operativos estandarizados en el diagndstico de
paludismo (anexo Il)
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e Laevaluacion del desempeno de los laboratorios de la RNLSP.
e FEl sistema de aseguramiento de la calidad en el diagnostico de
Paludismo.

ANTECEDENTES

Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica

La Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica (RNLSP) es el conjunto
de laboratorios con objetivos especificos que permiten unificar métodos de
diagndstico, criterios de interpretacion de resultados, transferencia
tecnoldgica, generacion de conocimientoy formacion de recursos humanos
gue garanticen procedimientos técnico-administrativos que produzcan
informacion de laboratorio Util para la vigilancia epidemiologica vy la
operacion de los programas preventivos.

RNLSP es el soporte técnico-cientifico util para la vigilancia
epidemioldgica, genera informacion de calidad para la toma oportuna de
decisiones, a través de la confirmacion mediante estudios de laboratorio en
muestras biologicas. Esta integrada por el Instituto de Diagnostico y
Referencia Epidemiologicos “Dr. Manuel Martinez Baez" (InDRE) como
organo rector de la misma, los Laboratorios Estatales de Salud Publica
(LESP) y los Laboratorios de Apoyo a la Vigilancia Epidemiologica (LAVE). Se
encuentra estructurada en tres niveles: nacional, estatal/institucional y local
O SUS eqguivalentes para otras instituciones. El nivel nacional esta
representado por el INDRE como Laboratorio Nacional de Referencia (LNR).

Su fundamento legal se encuentra en el reglamento Interior de la
Secretaria de Salud y la Norma Oficial Mexicana NOM-017-SSA2-2012, para la
vigilancia epidemiolégica y se encuentra definida en los Criterios de
operacion para la Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica,
componente vigilancia epidemiologica.

Como parte del marco analitico basico (MAB), en la RNLSP se cuenta con
el diagndstico y la vigilancia por laboratorio del paludismo.
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Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica para la vigilancia del
paludismo

Durante el periodo 1920 a 1930, el personal encargado del diagnostico de
paludismo de la Secretaria de Salud recibid capacitacion en el extranjero,
principalmente en los Estados Unidos de América (EUA), sobre paludismoy
otras enfermedades parasitarias de importancia en salud publica. En 1935 se
considero la creacion de un centro de investigacion y docencia en México,
para las enfermedades de importancia en salud publica, con la participacion
del personal capacitado en la década anterior. Este proyecto se concretd en
1939 con la inauguracion, el 19 de marzo, del Instituto de Salubridad y
Enfermedades Tropicales (ISET).

Entre las enfermedades prioritarias para el ISET, el paludismo ocupd el
segundo lugar por causa de mortalidad, con una tasa de 130 defunciones
por cada 100,000 habitantes y una morbilidad del 10% en la poblacion
general. El Laboratorio de Protozoologia del ISET, tenia dentro de sus
funciones la vigilancia de aves de mercado y aves silvestres parasitadas con
Plasmodium relictum, asi como el mantenimiento de las cepas de P.
gallinaceumy P.cathemerium, donadas por Franciay EUA. Otro laboratorio
con funciones similares a las del ISET, fue el Laboratorio de Epidemiologia y
Estadistica a cargo del estudio de la distribucion de la poblacion de México,
la vigilancia epidemioldgica del paludismo y la fiebre amarilla, entre otros
padecimientos. De 1950 a 1954 el paludismo ocupo el tercer lugar en México
como causa de defuncion con un promedio de 25000 muertes anuales en
una poblacion de casi 16 millones de habitantes en el area palddica.

En 1955 se cred la Comision nacional para la erradicacion del paludismo
gue llevaba a cabo sus funciones con un programa de tres fases:
preparatoria, ataque y consolidacion. En 1956, durante la fase preparatoria
se definio el limite del area palddica: 150,000 Km? del territorio nacional; se
realizd el censo y la cartografia, asi como el reclutamiento y adiestramiento
del personal participante en el programa, en cuya estructura se encontraba
el Laboratorio Central de Paludismo, el cual constituyd una pieza
fundamental. El modelo de este laboratorio se reprodujo en todo el pais
dando lugar a la Red Nacional de Laboratorios de Diagnostico de
Paludismo.
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En la fase de ataque del programa (1957-1961) en las localidades donde se
logrd interrumpir la transmision (75% del area paludica inicial) se inicio la
ultima fase, denominada fase de consolidacion, para continuar con la de
ataque en las areas con persistencia de la enfermedad.

Durante los anos de 1965 a 1970 una vigilancia epidemiologica deficiente
ocasiond que la fase de consolidacion se redujera hasta el 50% y 37%
respectivamente ocasionando un deterioro de las condiciones generales del
programa. Posteriormente, entre las acciones de mejora, se establecio la
observacion microscopica oportuna de las muestras de sangre, como una
medida especifica de la vigilancia epidemiologica.

Entre 1981 y 1982, se le asigno al ISET el control de calidad de las redes
nacionales de diagndstico de cancer cervicouterino, ya existentes,
tuberculosis, paludismo, lepra, mal del pinto y dengue; y el laboratorio
central de la red para el diagndstico de paludismo se reubico en las
instalaciones del ISET, cuyo nombre habia cambiado a Instituto Nacional de
Diagnodstico y Referencia Epidemioldgicos “Dr. Manuel Martinez Baez”
(INDRE, 1985) formando parte de la Red Nacional de Laboratorios Estatales
de Salud Publica (RNLSP).

En 1997 se inicio la evaluacion directa del desempeno para los laboratorios
del pais, a través de la aplicacion de paneles de eficiencia generados en el
Laboratorio de Paludismo del INDRE, cuyos resultados generaron la
necesidad de una evaluacion de la RNLSP, mediante paneles que se
conformaron siguiendo procedimientos estandarizados. En 2005, se
implementd el Programa de Evaluacion Externa del Desempeno (PEED)
para los microscopistas de la red de enfermedades parasitarias transmitidas
por vector (PEEDMiVec) y que actualmente se denomina Ensayo de aptitud
para microscopistas de enfermedades parasitarias transmitidas por
vectores (EApMiVec), el cual conjunta muestras de los laboratorios de
Paludismo, Enfermedad de Chagas y Leishmaniosis, e informa los
resultados a los laboratorios, de acuerdo a lineamientos establecidos.

En enero de 2012 el laboratorio de paludismo del INDRE se certificd con
pase en los requerimientos de la Norma Internacional 1ISO 9001:2008.
Sistemas de gestion de la calidad y en 2014 se acreditd con los
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requerimientos de la Norma ISO 15189: 2012 para la acreditacion de los
laboratorios clinicos, con el objetivo de demostrar la competencia técnica
en el proceso diagnostico del paludismo.

En noviembre del 2012 el Laboratorio de Paludismo se incorpord al
Programa de evaluacion externa del desempeno del diagnostico
microscopico de paludismo para los paises de Mesoamérica y el Caribe,
establecido por el laboratorio de Referencia Supranacional (Laboratorio
Nacional de Salud Publica) de la Secretaria de Salud de Honduras, a través
de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS).

A partir de 2017, el Laboratorio de Paludismo del INDRE es designado
como Centro Colaborador de la Organizacion Mundial de la Salud y la OPS
(OMS/OPS) para el entrenamiento en el diagndstico del paludismo
mediante microscopia (clave CC-Mex-29), a través del cual se han certificado
microscopistas de laboratorios de referencia de paises de la region, asi como
microscopistas de los laboratorios estatales, de acuerdo a criterios
establecidos en el manual de aseguramiento de la calidad del diagndstico
microscopico de paludismo de la OMS, segunda edicion.

Para 2019, se iniciaron las visitas de supervision integral de eliminacion del
paludismo, con la participacion del CENAPRECE-DGPS-DGE-INDRE vy el
acompanamiento de la OPS a los ocho estados que presentaron
transmision durante los Ultimos anos (Campeche, Chiapas, Chihuahua,
Nayarit, Quintana Roo, Sinaloa, Sonora y Tabasco). En ese mismo ano, se
planted la necesidad de utilizar pruebas rapidas, que permiten acortar los
tiempos en el diagnodstico y tratamiento de casos en aquellas zonas que, por
dificultad geografica, politica o social fuera imposible cortar la cadena de
transmision de la enfermedad. Con este motivo, se realizd un estudio piloto
con la Prueba de diagnostico rapido de paludismo (PDR), SD BIOLINE
Malaria Ag P.f/P.v O5FK80 donada por la OPS, en los estados de Chiapas y
Chihuahua en el periodo de octubre de 2019 a diciembre de 2020, con el
objetivo de evaluar su operatividad en campo. Se capacitd al personal
operativo del programa de prevencion y control de paludismo, a personal
del LESP, asi como a colaboradores voluntarios de los estados de Chiapasy
Chihuahua en el cuidado, usoy manejo de las PDR.
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En el mismo periodo, se investigo la presencia de los antigenos HRP-II y
pLDH del parasito, en 1062 personas sospechosas a paludismo por PDR, asi
como la busqueda de parasitos en muestras de sangre por gota gruesa
tenidas con Giemsa, mostrando una sensibilidad del 94.3% vy especificidad
del 100%, con valores predictivo positivo y negativo de 100% y 99.7%
respectivamente, lo cual sugirio fuertemente, que la prueba rapida puede
ser Util para el diagnostico de paludismo en regiones en las que no se
garantiza el diagnostico, ni el inicio de tratamiento oportuno en nuestro
pais.

Finalmente, en 2023 se llevaron a cabo tres talleres regionales de
capacitacion de directrices para la eliminacion y prevencion del
restablecimiento de la transmision del paludismo con la participacion de
todos los componentes de salud (Epidemiologia, LESP, Programa de
vectores, Promocion de la salud; y Atencion meédica) de 29 entidades
federativas, con el objetivo de armonizar los procesos enfocados a la
eliminacion y posteriormente evitar el restablecimiento de la transmision
del paludismo.

MARCO LEGAL

Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos

e Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos. Articulo D.O.F.

06/06/2023.
Leyes
e Ley General de Salud, México. Ultima reforma publicada D.O.F.
29/05/2023.
e |ey Federal de Responsabilidades de los Servidores Publicos. D.O.F.
20/12/2023

e Ley General del Sistema Nacional Anticorrupcion 20/05/2021

e Ley General de Responsabilidades Administrativas 27/12/2022

e |Ley Organica del Tribunal Federal de Justicia Administrativa. D.O.F
26/01/2024.
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Ley General de Proteccion de Datos Personales en Posesion de
Sujetos Obligados. D.O.F. 26/01/2017.
Ley de Infraestructura de la Calidad. D.O.F. 01/07/2020.

Reglamentos

Reglamento Interior de la Secretaria de Salud. México. DOF 07/02/2018.

Reglamento Sanitario Internacional (2005) 2da edicion. Ginebra Suiza
2008. Organizacion Mundial de la Salud.

Normas Oficiales Mexicanas

Norma Oficial Mexicana NOM-017-SSA2-2012, Para la vigilancia
epidemioldgica, D.O.F. 19/02/2013.

Norma Oficial Mexicana NOM-032-SSA2-2014. Para la vigilancia
epidemioldgica, promocion, prevenciony control de las enfermedades
transmitidas por vectores. D.O.F. 16/04/2015.

Norma Oficial Mexicana NOM-007-SSA3-2011. Para la organizacion y
funcionamiento de los laboratorios clinicos. D.O.F. 27/03/2012

Norma Oficial Mexicana NOM-035-SSA3-2012. En materia de
informacion en salud. D.O.F. 07/01/2013.

Norma Oficial Mexicana NOM-253-SSA1-2012, Para la disposicion de
sangre humanay sus componentes con fines terapéuticos.

Norma Oficial Mexicana NOM-052-SEMARNAT-2005, que establece las
caracteristicas, el procedimiento de identificacion, clasificacion y los
listados de los residuos peligrosos. D.O.F. 22/10/1993; Modificacion
D.O.F. 23/06/2006.

Norma Oficial Mexicana NOM-018-STPS-2015, Sistema armonizado
para la identificacion y comunicacion de peligros y riesgos por
sustancias qguimicas peligrosas en los centros de trabajo. D.O.F.
09/10/2015.

Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion
ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos biologico-
infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo.

INDRE Pagina 17 de 108
Mayo 2024 Version 2.



NMX-EC-15189-IMNC-2022 Laboratorios clinicos — Requisitos de calidad
y competencia (ISO 15189:2012)

NMX-CC-9001-IMNC-2015 Sistemas de gestion de la calidad -
Requisitos (ISO 9001:2015)

ISO 35001:2019 Gestion del riesgo bioldgico en el laboratorio.

Planesy programas

Plan Nacional de Desarrollo 2019-2024. D.O.F. 12/07/2019.

Programa Sectorial de Salud 2019-2024 D.O.F.17/08/2020.

Programa de Accion Especifico Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica, vigente.

Programa de accion especifico. Vigilancia en Salud Publica por
laboratorio 2020-2024

Secretaria de Salud. Programa de Accion Especifico: Prevencion y
Control de Enfermedades Transmitidas por Vectores 2020-2024.

Lineamientos y manuales

Manual de Procedimientos Estandarizados para la Vigilancia
Epidemioldgica de las Enfermedades Transmitidas por Vector;
Direccion General de Epidemiologia. México: Secretaria de Salud; 2021.
Criterios de Operacion para la Red Nacional de Laboratorios de Salud
Publica Componente Vigilancia Epidemioldgica; Instituto de
Diagnodstico y Referencia Epidemioldgicos “Dr. Manuel Martinez
Baez". México: Secretaria de Salud; 2015.

Lineamientos para la Gestion del Riesgo Biologico; Instituto de
Diagndstico y Referencia Epidemioldgicos “Dr. Manuel Martinez
Baez". México: Secretaria de Salud; 2019.

Lineamientos para el reconocimiento a la competencia técnica de los
laboratorios que apoyan a la vigilancia epidemiologica; Instituto de
Diagnostico y Referencia Epidemiologicos, “Dr. Manuel Martinez
Baez". México: Secretaria de Salud; 2019.

Lineamientos para la toma, manejo y envio de muestras para
diagnostico, Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemioldgicos
“Dr. Manuel Martinez Baez". México: Secretaria de Salud; 2020.
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Manual para la Evaluacion del Desempeno. Instituto de Diagnostico y
Referencia Epidemioldgicos “Dr. Manuel Martinez Baez” 04/08/2023.

DEFINICIONES OPERACIONALES

Las definiciones de caso se encuentran establecidas en el Manual de
Procedimientos Estandarizados para la Vigilancia Epidemiologica de las
Enfermedades Transmitidas por Vector:

e Caso probable: toda persona que resida o provenga de area con
antecedente de transmision de paludismo (en los ultimos tres anos) y
gue en el Ultimo mes presente o haya presentado fiebre, mas los
siguientes signos y sintomas: cefalea, diaforesis y escalofrios.

e Caso confirmado (fase eliminacién). toda persona en quien se
compruebe, mediante métodos parasitoldgicos o moleculares
reconocidos por el INDRE, la presencia de Plasmodium en sangre.

e Caso descartado: Todo caso probable en quien no se detecta la
presencia del Plasmodium en sangre por las técnicas de laboratorio
reconocidas por el INDRE.

e Recaida: es la reanudacion de la manifestacion de una infeccion por P.
vivax o P. ovale surgida después de una latencia temporal de la
activacion de los hipnozoitos en un periodo de dos meses hasta 3 anos.
(Caso confirmado de paludismo debido a la activacion de los
hipnozoitos de P. vivax o P. ovale contraidos previamente).

e Recrudescencia: Reaparicion de parasitemia de formas asexuadas
después de un tratamiento antimalarico, debido a la eliminacion
incompleta de formas eritrociticas asexuadas con el mismo o las
mismas especies que causaron la enfermedad original.

e Caso importado: Caso confirmado en el cual se demuestra por
evidencias epidemiologicas y parasitoscopicas que la infeccion se
adquirio fuera del pafs.

e Caso fordneo:. Todo caso confirmado detectado por una entidad
federativa en la que no existe transmision activa de paludismo y que
mediante la investigacion epidemiologica se demuestre que la
infeccion se adquirio en otra entidad de la Republica Mexicana donde
aun persisten focos de transmision activos.

INDRE Pagina 19 de 108
Mayo 2024 Version 2.



e Caso [ndice: Caso cuyas caracteristicas epidemiologicas desencadenan
una deteccion activa de otros casos. El término “caso indice” también
se utiliza para designar el caso que origind la infeccion de uno o varios
casos introducidos.

e Caso autéctono: Todo caso confirmado contagiado localmente sin
evidencia de importacion y sin vinculo directo con la transmision de un
caso importado.

e Caso inducido: caso confirmado en el que el origen se atribuye a una
transfusion de sangre u otra forma de inoculacion parenteral del
parasito, pero No a la transmisidén por un Mosquito.

e Casointroducido: Caso confirmado infectado localmente con evidencia
epidemioldgica que lo vincula directamente a un caso importado
(transmision local de primera generacion).

Definicién de microscopista: De acuerdo al Manual de aseguramiento de la
calidad del diagnostico microscopico del paludismo de la OMS (2a. edicion)
el término “microscopista” se refiere a la persona que emplea un
microscopio para examinar laminas de sangre con el fin de diagnosticar el
paludismo e informar los resultados. Puede ser una de las tareas de un
consultor principal de laboratorio, un investigador o técnico en un
laboratorio de referencia o constituir la unica actividad de un miembro del
personal en un dispensario ambulatorio pequeno.

OBJETIVOS

Objetivo general

Establecer y dar a conocer a la Red Nacional de Laboratorios de Salud
Publica para la vigilancia del paludismo (RNLSP-paludismo), las directrices
encaminadas a garantizar resultados confiables y oportunos en el
diagnostico por laboratorio, a través de procedimientos estandarizados que
conduzcan a acciones especificas que permitan tratar de manera correcta
los casos, ademas de lograr la eliminacion del padecimiento y la posterior
prevencion del restablecimiento de su transmision, logrando un pais libre
de paludismo.
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Objetivos especificos

e (Carantizar la calidad del diagndstico del paludismo.

e Ser el documento guia para el soporte técnico-cientifico de la Red
Nacional de Laboratorios de Salud Publica para la vigilancia del
paludismo.

e Armonizar los procesos de diagnostico del paludismo, mediante el
cumplimiento de los lineamientos nacionales alineadas a
recomendaciones de organismos internacionales.

Ambito de aplicacién

El presente documento aplica a todos los laboratorios que forman parte
de la Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica para la vigilancia del
paludismo.

RED NACIONAL DE LABORATORIOS DE SALUD PUBLICA
PARA LA VIGILANCIA DEL PALUDISMO

El Laboratorio de Paludismo del INDRE, como laboratorio rector en el LNR
a nivel federal, es responsable de la coordinacion de la RNLSP para
diagndstico, control de calidad, referencia, capacitacion, actualizacion y
evaluacion de la competencia técnica y se encuentra adscrito al
Departamento de Parasitologia.

La RNLSP-paludismo esta integrada por:
e |aboratorios Estatales de Salud Publica (LESP).
e Laboratorio de Vigilancia Epidemiologica de la CDMX,
e Laboratorios locales que conforman la Red Estatal de Laboratorios de
Salud Publica bajo las directrices del LESP (laboratorios municipales,
jurisdiccionales, de centros de salud y de hospitales).

NOTA: Los laboratorios publicos y privados que no forman parte de la RNLSP pero que realizan

el diagnodstico microscopico de paludismo, deberan notificar a la jurisdiccion sanitaria
correspondiente todo caso confirmado, con la finalidad de que la muestra sea leida por un
laboratorio reconocido por el INDRE, o bien, se localice al paciente y se le tome una muestra
adicional para confirmar o descartar el caso. Por otra parte, si laboratorios que no forman parte
de la red reportan y notifican resultados positivos por metodologias diferentes a microscopia, se
debera confirmar o descartar el resultado a través de la RNLSP.
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Organizacion de la Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica para la
vigilancia del paludismo

De acuerdo con los datos del Ultimo consenso, la RNLSP-paludismo esta
conformada por 131 laboratorios locales, T LAVE (CDMX), 31 laboratorios
estatales y el laboratorio nacional de referencia, en los cuales participan 193
microscopistas en nivel local, 77 en nivel estatal y 5 en nivel federal.

NOTA: Los laboratorios municipales y jurisdiccionales dependen operativamente del Programa
de paludismo; sin embargo, en aspectos técnico-metodoldgicos dependen del INDRE, a través de los
LESP.

FUNCIONES DE LOS INTEGRANTES DE LA RED
NACIONAL DE LABORATORIOS DE SALUD PUBLICA
PARA LA VIGILANCIA DEL PALUDISMO

Funciones de los laboratorios locales
Para el diagndstico

e Realizar el diagnostico por microscopia del 100% de los casos
detectados.

e Garantizar la lectura de muestras y la notificacion de resultados en un
plazo no mayor a 24 horas después de su recepcion, incluyendo
sabados, domingos y dias festivos (ante la alta probabilidad de que el

caso se confirme con base en la informacion clinica-epidemiologica).
Nota: En caso de periodos vacacionales y en aquellos en los que el microscopista no se
encuentre en su localidad, se deberdn remitir las laminillas a otro laboratorio, con la finalidad
de asegurar la oportunidad en el diagndstico.

e Realizar la toma de muestra de gota gruesa/extendido fino o PDR
cuando sea requerido.

e Realizar el diagnostico microscopico del paludismo conforme a lo
establecido en los presentes lineamientos (anexo Il)

e Colocar el resultado de la observacion, la fecha de emision mas el
nombre y clave del microscopista en el formato SIPE-N1 o en el
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formato estudio epidemioldgico de enfermedades transmitidas por
vector ETV.

o Ante un resultado positivo, se debera colocar la especie
identificada, los estadios parasitarios y la densidad parasitaria.

e Notificar inmediatamente a los responsables de programa vy
epidemiologia local, asi como al laboratorio estatal, la confirmacion de
caso de acuerdo a su observacion microscopica.

o Proporcionar la informacion completa para la captura del
resultado de caso confirmado en la plataforma de SINAVE-
Vectores por el personal correspondiente (de acuerdo a lo
establecido en el Manual de procedimientos estandarizados
para la vigilancia epidemioldgica de las enfermedades
transmitidas por vector de la DGE).

e Regresar el formato N1 con la informacion del diagnostico, a la sede
de vectores para su captura en el Subsistema Integral de Monitoreo
de Vectores (SIMV).

e Registrar la informacion generada en los formatos correspondientes:
Bitacora de registro nominal de muestras leidas; formatos M1 (informe
semanal y mensual) M2 (casos por localidades), M3 (envio semanal
para control de calidad (anexo Xll)

e Paralos casos confirmados importados, solicitar que sea tomada una
muestra de sangre capilar en papel filtro FTA™, Whatman idealmente
grado 3 0 sangre venosa en tubo con EDTA (tapdn morado) antes de
iniciar el esquema de tratamiento.

e Enviaral LESP la laminilla positiva relacionada al punto anterior, junto
con el papel filtro FTA™, Whatman, o tubo con sangre vy
documentacion completa (N1 o formato ETV e historia clinica en caso
de tenerla) para su control de calidad.

e (Cestionar la adquisicion de papel filtro FTA™ o Whatman segun
necesidades.

e Realizar el diagndstico microscopico en muestras de seguimiento de
acuerdo a los tiempos establecidos y entregar los resultados de
manera oportuna.

e Los microscopistas deben notificar a la autoridad correspondiente
(jefe de programa, jefe jurisdiccional cualquier desabasto en insumos,
0 bien deterioro de equipo y mobiliario) con la finalidad de que pueda
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ser subsanada y generar evidencia de la notificacion. Asimismo,
notificar al LESP para conocimiento y seguimiento.

Realizar y enviar al LESP un informe trimestral de muestras leidas por
microscopista de acuerdo a siguiente formato:

Relacion trimestal de muestras leidas por la Red local de Laboratorios de Salud Publica de Paludismo

Jurisdiccidn o . 3 j
o . Clave de microscopista de programa notificantes (todas las categorias)
Dlstrltof’mumaplo

MNumero de muestras leidas procedentes de personal Mumero de muestras leidas procedentes de

positivas negativas positivas negativas

Para el control de calidad

Enviar con periodicidad semanal el 10% de muestras negativas, el
100% de positivas y el 100% de seguimiento al LESP, para su control de
calidad (indirecto). No obstante, si las caracteristicas clinicas vy
epidemiologicas del paciente, sugieren una discrepancia con el
resultado microscopico, realizar el envio de manera expedita (adjuntar
formato N1y M3). NOTA: Para conservar la integridad de las muestras,
no tallar las laminillas, solamente quitar el excedente de aceite de
inMmersion por contacto con papel absorbente.

Conservar las muestras negativas no enviadas al LESP envueltas en
papel por semana epidemioldgica durante seis meses e identificarlas
con los siguientes datos: nombre del laboratorio
municipal/jurisdiccional, nimero de la semana epidemioldgica vy
clave del microscopista. Posterior a este tiempo, desecharlas en
contenedores de Residuos Biologico Infecciosos para la categoria
punzocortantes (contenedor rigido rojo) y llevar un registro.

En caso de recibir la notificacion de un resultado discordante por
parte del LESP, el laboratorio debera enviar el 90% restante de
muestras negativas de la semana epidemioldgica correspondiente
para su control de calidad.

Participar en las evaluaciones del control de calidad directo
(PEDMiVec) NOTA: Todos los microscopistas en funcion deben ser
evaluados de manera anual, en caso de que esto no suceda, se debera
justificar via oficio y reprogramar la evaluacion.

Recibir las supervisiones realizadas por el nivel estatal o federal vy
atender las observaciones encontradas.
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Para la capacitacion

e Capacitar en la correcta toma de muestra, su manejo y envio (gota
gruesa y PDR) a personal de salud que realiza esta actividad o que
capacita a notificantes voluntarios para realizarla (generar evidencia).

e Participar activamente en capacitaciones integrales programadas en
el tema de toma de muestra y diagnostico (generar evidencia).

e Comunicar al Laboratorio Estatal las necesidades de capacitacion
para personal de nuevo ingreso, asi como la baja o modificacion de
actividades en el personal microscopista.

e Acudir a las convocatorias por parte del nivel estatal para la
capacitacion de nuevos microscopistas o recapacitacion de personal
en funcion por el tiempo determinado.

Funciones de los Laboratorios Estatales de Salud Publica y LVE-CDMX

Los laboratorios de nivel estatal deben contar con un responsable de la red
de microscopistas, que Nno necesariamente realice la actividad de analista,
pero que tenga todo el conocimiento, seguimiento y supervision de los
laboratorios locales y que funja como enlace con las contrapartes del
programa, epidemiologia, atencion medica y promocion de la salud estatal.
Asimismo, se debe garantizar el contar con personal capacitado en el
diagnostico y suplencias.

En lo que refiere a la competencia del personal, cada LESP debe contar con
al menos un microscopista certificado con nivel A o B, con base en los
criterios de competencias escritos en el manual de aseguramiento de la
calidad del diagnostico microscopico de paludismo de la OMS, 2a edicion.

Para el diagnostico

e Realizar la toma de muestra de gota gruesa/extendido fino o PDR
cuando sea requerido.

e Realizar el diagnostico microscopico y notificar el resultado, de
acuerdo a las directrices del presente documento, en un maximo de
24 horas, a partir de la recepcion de la muestra (anexo 1)
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e Regresar el formato N1 con la informacion del diagnostico, a la sede
de vectores para su captura en el Subsistema Integral de Monitoreo
de Vectores (SIMV).

e Capturarlainformacion de laboratorio relacionada al caso confirmado
en la plataforma SINAVE-Vectores, cuando la confirmacion se haya
realizado por el LESP.

e Revisar y capturar la informacion de laboratorio faltante en la
plataforma del SINAVE-Vectores relacionada a los casos confirmados
(incluye la modificacion en caso de detectar errores).

e Tener la informacion y documentacion completa de la totalidad de
casos confirmados por los laboratorios locales (NUmero de caso en la
plataforma de SINAVE-Vectores, formato N1, ETV y enviar al INDRE
esta informacion, junto con el envio de laminillas para control de
calidad y copia del formato NI o estudio epidemiolégico de
enfermedades transmitidas por vector.

e Verificar que no exista rezago de muestras en los laboratorios locales,
llevar un control documental y de seguimiento.

e Garantizar la lectura de muestras, considerando los periodos
vacacionales de los microscopistas de la red de su estado, en caso de
gue los laboratorios locales no cuenten con el diagnostico (por causas
extraordinarias), el LESP asumira el diagndstico.

e Mantener actualizado el padron de microscopistasy notificar al INDRE
cualquier cambio en el mismo de manera oficial e inmediata.

e Verificar los procedimientos analiticos utilizados en el diagndstico de
paludismo.

e Participar en procesos de certificacién/recertificacion de personal
(Evaluacion nacional de competencias para microscopistas de
malaria).

e Programar y realizar visitas de supervision a los laboratorios locales
una vez al ano, ademas de supervisiones virtuales peridodicas en las
que se verifiguen las condiciones de infraestructura, equipo,
mobiliario, procedimientos con base en los lineamientos, asi como la
informacion generada.

e Dar seguimiento de las necesidades en cuanto a infraestructura,
material, equipo, insumos Yy personal en cada laboratorio
municipal/jurisdiccional.
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Para el control de calidad

e Realizar el control de calidad indirecto por microscopia a los
laboratorios locales.

o En caso de encontrar discordancias a los laboratorios locales,
solicitar el 90% restante de muestras negativas de la semana
epidemioldgica en cuestion e implementar las medidas
correctivas, de acuerdo a los resultados obtenidos (en caso de
gue se requiera).

e Retroalimentar a los laboratorios locales sobre el control de calidad
realizado, a través de un informe de resultados con el analisis de
concordancias, de acuerdo al estandar de servicio definido (dar
prioridad a casos confirmados y muestras que sugieran discrepancia
en resultado).

e Enviar el 10% de muestras negativas, el 100% de positivas, de
seguimiento de caso, asi como discordancias al INDRE para su control
de calidad, indicando en el oficio la informacion detallada referente al
envio (semana epidemioldgica, ndmero de muestras positivas,
negativas, de seguimiento o discordancias enviadas, numero de
plataforma de SINAVE-vectores cuando aplique, si se utilizé PDR y su
resultado, etc). NOTA: Para conservar la integridad de las muestras, no
tallar las laminillas, solamente quitar el excedente de aceite de
iInMersion por contacto con papel absorbente.

e Elenviode muestras para control de calidad al INDRE se debe realizar
semanalmente; sin embargo, si por alguna cuestion no fuera posible
elenviose dara un limite de tres semanas para su recepcion (muestras
de alta importancia epidemioldgica, realizar el envio lo antes posible).
Para los casos importados, enviar al INDRE junto con la laminilla
positiva (remitida por el laboratorio jurisdiccional o por el LESP en caso
de gue sea quien realice el diagndstico), una muestra de sangre en
papel filtro FTA, tubo con sangre o papel Whatman para realizar
técnica de PCR.

e Conservar las muestras negativas no enviadas al INDRE procedentes
del nivel local envueltas en papel por semana epidemioldgica de
manera trimestral e identificarlas con los siguientes datos: nombre del
laboratorio municipal/jurisdiccional de origen, nimero de la semana
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epidemioldgica y clave del microscopista. Posterior a este tiempo,
desecharlas en contenedores de Residuos Biologico Infecciosos para
la categoria punzocortantes (contenedor rigido rojo). Para las
muestras de diagnostico realizadas en el LESP, con resultado negativo
y no enviadas al INDRE para control de calidad, estas deben ser
resguardadas durante seis meses antes de ser desechadas.

Realizar un cierre e informe trimestral de muestras procesadas de
diagnostico por cada laboratorio perteneciente a la red estatal
(incluye muestras de diagndstico leidas por el LESP), asi como un
informe de muestras recibidas y procesadas de control de calidad,
este informe debe ser enviado via correo electronico durante la
segunda quincena de abril, julio, octubre y enero del siguiente ano
siguiente con el siguiente formato:

Relacidn trimestal de muestras leidas por la Red Estatal de Laboratorios de Salud Piblica de Paludismo

Jurisdiccidn o
Distrito/municipio

Numero de muestras leidas procedentes de personal

Clave de microscopista de programa

Numero de muestras leidas procedentes de
notificantes (todas las categorias)

Numero total de casos

positivas negativas

positivas negativas

confirmados

Relacion de muestras de control de calidad recibidas y procesadas por el LESP

Trimestre

Numero de muestras recibidas

Numero de muestras confirmadas

MNo. de casos confirmados

negativas positivas

negativas positivas

Enero-Marzo

Abril-Mayo

Junio-Agosto

Septiembre-Diciembre

INDRE
Mayo 2024

Para la capacitacion

Capacitar en la correcta toma de muestra, su manejo y envio (gota
gruesa y PDR) a personal de salud del programa, epidemiologia,
atencion médica y promocion de la salud estatal y generar evidencia.
Participar activamente en capacitaciones integrales programadas en
el tema de toma de muestra y diagnostico (generar evidencia).

Capacitar a personal de nuevo ingreso como microscopista con base
en las necesidades de vigilancia, a solicitud y programacion previa,
con una duracion de 2 semanas (80 horas), para personal con
conocimientos en ciencias bioldgicas; y una duracion mayor para
personal gue no cuenta con una formacion en ciencias bioldgicas o
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gue después de las dos semanas no alcance un desempeno
adecuado en la evaluacion final (generar evidencia).

e FEvaluar al personal capacitado con panel de muestras solicitado
previamente al INDRE, con panel de muestras de referencia donado o
con muestras caracterizadas por el LESP. En caso de que el resultado
de la evaluacion sea satisfactorio, el personal de nuevo ingreso puede
realizar las actividades del diagndstico con supervision del 100% de sus
muestras leidas por parte del nivel estatal (al menos 1 mes), para
solicitar via oficio su incorporacion al padréon nacional de
microscopistas (enviando las evidencias de todo el proceso via
electronica).

e Realizar cursos de reforzamiento/actualizacion de las bases del
diagnostico, dirigidos a los microscopistas via virtual o presencial de
manera anual (generar evidencia).

Para los ensayos de aptitud de microscopistas de enfermedades
parasitarias transmitidas por vectores (EApMiVec).

e Asegurar y coordinar, en conjunto con el programa estatal, la
participacion en el EApMiVec (control de calidad directo) del total de
los microscopistas locales.

e FEstablecer acciones correctivas (re-capacitacion) o de mejora
(reforzamiento) a los microscopistas que obtengan resultados
desfavorables en la evaluacion anual del EApMiVec y enviar las
evidencias de sus acciones al INDRE antes de la siguiente evaluacion.

Funciones del Laboratorio Nacional de Referencia

El Laboratorio de Paludismo del INDRE como LNR, es el érgano normativo
para el diagndstico del paludismo en Méxicoy tiene las siguientes funciones:
e Emitir las directrices, lineamientos y politicas a seguir en para el
diagnodstico de paludismo.
e Mantener actualizados los algoritmos y criterios pre-establecidos de
interpretacion de resultados.
e Estandarizar, evaluar y verificar los procedimientos analiticos
utilizados en el diagndstico de paludismo.
e Desarrollar y conducir protocolos de investigacion en apoyo a la
vigilancia epidemioldgica.
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e GCenerar informacion confiable y oportuna de orden nacional, en
materia de: diagndstico, control de calidad, referencia, formacion de
recursos humanos e investigacion operativa en la vigilancia
epidemioldgica por laboratorio, que coadyuve para la toma de
decisiones en el control y prevencion del paludismo, al programa
nacional de salud.

e Coordinar actividades con el Grupo Técnico Nacional (Promocion de
la Salud, Epidemiologia Programa Nacional de Prevencion y Control)
encaminadas a la eliminacion y posteriormente a evitar la
reintroduccion del paludismo.

e Coordinar las actividades de diagnostico con la RNLSP-paludismo.

e Realizar el control de calidad indirecto (CCld) a los LESP y LVE-CDMX.
e Capacitar en la correcta toma de muestras y fundamentos del
diagnostico microscopico a personal de los laboratorios estatales.

e Realizar supervision de la evaluacion de la competencia técnica a los
LESP.

e Certificar las competencias de los microscopistas a través de talleres
de certificacion/recertificacion (Evaluacion nacional de competencias
para microscopistas de malaria por sus siglas en inglés NCAMM).

e Dar seguimiento a las actividades de supervision, evaluacion vy
capacitacion directa de microscopistas de la red nacional a través de
los LESP.

e Proporcionar apoyo técnico a los laboratorios estatales que lo
requieran y soliciten.

e Asesorary mantener el aseguramiento de la calidad en el proceso de
diagnostico a la RNLSP-paludismo considerando:

Infraestructura.

Reactivos y materiales.

Equipo.

Capacitacion, actualizacion y reconocimiento de microscopistas.

Desarrollo y estandarizacion de procedimientos analiticos.

ldentificacion de necesidades para el fortalecimiento de las

unidades de diagnostico.

e Participar en el Programa de evaluacion externa del desempeno
coordinado por OPS (control de calidad externo).

0O O O O O O
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e Realizar Talleres de certificacion/recertificacion internacional, a través de
la evaluacion externa de competencias para microscopistas, como parte
de las actividades de Centro Colaborador OMS/OPS CC-Mex-29.

De acuerdo a su nivel, todos los laboratorios que conforman la red, deben
asegurarse de contar con las condiciones Optimas de infraestructura,
mobiliario, equipo e insuMmos para realizar los procedimientos operativos
estandarizados del diagndstico de paludismo.

TOMA, MANEJO Y ENVIO DE MUESTRA

Para la vigilancia por laboratorio del paludismo, es necesario contar con
muestras e informacion de calidad, respetar los dias de transito y evolucion
gue apliquen para cada técnica y cumplir las definiciones operacionales de
caso vigentes. Para la vigilancia del paludismo, dentro del sistema especial
de vigilancia epidemiologica de enfermedades transmitidas por vector, las
muestras deben cumplir las siguientes especificaciones:

Toma de gota gruesa y frotis

La obtencion de muestras de gota gruesa y frotis representa una técnica
basica que sigue siendo el procedimiento de referencia para el
diagnostico de paludismo, lo ideal es emplear sangre capilar obtenida por
puncion dactilar; sin embargo, se puede trabajar sangre venosa recién
tomaday con EDTA (Anexo Il NOTA: se debe garantizar el envioy recepcidn
del tubo al laboratorio el mismo dia en que fue tomada, ya que el tiempo
que pasa la sangre en el tubo, modifica la morfologia de los parasitos,
impidiendo la correcta identificacion de la especie infectante). Es
fundamental obtener extensiones de sangre de buena calidad para lograr
diagndsticos correctos. En lactantes, se puede obtener la muestra por
puncion del dedo gordo del pie. La muestra de sangre debe ser obtenida
antes de que el paciente haya recibido tratamiento antimalarico.

Nota: Tener todos los materiales listos. Es importante que las laminas portaobjetos se encuentren
limpias y desengrasadas; antes de realizar la técnica de toma de muestra, se deben llenar los

formularios correspondientes (formato N1 y/o estudio epidemioldgico de las ETV, segun sea el
Caso).
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Clave de identificaciéon de laminilla: En ocasiones, el personal que realiza la tomma muestra, cuenta
con una clave de tomador e identifica la muestra con su clave y nimero consecutivo. Sin embargo,
cuando la muestra es recibida en el laboratorio para su diagndstico, el microscopista debe
identificar la muestra para asegurar su trazabilidad en formato de fraccion, donde en el
numerador debe ir el niUmero consecutivo y en el denominador la clave del microscopista

(representa una clave de observacion, independientemente de quien tome la muestra). Ejemplo:
1

21M1
Donde:

Numerador: 1equivale al nUmero consecutivo
Denominador: 2 equivale al nUmero de la entidad federativa, en este caso Baja California
1equivale al nUmero de distrito o jurisdiccion dentro de |la entidad federativa

M1 equivale al nUmero de microscopista

Materiales:

e Portaobjetos de vidrio limpios y de buena calidad de 25x75mm,
idealmente lisos y bordes pulidos (en caso de contar con
portaobjetos con un lado esmerilado, no colocar la muestra en este
sitio).

e FEtanolal 70%

e Lancetas estériles

e Algodon absorbente (torundas)

e Guantes de latex o nitrilo

e Recipiente rigido para residuos infecciosos

e |apiz de grafito o lapiz diamante

Medidas de bioseguridad:

Tomando en consideracion que la toma de muestra se realiza tanto en
unidades de atencidon meédica o por el personal del programa de
paludismo y notificantes voluntarios en campo, las condiciones para la
toma de muestra pueden variar, e€s importante mencionar las
precauciones de seguridad para disminuir riesgos bioldgicos por
manipulacion de sangre y objetos contaminados.

e Antesdetomar muestras de sangre, colocarse guantes de latex por
seguridad y para no dejar residuos de grasa que puedan interferir
en la preparacion de la gota gruesa vy frotis.

e Utilizar lanceta desechable y de un solo uso por paciente, no re-
encapuchar lancetas y nunca reutilizarlas.
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e FEvitar contaminarse los dedos o las manos con sangre, en caso de
suceder, limpiar inmediatamente con un algodon con alcohol y
lavar la zona contaminada con agua y jabon lo antes posible.

e Colocar lancetas y vidrios rotos en recipiente para residuos
punzocortantes.

e Obtener las muestras en un lugar bien iluminado.

Procedimiento para la toma de la muestra (figura 5):

1. Anotar los datos del paciente en el formato N1 o ETV.

2. Colocarse guantes protectores.

3. Elegir para la puncion el dedo anular de la mano no dominante (en
lactantes elija el dedo gordo del pie).

4. Tomar la mano del paciente y limpiar el dedo elegido con torunda
humedecida con etanol al 70%, frotar con firmeza para eliminar la
suciedad y grasa del dedo y estimular la circulacion de la sangre.
Asegurar que el dedo este caliente, si es necesario, aplicar un masaje
suave. Esperar a que el alcohol del dedo se evapore.

5. Puncionar la yema del dedo con un movimiento rapido, usando una
lanceta estéril nueva.

6. Presionar ligeramente el dedo para hacer brotar la primera gota de
sangre.

7. Limpiar la primera gota de sangre con una torunda seca, cuidando de
no dejar hebras de algodon en el dedo.

8. Se utilizan dos portaobjetos previamente lavados y desengrasados (en
caso que sea imposible lavarlos, limpiarlos perfectamente con una
torunda alcoholada y dejar que seque); en uno de ellos se depositan
dos gotas de sangre, la primera gota (de 6 a 8 plL) colocada
aproximadamente a un centimetro de distancia de la mitad del
portaobjetos destinada para la gota gruesa y la segunda (de 3 a 4 ulL)
colocada en la mitad del portaobjetos utilizada para el extendido fino
(se puede hacer uso de una plantilla). NOTA: Sostener los portaobjetos solo
por los bordes.

9. Limpiar la sangre que quede en el dedo con una torunda limpia y
seca.
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10.

1.

12.

Notas:

INDRE

No esperar entre la aplicacion y extension de las gotas de sangre, es
deseable extender la sangre apoyandose sobre una superficie planay
firme.

a) Para preparar el frotis:

a. Colocar el borde de un portaobjetos “extensor” limpio por
delante de la gota de sangre colocada a la mitad del
portaobjetos formando un angulo de 45°.

b. Desplazar lentamente el “extensor” hacia atras hasta que
entre en contacto con la gota de sangre y dejar que se
extienda a lo largo del borde del “extensor”.

c. Deslizar rapidamente el ‘“extensor hacia adelante
(alejandose del centro) con un Mmovimiento uniforme vy
continuo.

b) Para prepara la gota gruesa:
a. Con la esquina del portaocbjetos “extensor” distribuir con

3-6 movimientos rapidos y suaves la gota de sangre hasta
formar un circulo de aproximadamente 1 cm de diametro
(también se pueden realizar los movimientos para formar
un cuadro de 1cm por lado).

Una vez elaborados, dejar secar al aire la gota gruesa y frotis, sobre una

superficie horizontal.

Envolver la laminilla con el formato de Notificacion N1 o con el estudio

epidemiologico de enfermedades transmitidas por vector.

La gota gruesa debe secarse en horizontal y resguardada del polvo y las moscas.

La gota gruesa podria autofijarse si queda expuesta al calor extremo, por lo que es
preciso tefiirla de inmediato.

La gota gruesa se puede secar suavemente con un secador de pelo a temperatura
templada o mediante algun otro método, pero se debe evitar que la muestra quede
fijada por el calor, cosa que puede ocurrir con rapidez.

No utilice un boligrafo de tinta ordinaria ni de gel para rotular los portaobjetos, ya
que la tinta se difundird cuando se fije la extension.

Si la extension se ha hecho correctamente, quedara poca sangre en el extensor, de
modo que este podra servir de portaobjetos de soporte para las extensiones fina y
gruesa del paciente siguiente, en las que se utilizard como extensor un portaobjetos
limpio sacado de la caja. No utilice mas de una vez un mismo portaobjetos como
extensor.
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Manejo y envio de laminillas con gota gruesa/frotis

1. Las muestras, una vez secas y envueltas con los formatos
mencionados, deben ser trasladadas al laboratorio mas cercano con
microscopista para su lectura, tomando en cuenta los tiempos que
marca la estrategia DTI-R (Diagnostico, Tratamiento, Investigacion y
Respuesta, esto es, todo caso probable debe ser confirmado o
descartado por microscopia o prueba rapida en un plazo de 48 horas
a partir del inicio de sintomas).

2. Las muestras envueltas pueden trasladarse dentro de una caja o un
sobre (no es necesario triple embalaje) a temperatura ambiente.
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Figura 2. Técnica de toma de muestra de gota gruesa y frotis.

Toma de muestra de prueba rapida (PDR)

La prueba de diagnostico rapido, es una prueba inmunocromatografica,
basada en la formacion de complejos antigeno-anticuerpo. La deteccion
de los complejos se realiza en la membrana de nitrocelulosa, en la que
esta anclado el conjugado (los anticuerpos especificos que reconoceran a
los antigenos lactato deshidrogenasa, especificos para P. vivax y de la
proteina 2 rica en histidina, especifica para P. falciparum, presentes en la
sangre de las personas infectadas y un reactivo de deteccion), los
antigenos unidos al conjugado migraran por la membrana hasta la zona
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de captura, en la que se encuentra el anticuerpo de deteccion, que al
formar el complejo antigeno-anticuerpo con el conjugado se quedan
atrapadosy forman una linea de color, en caso de ser positivas. La prueba
cuenta con una zona de control, esta reconoce al reactivo de deteccion,
de manera que cuando el resto de la muestra alcanza esta zona el
anticuerpo se une al conjugado libre y esta unién da una linea de color.
Esta linea de control es indispensable para validar la prueba.

El uso de prueba rapida no sustituye a la microscopia y debe ser utilizada
en situaciones extraordinarias en las que no se garantice la oportunidad
en el diagndstico y su uso debe ser analizado vy justificado por el equipo
integral estatal.

Procedimiento (figura 3):

Cada caja de pruebas rapidas contiene un inserto con las instrucciones
detalladas de operacion, seguir las instrucciones del fabricante tomando
en consideracion los siguientes pasos generales.

1. Realizar pasos del 1 al 6 descritos en la toma de muestra de gota
gruesa y frotis sanguineo.
Extraer con una gota capilar (5ul de sangre capilar).
Depositar la gota de sangre en el pocillo para muestra.
Agregar 4 gotas de diluyente (por dispositivo) de manera vertical.
Esperar de 15 a 30 minutos para leer la prueba.
Interpretar los resultados de la PDR.
Colocar el resultado de la PDR en el formato N1.
e Interpretacion de la prueba: PDR positiva corresponde a caso
confirmado, PDR negativa corresponde a caso descartado

NGO U AN

NOTA: Toda prueba rapida debe estar pareada con gota gruesa y frotis para su aseguramiento
de calidad mediante microscopia (la PDR no sustituye a la microscopia). El casete de la PDR
y la laminilla con gota gruesa y frotis debidamente secos, deben ser envueltos en el formato
NT.

Manejoy envio de PDR

1. Toda muestra de PDR tomada debe ser leida entre 15y 30 minutos.
2. Toda PDR debe de estar acompahada de su gota gruesa y frotis.
3. Envolver la PDR junto con la laminilla seca en el formato N1 o ETV.
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4. Trasladar la PDR y laminilla dentro de una caja o un sobre (no es
necesario triple embalaje) a temperatura ambiente al laboratorio de

mMicroscopia mas cercano para su control de calidad, tomando en
cuenta los tiempos que marca el DTI-R.

1

2 3
Umpie el drea a ser pinchada con alcohol  Pinche el dedo con la lanceta estéril y Con una pipeta capilar de Spl extraiga la
deseche de forma segura la lanceta sangre hasta la linea negra

i

O

6

@“ @

S

Deposite los S pl de sangre extraida al Agregue 4 gotas del diluyente para orueba,

Espere como minimo 15 minutos,
pocillo para muestras redondo Verticalmente, en el pocillo para diluyente

maximo 30 minutos y lea el resultado

l~

D
q.@

Resultado NEGATIVO

Figura 3. Técnica de toma de prueba rapida.
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Toma

de muestra sanguinea en papel filtro

La toma de muestra en papel filtro es solicitada una vez confirmado el
caso, ya sea por PDR o microscopia, para los casos que se clasificaran

comao

importados o en aquellos casos particulares que, debido a la

importancia de vigilancia sean justificados.

Procedimiento:

1.

U1

Se realizan los pasos del 1al 6 descritos en la toma de muestra de gota
gruesa y frotis sanguineo.

Colectar las gotas de sangre en el papel filtro, papel FTA™ o Whatman
grado 3 (de 2 a 4 gotas de sangre formando un circulo de 2 cm de
diametro separadas aproximadamente con 1cm de espacio), NO dejar
caer la gota de sangre antes de que esté completamente formada,
esto crea pequefas manchas que deberian ser evitadas, NO dejar caer
las gotas de sangre tan cerca que se superpongan, NO tocar con los
dedos el papel filtro, en su lugar, dejar que la gota de sangre caiga o
togue (no el dedo) la tarjeta de papel filtro.

En caso de que el paciente tenga manejo hospitalario y que se haya
tomado sangre venosa en tubo con EDTA se pueden tomar y colocar
200 ulL de sangre para formar los circulos sobre el papel filtro o, en su
defecto, enviar oportunamente el tubo al laboratorio.

Dejar secar totalmente las gotas de sangre en el papel filtro.

Colocar el papel filtro en wuna bolsa tipo “Ziploc” sellada
herméticamente y, de ser posible, con un paquetito de desecante.

Manejo y envio de muestras en papel filtro

1.

2.

INDRE

Enviar al laboratorio oportunamente la muestra dentro de la bolsa
“Ziploc” dentro de una caja o sobre, con la documentacion
correspondiente y los datos completos del paciente.

Las muestras se pueden enviar al laboratorio manteniéndolas a
temperatura ambiente.
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Manej

Criteri

oy envio de tubo de sangre en EDTA

Enviar al laboratorio de microscopia la muestra recién tomada.

El tubo debe estar debidamente rotulado con los datos del paciente y
con fecha y hora de toma.

Enviar el tubo envuelto en gasa o material absorbente en un segundo
contenedor rigido cerrado y puede ser trasladado a temperatura
ambiente siy solo si, se garantiza su entrega en el laboratorio el mismo
dia en que fue tomada, en caso de que el envio Nno sea inmediato se
debe realizar el traslado en red fria (entre 2y 8 °C), es decir,en un tercer
contenedor como una caja de unicel (aislante térmico) y geles
refrigerantes.

Las muestras deben estar acompahadas de su documentacion
completa.

os de aceptacion y rechazo de muestras

Se dice que una muestra cumple con los estandares de calidad cuando:

Acept

INDRE

La gota gruesa vy el frotis se encuentran correctamente ubicados y
orientados.

Tamano adecuado (gota gruesa con 1cm de diametro, o bien, por lado
si es cuadrada y frotis de 3 cm aproximadamente).

acion:

Cumple con la definicion operacional de caso probable.

Muestra de gota gruesa y frotis en una misma lamina portaobjetos.
Muestra con formato N1 o ETV con datos correctos del paciente y
cuando aplique oficio de solicitud.

La gota gruesa y el frotis se encuentran correctamente ubicados vy
orientados.

Tamano adecuado (gota gruesa con 1cm de diametro, o bien, por lado
si es cuadrada y frotis de 3 cm aproximadamente).

En caso de recibir sangre venosa, esta debe estar contenida en un
tubo con EDTA (tapdn morado) y que no tenga mas de un dia de
haber sido tomada.

PDR pareada con laminilla de gota gruesa y frotis.
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Rechazo:

e Muestras de gota gruesa y frotis en laminilla rota que impida su
tincion y observacion.

e Muestras de gota gruesa y frotis que no se permitid secar
adecuadamente, envuelta en el formato que impida su tincion y
observacion.

e Muestras sin documentacion (formato N1o ETV).

e Muestras de sangre venosa en tubo sin anticoagulante (tapdn rojo o
amarillo).

e Cantidad insuficiente de sangre que impida leer al menos 200
campos Microscopicos en gota gruesa (menos del 25% del area de
gota gruesa/frotis correcto).

Muestras de alto valor

En la actualidad, México se encuentra en proceso de eliminacion del
paludismo, por lo que las muestras que no cumplan con alguno de los
criterios de aceptacion, pero representan muestras de alto valor
epidemioldgico, por ejemplo, muestras procedentes de personas en
contexto de movilidad, muestras de casos probables de zonas alejadas,
entre otras, deben ser analizadas como muestras concesionadas, por
ejemplo:

e Muestras que no contengan gota gruesa (solo frotis).
Muestras de gota gruesa desprendidas.
Muestras de gota gruesa y frotis mal ubicados o de tamano
inadecuado.
Muestras de gota gruesa fijadas por tiempo o temperatura.

Cuando el laboratorio opta o recibe la indicacion para procesar la muestra
concesionada se debe asegurar que en el informe de resultados el
laboratorio que procesa la muestra indigue la naturaleza del problema y se
especifigue gque se requiere precaucion cuando se interprete el resultado.

En algunas ocasiones, en las muestras concesionadas No es posible realizar
la estimacion de la parasitemia, por lo que en el informe de prueba se
debera colocar la leyenda “No se realizo la densidad parasitaria debido a la
mala calidad en que se recibio la muestra”.
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NOTA: En caso de que se reciba una muestra identificada y que no sea trazable con la identificacion
en el formato correspondiente, esta serd procesada y se deberd notificar al solicitante la correccion de
informacioén para liberar el resultado.

ALGORITMO DE DIAGNOSTICO

El diagnostico por laboratorio inicia a partir de la deteccion de caso
probable en unidades de notificacion (vigilancia pasiva) o personal
especifico del programa de vectores (vigilancia activa), los cuales toman la
muestra (idealmente gota gruesay frotis, o PDR pareada con gota gruesa, o
de manera excepcional, sangre venosa en EDTA) y la envian al laboratorio
de microscopia mas cercano, dentro de los tiempos de oportunidad que
establece el DTI-R. Una vez recibida, se realiza el diagnostico o verificacion
de la PDR mediante la técnica “"Deteccion microscopica del Plasmodium
spp, en la gota gruesa y extendido fino de sangre periférica tenida con
Giemsa" que constituyen el estandar de oro, para el descarte o confirmacion
del caso y el inicio del esquema de tratamiento, segun corresponda. Ante
un caso confirmado y que sugiera o se confirme que corresponde a una
clasificacion de caso importado, se solicitara muestra sanguinea en papel
filtro FTA™, Whatman idealmente grado 3, o tubo con sangre en EDTA para
realizar estudios moleculares como la confirmacion de casos por PCR.
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Figura 4. Algoritmo del diagndstico parasitologico del paludismo. Clave de
tabulador: 1D2614.
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VERIFICACION DEL METODO DE OBSERVACION MICROSCOPICA DE
PALUDISMO

Con la finalidad de demostrar la veracidad de los resultados se requiere
determinar en cada laboratorio el desempeno del procedimiento de
diagndstico mediante una verificacion, la cual va a depender de las
condiciones y caracteristicas de los parasitos que prevalecen en las distintas
regiones; parasitemias bajas, la cual varia de acuerdo a la intensidad de la
transmision, el tiempo y tratamiento.

Para realizar la verificacion, los LESP tienen acceso a muestras de referencia
caracterizadas y resguardadas por el INDRE, las cuales podran solicitar bajo
planeacion y solicitud oficial previa y deben regresar al terminar del proceso.

Para la verificacion de la prueba microscopica es recomendable contar al
menos con dos microscopistas con experiencia y realizar el analisis
estadistico basico para la verificacion:

e Sensibilidad: es la probabilidad/habilidad de la prueba para identificar
como positiva una muestra que es verdadera positiva (los que tienen la
condicion). Se expresa en porcentaje.

e Especificidad: es la probabilidad/habilidad de la prueba para detectar
CoOMo negativa una muestra que es verdadera negativa. Se expresa en
porcentaje.

e VPP: valor predictivo positivo expresa el porcentaje de las muestras
verdaderas positivas entre todas las que resultaron positivas en la
prueba.

e VPN: valor predictivo negativo expresa el porcentaje de las muestras
verdaderas negativas entre todas las que resultaron negativas en la
prueba.

e Coeficiente o indice Kappa: el indice kappa de Cohen es una medida de
la concordancia entre dos observadores y se mide como la razéon entre
las concordancias observadas y esperadas al azar; y la maxima
concordancia posible (100%) vy la esperada al azar. Se calcula mediante
la siguiente formula.

Po —Pe

K= —

1-Pe
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Siendo Po la proporcion de acuerdos observados y Pe la proporcion
de acuerdos esperados en la hipotesis de independencia entre los
observadores, es decir, de acuerdos por azar.

Para calcular los parametros mencionados, se procedera a concentrar 1os
datos en el siguiente cuadro, los calculos se realizaran mediante el método
del cuadro de Punnet 2x2 para aplicar posteriormente las formulas de los
parametros correspondientes.

El célculo de estos parametros de desemperio se realiza mediante la tabla de 2x2

Estandar de oro (Panel INDRE)

Positiva Negativa Suma
a b
Positiva a+b
(verdaderos positivos) (falsos positivos)
5
§ c d
g Negativa c+d
s (Falsos negativos) (verdaderos negativos)
8
S Suma a+c b+d atb+c+d
[a
1. Sensibilidad = a/(a+c) Especificidad= d/(b+d)
2. VPP=a/(ath) VPN=d/(c+d)

CALIDAD EN EL SERVICIO DIAGNOSTICO

De acuerdo con la NOM-035-SSA3-2012. En materia de informacion en salud,
el contar con informacion oportuna y de calidad permite coadyuvar con el
Sistema Nacional de Salud, para reforzar las acciones de atencion a los
problemas sanitarios y factores que condicionen y causen dano a la salud.

Para cumplir con los estandares de calidad en la RNLSP es indispensable
apegarse a los Criterios de Operacion para la Red Nacional de Laboratorios
de Salud Publica, componente vigilancia epidemioldgica, implementar y
mantener un Sistema de Gestion de la Calidad en apego a los requisitos de
las normas ISO (International Organization for Standardization) 9001:2015
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Sistemas de Gestion de la Calidad e ISO 15189:2022 Requisitos de la calidad
y competencia. Ademas, alinearse a los requisitos establecidos en los

lineamientos para el reconocimiento de la competencia técnica en la
RNLSP.

Indicadores de calidad en el servicio

Fase preanalitica: Estos indicadores (oportunidad en la toma, el envio y
porcentaje de rechazo), comprenden actividades propias del area de
vigilancia epidemiologica, que inciden en la calidad de la muestra y el
resultado.

e Oportunidad en el envio: De acuerdo a los tiempos de oportunidad que
establece la estrategia DTI-R donde todo caso probable debe ser
detectado y diagnosticado en un plazo de 48 horas ante el inicio de
sintomas, el traslado de la muestra al lalbboratorio no debe exceder un dia.

e Porcentaje de rechazo: La proporcion de rechazos permitida es del <10%.
Cuando se registre mayor al 10% del rechazo, el laboratorio debe
comunicar al area de vigilancia epidemiologica las oportunidades de
mejora con la finalidad de que realicen las acciones conducentes
(actualmente el pais se encuentra en proceso de eliminacion, por lo que
las muestras que no cumplan con alguno de los criterios de aceptacion,
pero representan muestras de alto valor epidemiologico, deben ser
analizadas como muestras concesionadas).

Fase analitica: este indicador (estandar del servicio) compete a la RNLSP-
paludismo e incide en la obtencion de un resultado confiable y oportuno.

e Estadndar del servicio: El estandar de servicio para la lectura de muestras
de diagndstico es de maximo 24 horas, a partir de que se recibe la
muestra en el laboratorio.

Fase posanalitica: (emision del resultado) compete a la RNLSP-paludismo e
incide en el registro oportuno de un resultado en el sistema de vigilancia
epidemioldgicay la entrega a las partes interesadas.
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e Emisién del resultado: Una vez obtenido el resultado de casos
confirmados se debe informar de manera inmediata a las autoridades
correspondientes y se cuenta con <24 hrs para la entrega del resultado
al solicitante del servicio.

PROGRAMA DE EVALUACION  EXTERNA  DEL
DESEMPENO

Para la evaluacion de la RNLSP, el INDRE establece indicadores técnico-
administrativos que permiten medir la competencia técnica de los
laboratorios, cuyos resultados se publican trimestralmente.

Las estrategias de evaluacion gue se utilizan son: la supervision indirecta,
la supervision directa y el envio de paneles de evaluacion externa del
desempeno, de acuerdo a los lineamientos de diagnostico especifico.

Supervisién indirecta

Control de calidad indirecto (CCId): Es la evaluacion retrospectiva a nivel del
laboratorio evaluador, por parte del LESP a los laboratorios
municipales/jurisdiccionales y del INDRE al LESP el cual debe enviar el 100%
de muestras positivas y el 10% de muestras negativas, independientemente
al estatus de liberacion diagnostica.

Los LESP realizan el control de calidad a sus laboratorios locales y, a su vez,
el INDRE lo realiza al LESP verificando los siguientes parametros:

e Concordancia diagnostica.

e |dentificacion de errores de diagnostico (deteccion, Identificacion de
especies y formas parasitarias).

e Calidad de la toma de muestra (gota gruesa y extendido fino).

e Calidad de la tincion (a través del pH de la solucion de colorante).

El envio de muestras al INDRE se realiza idealmente por semana
epidemioldgica, haciendo una evaluacion trimestral; en la fecha de corte
para esta evaluacion se considera toda muestra recibida en la fecha

INDRE Pagina 47 de 108
Mayo 2024 Version 2.



acordada donde puede entrar toda muestra recibida de esa semana
epidemioldgicay las de tres semanas anteriores.

El estandar de servicio del control de calidad realizado por el INDRE es de 17
dias habiles.

Supervisién directa

La supervision directa de la RNLSP consiste en visitas de personal
designado por el INDRE a las instalaciones de los LESP y de los LESP a los
laboratorios locales, en las qQue se revisan procesos técnicos vy
administrativos mediante la aplicacion de cédulas especificas.

Ensayos de aptitud

El EApMiVec el cual consiste en un sistema de comparacion retrospectivo,
periodico y objetivo de los resultados de los diferentes LESP, por medio de
un panel de muestras previamente caracterizadas, utilizado como una
herramienta de evaluacion, para demostrar la competencia técnica de cada
uno de los microscopistas que integran la red nacional en la deteccion de
los agentes parasitarios  Plasmodium, Trypanosoma y  Leishmania
contribuyendo a mantener y mejorar el diagnostico del Paludismo,
Enfermedad de Chagas y Leishmaniosis respectivamente.

Su objetivo es identificar la capacidad de los laboratorios en el proceso
diagnostico de paludismoy tiene la finalidad de asegurar la estandarizacion
de los procedimientos analiticos utilizados, promover la capacitacion y
actualizacion del personal, ademas de tomar medidas correctivas y de
mejora sobre las areas de oportunidad detectadas.

Composicion EApMiVec

El EApMiVec esta compuesto por muestras caracterizadas por 10s
Laboratorios de Paludismo, Leishmaniosis y Enfermedad de Chagas, cada
laboratorio define de manera independiente el ndmero, asi como
caracteristicas de las muestras sujetas a evaluacion. En el presente
documento, solamente se mencionan las caracteristicas de muestras del
componente de paludismo.

INDRE Pagina 48 de 108
Mayo 2024 Version 2.



Los paneles estan conformados por 11 muestras de gota gruesa y frotis, se
incluyen positivas a: Plasmodium vivaxy P. falciparum con diferentes grados
de formas parasitarias y densidad parasitaria, asi como muestras negativas.

Criterios de evaluacion

e Componente de paludismo: Se evaluan 4 parametros de manera
independiente: deteccidn (positivo o negativo); identificacién (especie
correcta); formas parasitarias, EAS (estadios asexuales sanguineos)
trofozoitos y esquizontes, ESS (estados sexuales sanguineos) y
densidad parasitaria (parasitos totales/microlitro de sangre). Cada
parametro se evalUa con una ponderacion maxima de 100%.

NOTA: Se debe realizar densidad parasitaria a toda muestra positiva a Plasmodium

Los porcentajes de aceptabilidad para los cuatro parametros son:
Deteccion: 95 al 100%

ldentificacion de especie: 95 al 100%

Estadios parasitarios: 80 al 100%

Densidad parasitaria: 50 al 100% con un intervalo de error de +25%.

La calificacion total para paludismo estara compuesta por el promedio de
las calificaciones de los tres primeros parametros evaluados (deteccion,
identificacion y formas parasitarias).

e Componentes de Leishmania y Chagas: Se definen por las areas
correspondientes.

Calificacion EApMiVec

e Cada microscopista y laboratorio evaluado obtendra una calificacion
por componente (paludismo, Chagas, y Leishmania) y la calificacion
maxima a obtener sera de 100% por componente.

e El promedio de las calificaciones obtenidas de todos los
microscopistas (por componente) que conforman la red estatal de
diagndstico, sera la calificacion obtenida en el EApMiVec.
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e La calificacion obtenida en el EApMiVec se verda reflejada en la
Evaluacion del desempeno (calificacion de paneles) de manera
independiente para cada componente diagnostico.

Envio de paneles por parte del INDRE

e La aplicacion del panel se realiza de manera escalonada a las
entidades federativas participantes, en tres envios hasta abarcar la
totalidad de los microscopistas de cada red estatal, a través de la
Coordinacion de la Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica
(CRNL) del InDRE.

El envio debe cumplir con las normas de bioseguridad vigentes en el
pais.

Los paneles se acompanan de un instructivo (en el que se indican los
criterios de evaluacion), asi como de los formatos correspondientes
para su llenado.

El nUmero de paneles enviados a cada LESP dependera del numero
de microscopistas registrados en el estado.

El LESP se encargara de aplicar el panel a los laboratorios locales.
Todos los microscopistas deben participar en la evaluacion de
paneles.

Todos los microscopistas deben registrar sus resultados en los
formatos correspondientes.

Regreso de paneles al INDRE

e El LESP concentrara y enviara los resultados, asi como los paneles
regresados al INDRE
Los paneles deben ser regresados en las mismas condiciones (triple
embalaje) en que son recibidos en cuanto a bioseguridad, limpieza vy
conservacion.

Notificacién de resultados por el INDRE

Los resultados obtenidos por cada LESP seran notificados via oficial, 30 dias
posteriores a la recepcion de los resultados de la evaluacion.

En caso de que un microscopista no realice la evaluacion y que esta sea
justificada, el LESP debe notificar al INDRE en el oficio de envio de resultados
con las evidencias necesarias. Se debera solicitar y reagendar el envio de
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panel para su evaluacion antes de que finalice el ano en curso. Por otro lado,
si no se justifica y notifica la omision, su calificacion sera ceroy sera tomada
en cuenta en la evaluacion del desempeno.

El INDRE elabora un informe comparativo trimestral, con los resultados
obtenidos por los laboratorios participantes. En caso de reprogramacion de
la evaluacion de algun microscopista, de manera posterior al periodo
reportado, la calificacion de este personal, no sera considerada en el
resultado del laboratorio. La calificacion de paneles notificada en el tercer
trimestre de la Evaluacion del desempeno representa uno de los criterios
para obtener o refrendar el reconocimiento de la Competencia técnica de
los LESP, por lo que la calificacion minima requerida es de 90%.

Acciones correctivas y de mejora

Tomando en consideracion que la calificacion minima aprobatoria de 90%
representa un promedio de la red estatal, los LESP deben establecer
acciones correctivas dirigidas a los microscopistas que obtuvieron una
calificacion menor al rango aceptable para cada parametro evaluado (95 al
100%, en deteccion e identificacion; 80 al 100%, en formas parasitarias; y 50 al
100% en densidad parasitaria) asi como acciones de mejora para los
microscopistas que obtuvieron calificaciones dentro de los rangos de
aceptabilidad.

Las acciones correctivas y de mejora deben ser documentadas en el Sistema
de gestion de cada LESP y las evidencias de cumplimiento deben ser
enviadas al INDRE, via electronica, antes de la siguiente evaluacion.

En caso de que un microscopista tenga calificacion reprobatoria, este
debera ser re-capacitado tan pronto como sea posible y reevaluado con un
nuevo panel, previa solicitud, antes de terminar el ano, por lo que no habra
modificacion en la evaluacion del desempeno del LESP.
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CRITERIOS PARA LA LIBERACION DE PRUEBAS
DIAGNOSTICAS EN LA RED NACIONAL DE
LABORATORIOS PARA LA VIGILANCIA DEL PALUDISMO

e Mantener una calificacion global de la red = al 95% en el EApMiVec
durante cinco anos consecutivos.

e Participar y mantener una concordancia anual = al 95% en el control de
calidad indirecto.

e Tener una calificacion (CCld + EApMiVec) /2 > al 95%.

e Contar con al menos un microscopista certificado nivel A en la
Evaluacion nacional de competencias para microscopistas de malaria
(por sus siglas en inglés NCAMM)

Los LESP perderan su liberacion diagnoéstica cuando ocurra cualquiera de los
siguientes escenarios:

e Obtengan calificaciones de dos participaciones consecutivas en el
EApMiVec menor al 95%.

e Obtengan concordancias en el control de calidad indirecto menores al
95% al ano.

e Tener un promedio anual <al 95% en el (CCld + EApMiVec) /2.

e No contar con un microscopista certificado en el NCAMM,

NOTA: todos los LESP deberan enviar el 10% de muestras negativas y 100% de positivas al INDRE,
para su respectivo control de calidad, con independencia al estatus de la liberacion diagndstica.

Incorporacién del diagndstico de paludismo al marco analitico basico (MAB)
del LESP.

Los requisitos que debe de cumplir un LESP para la incorporacion del

diagndstico de paludismo a su MAB son los siguientes:

e Contar con la infraestructura adecuada para llevar a cabo el diagnostico
MIicroscopico.

e Equipamiento (microscopios) en  buenas condiciones, con
mantenimiento preventivo/correctivo de forma programada.
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e Insumos basicos e indispensables para realizar el diagndstico
MICroscopico.

e Personal entrenado, capacitado y evaluado al concluir su capacitacion.

e Participar en al menos un EApMiVec con calificacion dentro de los
criterios de aceptabilidad establecidos.
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ANEXOS

Anexo |: Bioseguridad en el laboratorio

Aqui se describe el nivel de bioseguridad en el laboratorio para el
procesamiento de las muestras. Haciendo referencia a los lineamientos de
gestion del riesgo biologico del INDRE.

e El laboratorio o lugar de trabajo debe disponer de una zona limpia y
ordenada, sin polvo y con espacio suficiente (2m2 por analista de acuerdo
a la NOM-007-SSA3-2011, Para la organizacion y funcionamiento de los
laboratorios clinicos).

e Limpiar o descontaminar superficies de trabajo con hipoclorito de sodio
al 0.1% o alcohol etilico al 70% al final de la jornada de trabajo (en caso de
derrame de sangre utilizar solucion de hipoclorito de sodio al 1%).

e Rotular adecuadamente reactivos y colorantes a utilizar con nombre y
fecha en la que se ha preparado o abierto la solucion, asi como fecha de
caducidad (cuando aplique).

e Lavar con detergente todo material de vidrio y de otro tipo que se vaya a
reutilizar (como charolas de tincion) y enjuagarlos con suficiente agua.

e Cuardar material en cajones o cajas, debidamente rotulados vy
mantenerlos en zonas limpias, sin polvo y libres de insectos.

e El metanol (alcohol metilico) es inflamable y muy tdxico si se inhala o se
ingiere; por via oral, aun cantidades muy peqguenas pueden causar
ceguera e incluso la muerte. Evitar ponerse en contacto con esta
sustancia o inhalarla. Cuando no se esté utilizando, el metanol debera
permanecer guardado en un gabinete, preferentemente cerrado con
llave, en areas bien ventiladas.

e Todo el personal de laboratorio y sobre el terreno debe dar por sentado
gue todas las muestras humanas son potencialmente infecciosas vy
observar siempre las precauciones universales para Nno exponerse a
contraer infecciones transmitidas por la sangre.

e Esindispensable observar las precauciones universales, que comprenden
el uso del equipo de proteccion personal, como guantes, bata de
laboratorio y en caso necesario googles de proteccion.
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Anexo Il: Procedimientos operativos estandarizados para el diagnostico de
paludismo

1. Limpiezay conservacion de |los portaobjetos para microscopia

Introduccién: Los portaobjetos de vidrio utilizados en microscopia se
suministran generalmente en cajas de 50 unidades. En la etiqueta de la caja
pueden aparecer descritos como «lavados» o «limpios». Para el diagndstico
microscopico del paludismo es preciso que los portaobjetos de vidrio sean
de calidad «superior», con los bordes pulidos y una banda mate para rotular
la muestra. El vidrio de los portaobjetos de calidad «superior» no se empana
Nni se vuelve opaco en las condiciones de trabajo de las zonas tropicales. Los
portaobjetos de vidrio de calidad inferior son mas baratos, pero se
deterioran rapidamente en los climas calidos y humedos; el lavado no
elimina las manchas opacas y los portaocbjetos se vuelven inutilizables para
un diagnostico microscopico preciso. El hecho de que la etiqueta indique
gue los portaobjetos estan «lavados» o «limpios» no siemypre significa que se
puedan utilizar directamente al sacarlos de la caja. Es indispensable lavar,
secar y envolver los portaobjetos antes de utilizarlos para preparar las
extensiones de sangre.

Es importante comprobar que los portaobjetos que se van a utilizar estan
limpios y sin rayaduras. Si estan sucios y rayados, puede que no se logre
preparar adecuadamente la extension de sangre y ello afecte a la calidad y
la integridad del diagndstico.

Objetivo: Describir el procedimiento para seleccionar, limpiar, envolver y
guardar correctamente los portacbjetos con los que se prepararan las
extensiones de sangre destinadas al diagndstico microscopico del
paludismo.

Alcance: Esta actividad se debe realizar por los microscopistas de los
laboratorios que realicen toma de muestra o como apoyo al personal de
programa, siemprey cuando su carga de trabajo lo permita, es decir, que no
se comprometa la oportunidad diagnodstica y cuando los portaobjetos
nuevos No se encuentren lavados o limpios. Por otro lado, en condiciones de
toma de busqgueda activa y pasiva en campo y en las unidades méedicas que
no permita utilizar laminillas lavadas, el portaobjetos se debera limpiar con

INDRE Pagina 57 de 108
Mayo 2024 Version 2.



una t

orunda alcoholada y secado con una torunda limpia sin alcohol,

evitando dejar residuos en la superficie de la laminilla.

Mater

iales:

Portaobjetos de calidad “superior” idealmente lisos.

Dos palanganas de plastico de tamano mediano.

Detergente liquido.

Trapo de limpieza o esponja suave.

Panos de algodon limpios que no dejen pelusa.

Agua limpia.

Hojas de papel limpio cortadas en rectangulos de 11x 15 cm.

Cajas de portaobjetos vacias (las mismas donde se empacaron los
portaocbjetos nuevos).

Cinta adhesiva transparente (tipo Diurex).

Ligas.

Mueble para almacenar laminillas lavadas y empaqguetadas
(ambiente fresco y seco).

Procedimiento:

1.

INDRE

Utilizar guantes para evitar cortarse o lesionarse con los portaobjetos
de vidrio al lavarlos. Todos los portaobjetos rotos deben depositarse en
un recipiente para material punzocortante disefado para tal efecto.
Separar los portaobjetos nuevos unos de otros y dejarlos sumergidos
en detergente liquido entre 4 y 8 horas, o toda la noche para mayor
comodidad.

Lavar por ambos lados, frotando las superficies respectivas con la
esponja, sujetandolos entre el indice y el pulgar.

Secar los portaobjetos uno por uno con un pano de algodon. Los
portaobjetos despotillados o rayados no sirven para el diagnostico
microscopico del paludismo, por lo que deben desecharse.

Envolver los portaobjetos secos de diez en diez en las hojas de papel
limpio. Doblar hacia abajo los extremos del papel, sujetarlos con cinta
adhesiva transparente y colocar los paquetes en cajas de portaobjetos
vacias; los portaobjetos ya estan listos para su uso. Asegure las cajas
con una liga.

Con fines de control de calidad, identificar las cajas con un marcador,
anotando la fecha, el ndmero de caja, numero de portacbjetos y
nombre o iniciales de la persona que realizo el lavado.
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7. Guardar los portaobjetos limpios en sus cajas, dentro de un mueble y
en un ambiente fresco y seco, ya que, con temperaturas y humedad
elevadas se adherirdn unos a otros al cabo de semanas, o se pueden
contaminar con hongos y quedaran inutilizados, salvo que se laven y
seguen de nuevo.

Nota: No reutilizar ni reciclar los portaobjetos, desechar portaobjetos despostillados o
rayados. Utilizar portaobjetos que se limpiaron hace tiempo, es decir, no los mas
recientes.

2. Toma de muestra sanguinea por venopuncién y preparacién de gota
gruesa y frotis a partir de sangre venosa recolectada en tubo con EDTA

Introduccién: En algunas ocasiones, las unidades de atencion médica,
recolectan muestras de sangre venosa para realizar diversos analisis, uno de
los cuales puede ser el diagnostico microscopico del paludismo. Se
recolectan volumenes de sangre venosa mayores gue en las muestras
obtenidas por puncion dactilar, y se conservan en tubos que contienen un
anticoagulante (preferiblemente acido etilendiaminotetraacético [EDTA]).
Se pueden utilizar muestras de sangre venosa tratadas con EDTA para
preparar extensiones de sangre finas y gruesas con las que llevar a cabo el
diagnostico microscopico del paludismo siguiendo los procedimientos
descritos en el presente documento.

Objetivo: Describir el procedimiento de toma de muestra sanguinea por
venopuncion para la elaboracion de gota gruesa vy frotis

Alcance: Para el personal de salud que realice la toma de muestra por
venopuncion.

Materiales:

Portaobjetos de vidrio limpios y de buena calidad de 25x75mm idealmente
lisos y bordes pulidos (en caso de contar con portaobjetos con un lado
esmerilado, no colocar la muestra en este sitio).

e Sistema Vacutainer® o jeringa de 5 ml con aguja calibre 21-23
e Tubo de 4-5ml con anticoagulante EDTA

e FEtanolal 70%

e Algodon absorbente (torundas)

e Guantes de latex o nitrilo

e Recipiente rigido para residuos infecciosos

e Micropipetay puntas
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e Plantilla de gota gruesa y frotis
e Lapiz de grafito o lapiz diamante

Procedimiento:

1. Rotular tubo que contenga EDTA con el nombre del paciente mas la
fechay la hora a la que se toma la muestra.

2. Colocar un torniguete en el brazo del paciente (por encima del codo)
para hacer visibles o palpables las venas. Pidale al paciente que cierre
el puno con fuerza para que estas se vuelvan mas prominentes.

3. Palpar con el dedo indice para encontrar una vena de calibre
suficientemente grande y con una movilidad minima.

4. Desinfectar la zona con una toallita o un algoddon humedecido con
alcohol isopropilico o etilico al 70%. No vuelva a tocar la zona que ha
limpiado.

5. Dejar que la zona de la venopuncion se seque al aire para que la
muestra de sangre extraida no se contamine con el alcohol.

6. Introducir una aguja de flebotomia estéril y de un solo uso (unida a una
jeringuilla o a un tubo al vacio) a lo largo de la vena, con el bisel dirigido
hacia arriba. Extraiga de manera uniforme entre 2 mLy un maximo de
4 mL de sangre. Nota: Los anticoagulantes pueden interferir en la
adherencia de la sangre al portaobjetos y en la tincion de Giemsa,
sobre todo cuando la proporcion entre sangre y anticoagulante no es
optima. Por ello, en un tubo de 5 ml, el volumen de sangre deberia
superar los 2 ml.

7. Cuando haya recolectado un volumen suficiente de sangre, soltar el
torniquete y pedir al paciente que abra el puno. Extraer la aguja y con
un algodon presionar firmemente sobre el lugar de la venopuncion.
Pedir al paciente que siga presionando en ese mismo punto con el
brazo en alto hasta que deje de sangrar.

8. Transferir la sangre al tubo que contiene EDTA y mezcle ambos
despacio invirtiendo el tubo seis veces. No agitar el tubo.

9. Mezclar despacio la sangre venosa recolectada en un tubo al vacio que
contenga EDTA.

10. Colocar un portaobjetos limpio y rotulado sobre una plantilla
normalizada para la preparacion de gotas gruesas.
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11. Con una micropipeta con la punta montada, transferir 6 ul de sangre
al circulo mas grande del portaobjetos (para la gota gruesa) y 3 ul
sobre el circulo pequeno (para el frotis).

a. Para preparar el frotis:

Colocar el borde de un portaobjetos “extensor” limpio por
delante de la gota de sangre colocada sobre el circulo
pequeno de la plantilla formando un angulo de 45°.
Desplazar lentamente el “extensor” hacia atras hasta que
entre en contacto con la gota de sangre y dejar que se
extienda a lo largo del borde del “extensor”.

Deslizar rapidamente el ‘“extensor hacia adelante
(alejandose del centro) con un Mmovimiento uniforme vy
continuo.

b. Para prepara la gota gruesa:

INDRE
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Con la esquina del portaobjetos “extensor” distribuir con
3-6 movimientos rapidos y suaves la gota de sangre hasta
formar un circulo de aproximadamente 1 cm de diametro
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(también se pueden realizar los movimientos para formar
un cuadro de1cm por lado).

12. Dejar secar las extensiones en horizontal. La sangre tratada con EDTA
presenta problemas de adherencia. Si necesita secar rapidamente las
extensiones, utilice un secador de pelo desde una cierta distancia y a
una temperatura moderada. No coloque las extensiones de sangre
demasiado cerca de la fuente de calor, ya que este podria fijarlas.

Notas:

e Colocarse guantes de latex antes de tomar muestras de sangre, por seguridad.

e La sangre extraida no debe conservarse mas de 8 horas en tubos que contengan
EDTA antes de preparar las extensiones finas y gruesas, ya que el anticoagulante
afectara a la morfologia del parasito, por lo que, si la sangre venosa se extrae fuera
del laboratorio en el que se van a preparar las extensiones gruesas y finas, es
indispensable trasladarla de inmediato a dicho laboratorio, si no se tiene la certeza
de la oportunidad del envio y recepcién del tubo, la preparacion de gota gruesa y
frotis se deberd realizar por la persona que realizé la venopuncién en la unidad y
realizar el envio de la muestra hemdtica sobre el portaobjetos el mismo dia.

e Las gotas gruesas deben secarse en horizontal y resguardadas del polvo vy las
mMoscas.

e Las gotas gruesas podrian autofijarse si quedan expuestas a un calor extremo, por
lo que es preciso tefirlas de inmediato.

e Las gotas gruesas se pueden secar suavemente con un secador de pelo a
temperatura templada o mediante algun otro método, pero hay que evitar que las
muestras se fijen por el calor, cosa que puede ocurrir con rapidez.

e No utilice un boligrafo de tinta ordinaria ni de gel para rotular los portaobjetos, ya
que la tinta se difundird cuando se fije la extension.

e Silaextension se ha hecho correctamente, quedara poca sangre en el extensor, de
modo que este podra servir de portaobjetos de soporte para las extensiones fina y
gruesa del paciente siguiente, en las que se utilizara como extensor un portaobjetos
limpio sacado de la caja.

3. Preparaciéon de la solucién madre de colorante de Giemsa

Introduccion: El colorante de Giemsa es el mas utilizado en la tincion de
extensiones de sangre para el diagnostico del paludismo. A pesar de que en
nuestro pais se utiliza la solucion comercializada lista para su uso, en este
procedimiento se describe la manera de preparar la solucion madre de
Giemsa a partir de polvo comercial.

Objetivo: Describir el procedimiento para preparar la solucion madre de
Giemsa a partir de polvo comercial.
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Alcance: De conocimiento para todos los microscopistas de los laboratorios
locales, estatales y de referencia que tengan la necesidad de elaborar
colorante a partir de polvo, ya que, en nuestro pais, se utiliza la solucion
madre comercial, aunque su calidad varia con el fabricante (Hycel, Sigma o
Merck).

Mater

iales:

Colorante Giemsa en polvo certificado.

Alcohol metilico puro, de alta calidad y sin acetona.
Glicerol puro de alta calidad.

50-100 perlas de vidrio de 3-5mm de diametro.
Espatula o cuchara dosificadora.

Charola o papel para pesar.

Probetas graduadas de 250 mL.

Embudo de vidrio o plastico

Frasco limpio y seco oscuro o ambar con tapon de rosca de 500 mL
de capacidad.

Balanza analitica

Procedimiento:

Para preparar 500 mL de colorante madre Giemsa:

1.

2.

~

INDRE

Introducir 50-100 perlas de vidrio limpias en un frasco obscuro o
ambar.

Pesar 3.8 g de colorante de Giemsa en polvo con una balanza analitica
y mediante un embudo vertirlo en el frasco que contiene las perlas.
Verter lentamente 100 mL de metanol, arrastrando todos restos de
colorante seco en el embudo.

Cerrar el frasco con el tapdon de rosca y agitar el frasco con
movimientos circulares fuertes durante 2 o 3 minutos, para disolver
los cristales de colorante.

Anadir 250 mL de glicerol al frasco, con ayuda del embudo y agitar
nuevamente de 3 a 5 minutos.

Afnadir a la mezcla los 150 ml restantes de metanol arrastrando los
residuos de glicerol en el embudo.

Cerrar perfectamente el tapon de rosca del frasco.

Durante el primer dia, agitar la mezcla alrededor de seis veces al dia
durante 2-3 minutos cada vez.
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9. Rotular el frasco con el numero de lote, nombre de la persona que
prepard la solucion madre, fecha de preparacion y de caducidad
cuando apligue, documentar en una bitacora la preparacion del
reactivo.

10. Dejar “madurar” el colorante durante dos semanas mezclando en
varias ocasiones en el dia.

1. Ya madurada la solucion, filtrar pequenas cantidades de colorante
utilizando papel Whatman grado 1, manteniendo en un frasco de
color ambar de menor volumen y el colorante estara listo para ser
utilizado.

Notas:

e Elfrasco debe estar siempre muy bien cerrado para evitar la absorcion de vapor de
agua y evaporacion del metanol/oxidacion del colorante.

e Guardarel colorante en un lugar fresco, secoy protegido de la luz. Si utiliza un frasco
transparente para guardar la solucién madre, envolverlo en un papel grueso oscuro
gue no deje pasar la luz.

e Noagitar el frasco con colorante al menos 24 horas antes de utilizar la solucion, para
evitar resuspender el precipitado que afecta la muestra sanguinea durante su
tincion.

e No contaminar la solucidén madre de Giemsa con agua, la mas minima cantidad la
deterioray la tincion sera cada vez mas ineficaz.

e Filtrar pequenas cantidades de colorante, disminuye la probabilidad de contaminar
la solucion madre.

e No introducir o utilizar pipetas sucias o humedas dentro de la solucién madre de
Giemsa.

e No verter el colorante sobrante o sin usar en el frasco de la solucion madre ni en el
frasco de la solucion de trabajo, el colorante debe utilizarse rapidamente o
desecharse.

4. Verificacion del control de calidad de la soluciéon madre de Giemsa

Introduccién: La supervision de la funcionalidad de los reactivos se conoce
como “control de la calidad” (CC). Para diagnosticar correctamente el
paludismo es fundamental tenir las extensiones de sangre con
preparaciones de solucion madre de colorante de Giemsa y de solucion
amortiguadora de pH 7.2 que sean de buena calidad. Es preciso comprobar
la funcionalidad de estas soluciones antes de usarlas y, como buena
practica, debe llevarse a cabo una verificacion de CC en el siguiente caso:

e En cada lote nuevo de solucion madre que se prepare o se abra
(solucion comercial lista para uso).
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Es ideal comprobar la calidad del colorante en una extension de sangre que
se sepa gque es positiva. Si no se dispone de una extension de sangre positiva
para paludismo, se puede utilizar una muestra negativa para examinar el
color de los elementos formes de la sangre.

Resultados esperados: En el caso del colorante, debera comprobarse la
funcionalidad de la solucion de trabajo al 3% vy la solucion de trabajo al 10%.
Los eritrocitos se veran de color gris rosaceo, las plaguetas apareceran de
color rosa oscuro, y los leucocitos (linfocitos, neutréfilos y monocitos) tendran
un nudcleo de color azul morado y un citoplasma palido. Los eosindéfilos
contendran granulos gruesos de color rojo purpura intenso en el citoplasma,
y los neutrdéfilos presentaran unos granulos mas finos de color morado. En los
eritrocitos no infectados, el punteado baséfilo se verd azul. Los colores
mencionados pueden variar ligeramente segln el lote de colorante utilizado
y la naturaleza de la sangre en si.

Los plasmodios tendran un nucleo rojo o rosa y un citoplasma azul. Si se
utilizan extensiones con P. vivax, los granulos de Schuffner se veran como
un tapiz uniforme de puntos de color rosa en el citoplasma de los eritrocitos.
Si se utilizan extensiones con P. falciparum, las hendiduras de Maurer
apareceran como corpusculos gruesos, distribuidos de manera irregular en
el citoplasma de los eritrocitos.

Debe determinarse el tiempo optimo de tincidon para cada lote nuevo de
solucion madre de colorante de Giemsa. Si la tincion de la extension de
sangre gueda demasiado oscura o demasiado clara, se puede corregir
ajustando el tiempo de tincion. Por ejemplo, si las células se ven palidas y el
punteado es débil, probablemente haga falta una tincion mas larga para
obtener el resultado correcto. Se debe anotar el tiempo ajustado en el libro
de registro del CC y utilizarlo para ese lote de solucion madre de colorante.

Objetivo: Describir el procedimiento de evaluacion del control de la calidad
(CC) de la solucion madre de colorante de Giemsa.

Alcance: Para todos los laboratorios que realicen la tincion de Giemsa.
Materiales:

e Laminillas con gota gruesa y frotis
e Solucion madre de Giemsa

e Solucion amortiguadora pH 7.2

e Charola de tincion

e Crondometro

INDRE Pagina 65 de 108
Mayo 2024 Version 2.



Material volumeétrico
Metanol
Microscopio

e Aceite de inmersion

Procedimiento:

1.

2.

Notas:

5.

Preparar algunas muestras de gota gruesa y frotis (idealmente
positivas).

A partir de la nueva solucion madre de Giemsa, preparar dos
soluciones de trabajo, una al 3% y otra al 10% utilizando solucion
amortiguadora pH 7.2

Fijar el frotis con metanol y esperar a que se seque.

Tenir una Mmuestra mediante tincion rapida (solucion al 10%) y otra con
tincion lenta (al 3%).

Examinar las muestras (idealmente el frotis) para comprobar la
calidad de la tincion.

Si es necesario, ajustar el tiempo de tincion y repetir los pasos 1a 4
hasta obtener los resultados esperados.

Documente los datos, resultados, observaciones y conclusiones.

En las pruebas para determinar el tiempo éptimo de tincidn se pueden teAir varios
portaobjetos simultaneamente, pero durante un tiempo distinto. Por ejemplo, se
pueden tenir simultdneamente tres portaobjetos con el colorante al 10% dejandolos
8, 9 y 10 minutos, y el tiempo de tincion que ofrezca los mejores resultados sera el
elegido para ese lote de solucion madre de colorante de Giemsa.

En el examen macroscopico, la extension de sangre debe ser de color gris azulado.
Un color rojo rosado es signo de una tincion incorrecta (demasiado acida).

Preparacion de la soluciéon de trabajo de colorante de Giemsa

Introduccioén: Para lograr una tincion optima de las extensiones de sangre

en e

diagnostico microscopico del paludismo se recomienda utilizar una

solucion de trabajo de colorante de Giemsa recién preparada, a partir de una

soluci

on madre correctamente elaborada y diluida con una solucion

amortiguadora de pH 7.2.
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La tincién con colorante de Giemsa se puede llevar a cabo por un método
rapido (con una solucién de trabajo al 10%) o lento (con una solucién de
trabajo al 3%). El método rapido se utiliza en los laboratorios con mucha
carga de trabajo en los que es fundamental un diagndstico rapido para
atender a los pacientes. El método lento se utiliza para tenir un gran nudmero
de muestras, como las recolectadas en busqueda en campo.

Debe determinarse el tiempo optimo de tincion para cada lote nuevo de
solucion madre de colorante de Giemsa. Si la tincion de la extension de
sangre queda demasiado oscura o demasiado clara, se puede corregir
ajustando el tiempo de tincion. Por ejemplo, si las células se ven palidas y el
punteado es débil, probablemente haga falta una tincion mas larga para
obtener el resultado correcto. Se debe documentar el tiempo ajustado y
utilizarlo para ese lote de solucion madre de colorante.

Objetivo: Describir el procedimiento de preparacion de una solucion de
trabajo de colorante de Giemsa a partir de la solucion madre para la tincion
sistematica de extensiones de sangre en el diagnostico microscopico del
paludismo.

Alcance: Para todos los laboratorios que realicen el diagndstico
microscopico de paludismo.

Materiales:
Solucion de trabajo de colorante de Giemsa al 10%

e Colorante de Giemsa filtrado y transferido a partir de la solucion
madre a un frasco de 20 o0 50 ml.

e Solucion amortiguadora pH 7.2

e Vaso de precipitados, frasco, probeta o tubo limpio de 10-25 mL

e Pipeta Pasteur o de transferencia

e Papel Whatman grado 1

Solucion de trabajo de colorante de Giemsa al 3%

e Colorante de Giemsa filtrado y transferido a partir de la solucion
madre a un frasco de 20 o 50 ml.

e Solucion amortiguadora pH 7.2

e Probeta graduada limpia de 100-500 mL

e Pipeta Pasteur o de transferencia o piseta

e Papel Whatman grado'1

Procedimiento:
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Solucion de trabajo de colorante de Giemsa al 10% (tincion rapida utilizada
para tefnir entre 1y 15 preparaciones, para cada portaocbjetos se necesitan
aproximadamente 4 mL de colorante)

1. Verter 9 mL de solucion amortiguadora en un vaso, probeta o tubo
limpio.

2. Anadir T mL de solucion madre de Giemsa filtrada y alicuotada. No
tome el colorante directamente del frasco grande para evitar que se
contamine.

3. Mezclar suavemente la solucion de trabajo.

4 Utilizar el colorante en los 15 minutos posteriores a haberlo preparado
y deseche el sobrenadante.

Solucion de trabajo de colorante de Giemsa al 3% (tincion lenta utilizada
para tenir mas de 20 preparaciones, para cada portacbjetos se necesitan
aproximadamente)

1. Verter 97 mL de solucion amortiguadora en una probeta graduada
limpia.

2. Anadir 3 mL de solucion madre de Giemsa filtrada y alicuotada. No
tome el colorante directamente del frasco grande para evitar que se
contamine.

3. Mezclar suavemente la solucion de trabajo.

4. Utilizar el colorante en los 15 minutos posteriores a haberlo preparado
y deseche el sobrenadante.

e |as probetas graduadas, las pipetas, los recipientes y los tubos de ensayo deben
estar limpios y secos antes de su uso.

e No prepare un unico lote de colorante de Giemsa para utilizarlo o reutilizarlo a lo
largo del dia o durante mas tiempo. El colorante de Giemsa absorbe con rapidez el
vapor de agua contenido en el aire, y cuando se diluye con agua desionizada,
destilada o de cualquier otro tipo, pierde rapidamente sus propiedades tintoriales,
por lo que al cabo de muy poco tiempo la tincidon de las extensiones es deficiente.
La pelicula irisada que se forma en la superficie del colorante de Giemsa preparado
se adhiere facilmente a la extension de sangre y dificulta la identificacion de las
estructuras
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Caélculo del volumen de solucién madre de colorante de Giemsa y solucién
amortiguadora necesario para la tincién de portaobjetos uno por uno.

Para cada portaobjetos se necesitan 4 mL de solucion de trabajo de
colorante de Giemsa. En consecuencia, la formula que se ofrece a
continuacion permite calcular el volumen de solucion madre de colorante
de Giemsa necesario para tenir los portaobjetos uno por uno:

Volumen de solucién madre de Giemsa por muestra (ml)
Concentracion de colorante necesaria X 4 ml

B 100

La cantidad de solucion amortiguadora (pH 7.2) necesaria para tefnir un solo
portaobjetos se puede calcular como se indica a continuacion:

Volumen de solucién amortiguadora por muestra (ml)
= 4 — Volumen de solucién madre de Giemsa por muestra(ml)

Los 4 mL de solucion de trabajo de colorante de Giemsa se preparan
anadiendo el volumen de solucion madre de colorante de Giemsa
necesario para cada portaobjetos mas el volumen calculado de solucion
amortiguadora a pH 7,2 necesario para cada portaobjetos.

Ejemplo 1: Tincién de 15 muestras con solucién de colorante de Giemsa al 10%

» ] 10 x4 ml
Volumen de solucién madre de Giemsa por muestra (ml) = EETTEE =04ml

Volumen de soluciéon madre de Giemsa por 15 muestras(ml) = 0.4 ml X 15 = 6 ml
Volumen de solucion amortiguadora por muestra (ml) =4 — 0.4 = 3.6

Volumen de solucién amortiguadora por 15 muestras (ml) = 3.6 X 15 = 54 ml

Por consiguiente, se deben mezclar 6 mL de solucion madre de colorante
de Giemsa con 54 mL de solucion amortiguadora para preparar la cantidad
de solucion de trabajo de colorante de Giemsa al 10% necesaria para tefir 15
muestras.

Ejemplo 2: Tincién de 50 muestras con solucién de colorante de Giemsa al 3%

3 X4ml
Volumen de soluciéon madre de Giemsa por muestra (ml) = EET 0.12ml

Volumen de solucién madre de Giemsa por 50 muestras(ml) = 0.12 ml X 50 = 6 ml
Volumen de soluciéon amortiguadora por muestra (ml) =4 — 0.12 = 3.88

Volumen de soluciéon amortiguadora por 50 muestras (ml) = 3.88 X 50 = 194 ml

Por consiguiente, se deben mezclar 6 mL de solucion madre de colorante
de Giemsa con 194 mL de solucion amortiguadora, para preparar la cantidad
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de solucion de trabajo de colorante de Giemsa al 3% necesaria para tenir 50
muestras.

6. Preparaciéon de soluciones amortiguadoras.

Introduccién: El pH representa el grado de acidez (<7) o alcalinidad (>7) de
un liquido, siendo el valor de 7 la neutralidad. El agua se puede acidificar o
alcalinizar agregando soluciones de sales amortiguadoras que evitan
cambios bruscos en el pH.

Para poder observar todas las caracteristicas tintoriales de los plasmodios es
necesario preparar la solucion de trabajo de Giemsa con soluciones
amortiguadoras, las cuales deben ser guardadas de forma correcta para que
Nno absorban humedad del ambiente.

Por otra parte, existen en el mercado pastillas amortiguadoras que brindan
un determinado pH cuando se mezclan, por lo general, en un litro de agua,
No es necesario pesarlas y se recomienda su uso en aguellos lugares donde
no se cuenta con el material necesario para preparar las soluciones a partir
de sales independiente. De igual manera, se deben resguardar en un lugar
limpio y seco.

Objetivo: Describir el procedimiento de preparacion de soluciones
amortiguadoras Utiles en el diagnostico de paludismo.

Alcance: Para todos los laboratorios que realicen el diagndstico
microscopico de paludismo.

Materiales:

e Fosfato monobasico de sodio (NaH.PO4)
e Fosfato dibéasico de sodio (NaxHPO4)

e Agua destilada

e Probetas de 1000 mL

e Frascos de tapa hermeética de 1000 mL
e Balanza de precision

e Charolas para pesaje

Procedimiento:

Solucion amortiguadora “A” (solucion acida)
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1.

2.
3.

Soluci

1.

2.
3.

Soluci

1.

2.
3.

Soluci

1.

Notas:

INDRE

Pesar 9.2 g de C y disolverlos en una peqguena cantidad de agua
destilada (esta sal se puede sustituir por fosfato monobasico de
potasio (KH,POy).

Una vez disuelta agregar agua destilada hasta completar 1000 mL
Vaciar la solucion en un frasco de tapa hermética y rotular (homlbre
de la solucion, nombre de quien prepard y fecha de elaboracion).

on amortiguadora “B” (solucion alcalina)

Pesar 9.5 g de Na,HPO, y disolverlos en una pequena cantidad de
agua destilada.

Una vez disuelta agregar agua destilada hasta completar 1000 mL
Vaciar la solucion en un frasco de tapa hermética y rotular (nombre
de la solucion, nombre de quien prepard y fecha de elaboracion).

on amortiguadora de fosfatos pH 7.2

Mezclar 28 mL de solucion acida (NaH.PO,) con 72 mL de solucion
alcalina (Na;HPO.) en un frasco de 1 L con tapa hermética

Agregar 900 mL de agua destilada y mezclar perfectamente
ldentificar la solucion (nombre de la solucion, nombre de quien
preparoy fecha de elaboracion) y guardarla en un lugar limpio y seco.

on amortiguadora de fosfatos pH 7.2 a partir de pastilla comercial

Tomar una pastilla de regulador de fosfatos pH 7.2 con ayuda de unas
pinzas o con las mManos cubiertas con un guante.

Disolver la pastilla en un litro de agua destilada y mezclar
perfectamente.

Vaciar la solucion preparada en un frasco de tapa hermética
Identificar la solucion (nombre de la solucion, nombre de quien
preparoy fecha de elaboracion) y guardarla en un lugar limpio y seco.

Las probetas graduadas, frascos y todo el material volumeétrico utilizado deben de
estar limpios y secos antes de su uso.
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7. Tincidn de gota gruesa y frotis con Giemsa para el diagndstico
microscoépico de paludismo.

Introduccién: En el diagndstico del paludismo es crucial que la gota gruesa
y frotis de sangre estén correctamente tefidos para poder identificar con
exactitud las especies parasitarias. El uso de colorante de Giemsa es el
procedimiento recomendado y mas fiable para tenir las extensiones de
sangre gruesas y finas. La solucion de Giemsa se compone de eosina y azul
de metileno (azur). La eosina tine de rojo el nucleo del parasito, y el azul de
metileno tine de azul el citoplasma. La extension fina se fija con metanol. La
deshemoglobinizacion de la gota gruesa y la tincion se producen al mismo
tiempo. El pH idéneo para poner de manifiesto el punteado de los parasitos
gue permite la correcta identificacion de las especies es 7.2.

Metodo rapido (solucion de trabajo de colorante al 10%)

Es el método mas utilizado para tenir entre 1y 15 extensiones a la vez. Se
utiliza cuando es fundamental un diagndstico rapido para atender a los
pacientes.

Metodo lento (solucion de trabajo de colorante al 3%)

El método lento se utiliza para tenir un gran numero de muestras, como las
recolectadas en busgueda en campo.

Objetivo: Describir el procedimiento para tefir correctamente con colorante
de Giemsa las extensiones de sangre destinadas al diagndstico
microscopico del paludismo.

Alcance: Para todos los microscopistas de los laboratorios que realicen el
diagnostico microscopico de paludismo

Materiales:

e Solucion de colorante de Giemsa al 10 % (para tincion rapida) o al 3%
(para tincion lenta).

e Metanol absoluto libre de acetona.

e Solucion amortiguadora pH 7.2.

e \aso o recipiente pequeno para el metanol.

e Vaso de precipitados, piseta, probeta o recipiente para solucion de
trabajo de colorante.

e Crondmetro

e Cradilla para secar las muestras
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Gradilla, puente, o charola de tincion
Pipeta Pasteur o pipeta de transferencia

Procedimiento:

1.

Notas:

INDRE

Calcular la cantidad de solucion de trabajo de colorante de Giemsa al
10% o0 3% que se necesitara para el nUmero de portaobjetos que se
van a tenir.

Fijar el frotis sumergiéndolo 1-2 segundos en un recipiente pegqueno
con metanol absoluto. No permitir que la gota gruesa entre en
contacto con el metanol, ya que este y sus vapores la fijarian
rdpidamente y ello interferiria en la hemodlisis de dicha gota gruesa.
Colocar el portaobjetos de manera horizontal en una bandeja o una
gradilla de secado sobre una superficie plana. Nunca deje secar los
portaobjetos en vertical con la extensién fina abaqjo, ya que los
vapores de metanol pueden fijar la gota gruesa.

Dejar secar las muestras hasta que el metanol se evapore
completamente (1-2 minutos).

Colocar los portaobjetos con las extensiones que va a tenir orientadas
hacia abajo en caso de utilizar una charola para tincion inversa o hacia
arriba si esta utilizando una gradilla, rejilla o puente de tincion.
Verter el colorante lentamente entre los portaobjetos vy la bandeja de
tincion si esta tinendo extensiones colocadas boca abajo, hasta que
todos los portaobjetos queden cubiertos con el colorante, o verter
lentamente el colorante por encima de los portaobjetos si las
extensiones estan boca arriba sobre un soporte de tincion.

Dejar tenir las preparaciones durante 8-10 minutos (tincion rapida) o
durante 30-45 minutos (tincion lenta) de acuerdo a la verificacion del
colorante realizada previamente en cada cambio de lote.

Al término del tiempo de coloracion, extraer los portaobjetos uno por
UnNo y enjuagar suavemente las muestras sumergiéndolas en un
recipiente con solucion amortiguadora pH 7.2

Desechar la solucion sobrante de colorante de Giemsa.

Secado de las gotas gruesas: [ as gotas gruesas deben estar completamente secas
antes de tenirlas. Se pueden secar rapidamente con el aire templado de una
secadora de cabello. No calientar en exceso las extensiones, ya que podrian fijarse
por el calor y no tenirse correctamente.

Uso de la solucién amortiguada para enjuagar los portaobjetos: £/ pH del agua
utilizada para enjuagar es importante, ya que, si es dcida, puede alterar el color de
las extensiones. Por consiguiente, se recomienda enjuagar los portaobjetos con la
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Preca

misma solucion amortiguadora utilizada para la tincion, cuyo pH es de 7.2, en
laboratorios lejanos que no cuenten con suficiente solucion amortiguadora, se
podrd hacer uso de agua destilada o de garrafon para consumo humano. Nunca
con agua del grifo.

Cuidado del material de vidrio y los equipos de medida: Las probetas graduadas, las
pipetas, las cubetas de tincidn y los vasos de precipitados deben estar limpios y
secos antes de su uso. Si las extensiones de sangre se tinen con utensilios sucios, se
obtendran resultados deficientes.

El material utilizado para la tincion de Giemsa se debe enjuagar con agua limpia
inmediatamente después de usarlo para eliminar la mayor cantidad posible de
colorante. Seqguidamente debe sumergirse un rato en una solucion de detergente
antes de lavarlo. Los materiales se pueden lavar con un detergente suave, siempre
y cuando se enjuaguen a fondo con agua limpia antes de secarlos. Todo resto de
detergente que quede en el material de vidrio o de pldstico puede alterar el pH del
agua y del colorante, por lo que al volver a utilizar dicho material se obtendrd una
tincion deficiente.

ucién

Durante la tincion con colorante de Giemsa (solucion de trabajo de
colorante al 3% o al 10%), la superficie se cubre con una pelicula de color

verde
duran

metalico. Evite que esta se deposite sobre las extensiones de sangre
te el enjuagado, ya que puede obstaculizar el examen microscopico.

Una vez preparadas, las extensiones de sangre deben tenirse lo antes

posibl

e. Si las muestras tardan dias en ser enviadas al laboratorio para ser

tenirlas, la temperatura elevada producira su autofijacion y la gota gruesa
puede quedar inutilizada para su observacion.

INDRE
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8. Deteccién microscépica de Plasmodium spp. en gota gruesay frotisde
sangre periférica teflidas con Giemsa.

Introduccién: El proceso de diagnostico consiste en la observacion
microscopica de una muestra de sangre proveniente de un caso probable
de paludismo para demostrar la presencia o ausencia de cualguier forma
parasitaria de Plasmodium spp. en gota gruesa y/o frotis, para lo cual se
emplea la técnica de coloracion de Giemsa.

Objetivo: Describir el procedimiento mediante el cual se realiza la deteccion
microscopica de Plasmodium spp en gota gruesa y frotis de sangre
periférica tenidas con Giemsa.

Alcance: Para todos los microscopistas de los laboratorios que realicen el
diagnostico microscopico de paludismo

Materiales:

e Microscopio ¢ptico binocular de campo claro con objetivos 10X, 40Xy
100X.

e Muestras de gota gruesa y frotis en portaobjetos tenidos con Giemsa

e Aceite de inmersion tipo A en laboratorios con temperatura
controlada o tipo B en climas demasiado calurosos sin ventilacion o
clima controlado, indice de refraccion 1.515.

e Papelseda

e Formatos para registro de resultados de observacion.

Procedimiento:

j—

Encender el microscopio.

2. Colocar en la platina del microscopio la muestra a analizar con la gota
gruesa hacia la izquierda.

3. Ajustar la iluminacion y enfocar la muestra con el objetivo 10X.

4. Examinar la muestra, seleccionar una parte de la extension que esté
correctamente tenida y en la que haya leucocitos distribuidos de
manera uniforme.

5. Depositar una gotita de aceite de inmersion sobre la gota gruesa.

6. Girar el revolver del microscopio en direccion y hasta la posicion del
objetivo de T00X sin pasar por el objetivo de 40X.

7. Ajustar el campo con el tornillo micrométrico hasta observar

imagenes nitidas y confirmar que la extension es aceptable para el

examen sistematico: tendra el espesor adecuado si son visibles 15-20

leucocitos por campo de la gota gruesa. Las extensiones en las que se
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vean menos leucocitos por campo deberdn examinarse mdas
detenidamente.

8. Examinar la gota gruesa de manera sistematica. Comenzar por la
parte inferior izquierda para luego ir desplazandose verticalmente
hacia arriba, campo por campo.

9. Cuando se llegue al otro extremo de la extension, desplazar el
portaobjetos ligeramente hacia la derecha, luego hacia abajo para
seguir examinando la extension campo a campo, y asi sucesivamente.
Para realizar un examen eficiente, corrija continuamente el enfoque
mediante el tornillo micrométrico cuando examine cada campo.

10. Examinar un minimo de 200 campos mMicroscopicos antes de reportar
una muestra negativa (No se observan Plasmodium spp). A menor
calidad de la muestra, mayor el niumero de campos que se deben
observar, si es posible, se debe examinar toda la muestra.

1. Examinar el frotis para identificar de manera definitiva la especie
parasitaria. A diferencia de la gota gruesa, el frotis permite visualizar
la morfologia de los pardsitos y los eritrocitos parasitados.

a. Enfocar el frotis en su porcion fina con el objetivo 10X.

b. Colocar una gota de aceite de inmersion sobre la porcion fina
del frotis.

c. Girarelrevolver del microscopio en direccion y hasta la posicion
del objetivo de 100X sin pasar por el objetivo de 40X.

d. Examinar el extremo del frotis, en el cual los eritrocitos estan
situados unos junto a otros y el solapamiento es minimo. Siga el
recorrido que se muestra en la figura siguiente.

—>

e. Examinar el frotis hasta confirmar la presencia de parasitos
paludicos e identificar la(s) especie(s). ldentificar todas las
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especies y las formas evolutivas observadas y anotarlas en los
formatos correspondientes.
12. Realizar la estimacion de la densidad parasitaria en muestras positivas
a paludismo como a continuacion se describe:
a. En gota gruesa:

I. Contar de manera simultanea pero independiente, el
numero de parasitos asexuados, sexuados y leucocitos
Campo pPor campo.

ii. Una vez contabilizados todos los parasitos y leucocitos,
pasar al siguiente campo de acuerdo a recorrido
establecido en el punto 9 (tener cuidado de no solapar los
campos)

iii. Dejar de contar bajo los siguientes criterios:

1. Si ha contado = 100 parasitos en campos que
contienen 200 leucocitos.

2. Si ha contado < 99 parasitos en campos gue
contienen 500 leucocitos.

3. Si ha contado 500 parasitos independientemente
del numero de leucocitos contados.

iv. Contabilizar todos los parasitos y leucocitos en el ultimo
campo, aunque la cifra de leucocitos sea mayor de 200 o
500.

v. Una vez terminado el recuento, calcular la densidad
parasitaria basandose en la cifra real de leucocitos del
paciente. Si no dispone de ella, utilice una estimacion
media de 6000 leucocitos/ul de sangre.

No.de EAS contados X 6,000
No. de leucocitos contados

EAS/ul =

No.de ESS contados X 6,000

ESS/ul =
n No. de leucocitos contados

b. Enfrotis: Esta estimacion se debera realizar cuando los parasitos
en gota gruesa sean demasiados donde no se tiene la precision
en el conteo, o bien, cuando se reciba una muestra sin gota
gruesa pero que el frotis sea adecuado y permita la
cuantificacion.
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Vi.

Vil.

Localizar un campo gue contenga unos 250 eritrocitos.
Cuente el numero total de eritrocitos en ese campo vy el
numero de ellos que estan parasitados. Un campo tipico
(con un aumento de 100X) debe contener unos 250
eritrocitos.

Mediante un contador celular, contar los eritrocitos
parasitados y los que no lo estén.

Una vez contabilizados todos los eritrocitos parasitados y
sin parasitar presentes en un campo, desplazar al
siguiente segun el recorrido que se muestra en el punto
11.

Repetir el procedimiento de conteo y asi sucesivamente.
Tenga cuidado de no solapar los campos.

Continuar de manera longitudinal, desplazandose
campo a campo por la extension segun el recorrido
indicado. En cada campo contabilice todos los eritrocitos
parasitados y los que no lo estén, aunque el numero total
de eritrocitos por campo supere los 250.

Dejar de contar cuando haya contabilizado unos 20
campos con unos 250 eritrocitos cada uno (en total, 5000
eritrocitos aproximadamente). Anotar en una hoja de
calculo adecuada el numero real de eritrocitos
parasitados y no parasitados. Utilice estos valores para
calcular el numero total de parasitos por microlitro de
sangre.

Una vez terminado el recuento, calcular la densidad
parasitaria a partir de la cifra real de eritrocitos del
paciente. Si no dispone de ella, utilice una cifra media
estimada de 5,000,000 de eritrocitos/ul y aplique la
formula que se indica a continuacion. Tenga en cuenta
gue el resultado final se ha redondeado al entero mas
Proximo.

No.eritrocitos parasitados con EAS X 5,000,000

EAS/ul =
/n No. de eritrocitos contados

No.eritrocitos parasitados con ESS X 5,000,000

ESS/ul = No. de leucocitos contados
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9. Uso, cuidado y mantenimiento basico del microscopio

Introduccién: Microscopio 6ptico compuesto de campo claro binocular,
oculares antifungicos 10X, rango de distancia interpupilar de 48-75 mm,
objetivos planacromaticos antifungicos de 10X 40X y 100X (este ultimo de
inmersion en aceite con apertura numeérica de 1.25), condensador Abbe, NA
125/W.D, ajuste Kholer fijo o ajustable, iluminaciéon idealmente LED,
Mecanismo de enfoque, recorrido de desplazamiento, tope limitador de
ajuste grueso, ajuste de tension para perilla macrométrica, perilla
micromeétrica, platina mecanica fija de desplazamiento por cable, voltaje
100-240V.

La calidad de un microscopio esta basada principalmente en el sistema
optico, es decir, los lentes que conforman los objetivos, el condensador y
oculares con valores altos de apertura numeérica que permitan aumentar el
poder resolutivo de los microscopios y, por lo tanto, que el equipo pueda
facilitar “mayor detalle” en las estructuras parasitarias de Plasmodium.

Existe una gran variabilidad de fabricantes de microscopios; sin emlbargo,
Nno todos utilizan materiales ni procesos de elaboracion, no obstante, los
productos Zeiss, Olympus, Nikon y Leica reconocidos internacionalmente
por su alta calidad.

Objetivo: Describir el protocolo general para el uso, cuidado vy
mMantenimiento de los microscopios en los laboratorios en los que se lleva a
cabo el diagndstico microscopico del paludismo.

Alcance: Para todos los microscopistas de los laboratorios que realicen el
diagnostico microscopico de paludismo

Materiales:

e Microscopio optico compuesto de campo claro binocular con
objetivos 10X 40X y 100X y oculares 10X.

e Funda para protegerlos del polvo

e Papel seda o toallas de algoddn suave

e Panuelos desechables

e Perillade goma

e Torundas con alcohol al 70%

e Cepillo de cerdas suaves

Procedimiento:

Transporte y desplazamiento
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e Transportar los microscopios en la caja original y con el material de
embalaje interno para evitar gue se muevan dentro de la caja (si no se
dispone delembalaje original, utilizar una caja de madera o unicel que
contenga espuma o material de relleno para evitar la movilidad del
equipo.

e Durante el transporte, proteger el microscopio de las vibracionesy los
mMovimientos excesivos: colocarlo en el interior del vehiculo de modo
gue no se mueva ni pueda caerse de lo alto de otros articulos que esté
transportando; resguardarlo del agua (lluvia, inundaciones, inmersion
por caida, etc.), el calor excesivo, la luz solar directa y los roedores.

e Al mover el microscopio, tomarlo con las dos manos: sujetar con una
la base y con la otra sujetar el brazo.

Colocacion

e |Instalar el microscopio sobre una mesa de laboratorio lisa, nivelada,
firmey libre de vibraciones.

e Colocar el microscopio en una posicion en la que quede espacio para
gue el microscopista ponga comodamente las piernas debajo de la
mesa. Es preferible utilizar sillas ajustables en altura.

e No ubicarel microscopio frente a una ventana por la gue entre mucha
luz. Situarlo frente a una pared o una ventana cubierta.

[luminacion Kohler

j—

Encender el microscopio.
2. Cambiar a un objetivo de baja magnificacion en su microscopio, COmo
de 10X.

3. Enfocar la muestra como punto de partida para el resto de los ajustes
opticos.

4. Cerrar el tope de campo por completo. De no estar enfocado, ajustar
la altura del condensador hasta que las hojas del tope de campo estén
lo mas nitidas posible, en correspondencia con el enfoque de la
muestra.
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5.

7.

Centrar el tope de campo, usando las dos perillas ubicadas en la parte
frontal del condensador. Para verificar la posicion central, abra el tope
de campo hasta que vea los bordes del octagono alcanzar el borde del
campo visual. Ajustelo de ser necesario.

Ajustar el diafragma de iris (de apertura) a fin de controlar el contraste
y resolucion.

Ajustar la distancia interpupilar y correccion dioptrica.

Uso del microscopio

1.

Conocer los componentes del microscopio y su funcionamiento para
utilizarlo de manera eficiente.

2. Encender la fuente de iluminacion, regular la intensidad luminosa
hasta un punto 6ptimo.

3. Observar la muestra con el objetivo de 10X, opcionalmente con 40X y
por ultimo con el objetivo de 100X cuidando de no ensuciar el objetivo
de 40X con aceite de inmersion.

o Si el objetivo de 40X entra en contacto con el aceite de
inmersion, limpiarlo inmediatamente con una torunda
alcoholada al 70%.

o Una vez terminado el examen microscopico con el objetivo de
100X, eliminar de inmediato los restos de aceite con papel para
limpieza de lentes, una toallita absorbente suave o una torunda
seca (solo por contacto) y posteriormente con una torunda
alcoholada al 70% o solucion para limpieza comercial o casera
(si no se realiza este procedimiento, con el tiempo el aceite se
espesara y solidificara, y el rendimiento optico de la lente se vera
afectado).
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Limpieza del microscopio

El objetivo es remover completamente el polvo vy la suciedad sin dejar
residuo alguno de las sustancias de limpieza y sin danar las superficies.

Materiales:

e Palillos de madera largos y delgados.

e Algoddn extra puro.

e Los hisopos de poliéster absorbente para limpieza de componentes
opticos, son una excelente alternativa.

e Agua destilada.

e Solucion de liquido lavavajillas recién preparada a proporcion de 5-10
gotas de liquido por 10 ml de agua destilada.

Para la facil limpieza de las lentes frontales de los objetivos de inmersion),
utilice panuelos desechables mojados en la solucion de liquido lavavajillas.

Para la limpieza del resto de las superficies opticas, utilice cualquier hisopo
de algodon recien hecho.

Procedimiento:
1. Elimine todas las particulas de polvo con el soplador.
2. Remueva toda la suciedad soluble con agua destilada.

3. Sinolo consigue, repita usando la solucion a base de liquido
lavavajillas.

4. Para remover residuos grasos, utilice primero la solucion a base de
liquido lavavajillas.

5. Cologue los objetivos y oculares sobre una superficie libre de polvo
(ejemplo: papel aluminio nuevo).

6. Sumerja el hisopo de algoddn en solucion preparada para limpiezay
sacuda el exceso de liquido.
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7. Para limpiar, mueva el hisopo en espiral desde el centro del lente
hasta su borde (nunca limpie usando movimientos en zigzag ya que
esto solo esparcira la suciedad).

Incorrecto Correcto

8. Por lo general se recomienda repetir la limpieza varias veces.
Recomendaciones

e Inspeccionar el microscopio para verificar que no presenta danos ni
fallos de funcionamiento.

e Limpiarlos componentes mecanicos con un pano limpio

e Limpiar el objetivo de inmersion después de usarlo.

e Nunca dejar microscopios sin objetivos.

e Nunca limpiar objetivos ni oculares con xilol (disuelve el cemento que
sostiene |os lentes).

e No tocar los lentes frontales con los dedos.

e No cargar el microscopio del brazo con una sola mano.

e No intercambiar objetivos entre diferentes marcas o modelos de
MICroscopios.

e Bajar la platina antes de colocar una lamina.

e Enfocar a 10X antes de mover a 100X.

e Cubrir el microscopio cuando se utilice.

e Apagary desenchufar el microscopio al final del dia.

e Guardar el microscopio en un lugar seco y fresco para evitar el
crecimiento de hongos sobre las lentes.

e No intercambie los elementos opticos y los huecos de adaptacion de
estos con los de otros microscopios.

e Mantenimientos preventivos y correctivos, deben ser realizados por
un experto técnico calificado.

e Anotar todas las observaciones en la bitacora de uso de microscopio.
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Anexo llI: Especificaciones generales del laboratorio

Infraestructura

e Area independiente, ventilada con un area minima de 2m?2 por analista

de acuerdo a la NOM-007-SSA3-2011, bien iluminada, ventilada, con
acceso a fuentes de energia, tarja de tincion con acceso a agua corriente
y drenaje, desecho de residuos y condiciones ambientales libre de ruido
En lugares calurosos y humedos donde no haya aire acondicionado, se
sugiere el uso de ventilador eléctrico, de preferencia de techo, asi como
proteger las ventanas para evitar la entrada de insectos.

Se deben proporcionar espacio y condiciones de almacenamiento que
aseguren la integridad permanente de las muestras, los materiales,
documentos, equipos, reactivos, registros, resultados y de cualquier otro
articulo que pudiera afectar a la calidad de los resultados de los analisis.

Equipo

Microscopio optico compuesto de campo claro binocular, oculares
antifungicos 10X, objetivos Planacromaticos antifungicos de 10X 40X y
100X (este ultimo de inmersion en aceite con apertura numeérica de 1.25),
condensador Abbe, NA 125/W.D, ajuste kholer fijo o ajustable,
iluminacion idealmente LED, Mecanismo de enfoque, recorrido de
desplazamiento, tope limitador de ajuste grueso, ajuste de tension para
perilla macromeétrica, perilla micromeétrica, platina mecanica fija de
desplazamiento por cable, voltaje 100-240V (las casas fabricantes
Olympus, Carl Zeiss, Nikon o Leica son reconocidas debido su alta
calidad y eficiencia).

Filtro azul claro no esmerilado (en caso de usar un Microscopio con
lampara de haldgeno)

Lampara 6V 30 W

Nota: En climas calidos en donde el laboratorio no tenga aire acondicionado el microscopio
se debe guardar siempre cubierto para evitar el polvoy en lugares sin humedad para evitar
la formacién de hongos sobre los lentes.
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Materiales

Para toma de la muestra

Lancetas estériles

Portaobjetos con un espesor de 0.8-1.1 mm y con una medida de 25 x 75
mm idealmente liso; sin embargo, se puede utilizar con un lado
esmerilado, siempre y cuando se capacite correctamente sobre su uso.
Algodon de fibra larga o gasas

Alcohol etilico al 70% comercial

Lapiz de grafito

Papel filtro Whatman (en caso que se requiera)

Para la tincién

Colorante Giemsa de buena calidad (se sugieren las marcas SIGMA,
MERCK o HYCEL por su alta calidad).

Alcohol metilico absoluto g. p.

Solucion madre Giemsa

Solucion amortiguadora PBS pH 7.2

Crondmetro

Cradillas

Para lectura, almacén temporal y envio de laminillas

Aceite de inmersion tipo A en laboratorios con temperatura controlada
o tipo B en climas demasiado calurosos sin ventilacion o clima
controlado, indice de refraccion 1.515.

Caja seleccionadora de muestras

Caja seleccionadora de alto impacto para portaocbjetos

Carton acanalado, cordel y papel de estraza para envolver

Formatos de registro necesarios

Papel seda

El contador diferencial de células
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Anexo IV: Plantillas y formatos

Plantilla para elaboracién de gota gruesa y frotis en portaobjetos con un lado

Ol
Ol
Ol
Ol
Ol
Ol
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Plantilla para elaboracion de gota gruesa y frotis en portaobjetos liso.
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INSTITUTO DE DIAGNOSTICO Y REFERENCIA EPIDEMIOLOGICOS

"Dr. Manuel Martinez Baez"
LABORATORIO DE PALUDISMO
Informe diario, semanal y mensual de |la observacion microscopica M-1

CLAVE:
PaLU-PA-02

Pigina 1 de 2

NOMERE ¥ I DE JURISDICTION SANITARIANMIDAD MEDICA

- &Ng

MUNICIFIC

HOMERE T CLAVE DEL MICROSCORISTA

Muestras hematicas en gota gruesa y extendido ning

MUESTRAS CESERVADAS"

POR, OBSERVAR"

Fecha’

| MlesTas Dmadas por
Rlecibidas i ;

Personal de Programa

Tota

Notfcantes
Pogivas | Megaivas | Poalivas | Negalivas | Pralivas | Megdivas | Megalves

Prsltivas

TOTAL DE MES'

CESERVACIONES DEL MES®
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;"“'- N INSTITUTO DE DIAGNOSTICO Y REFERENCIA EPIDEMIOLOGICOS CLAVE:
3 "Dr. Manuel Martinez Baez" PALU.PA.O?
SRR, bl b LABORATORIO DE PALUDISMO
Informe diario, semanal ¥y mensual de la observacion microscopica M-1 Pagina 2 de 2

Instructive de llenado:

Colocar datos comespondientes al estado, nombre, ndmeno de jursdiccion o distriio sanitario, municiplo, mes, afle 351 como nombore, clave del microscoplsta ¥
lienar el cuadro de muesiras leldas como a continuaclon se descaibe:

1. Colocar el nimero de 3 samana epldeminitgica corespondiante.
2. Colocar |3 fecha comaspondients al dia de la semana laborago.
3. Anatar el nemern iotal g laminilas recibidas en el dia referido en &l punio anteror (en 350 02 nD recibir muesias 68 colkcara &l ndmerg 0).

4. Al inalizar 3 lectura de todas 1as laminllias recibldas, anotar el nimern de laminllias posiiivas y negativas resultanies gue fuenon tomadas por &l personal de
programa, atenclon medica, notificantes voluntanos as| como 135 tomadas por 8l microscopista (cuanda aplique), 351 como el tolal de laminlilas resultado de |3

5. Colozar el nomer &2 muesiras PEﬂHEﬂ'IBE I:IDI.IEI'IHI} p-uralgmasmaclﬂn [aieE-1 [H..Il'l'lwl:l con la demanda @e muesiras lomadas sablendo que |a lectura maxima
recomendada 25 de 30 laminllias IIH'HE:-]' &l numen de muasiras excadentes l:lﬂ.lﬁﬂm 5 reclemn mas de 50 laminilias, no 52 dlcanzan a leer en ese dia, pein
deben de leer al dia skquants).

6. Colezar el nomer otal de [aminiias l2idas duwranie |la semana Epluemlnlbglna, sumando s valores dianos de cada varnable.

7. Colocar el nomero total de [aminiias ieidas durante & mes, sumando los valones sublotales de cada varabis.

Cuaiquiier Informacion relevante y nefierente a |a obsanvacion microscaplea, anotaro en el apartado de pbsevaciones.

MOTA 12 El formatp seberd ser llienado con tinta azul, la informackin de los cuadros serdn llenados con tinta azul, cuando la Informacion cormesponda a
musstras negativas y con Hinta roja cuande comespenda 3 musstras posiiivas.

HOTA 2. No se deberan dejar espacios vackos, cuando no s2 tenga Informacidn para completar algon campo del formato, este debera ser cancelada.

HOTA 3. Cuando 2 complete 13 Informackin mensual de mueshas keidas, este registro debe ser archivado en un folder o carpeta, para compietar una bitacoR
anual y debera sar resguandata en el laboratoro de microscopla y debera estar disponible en todo momenta con fines de supsnvision
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Mayo 2024

INSTITUTO DE DIAGHNOSTICO ¥ REFERENCIA ERPIDEMIOLOGICOS CLAVE:
" . A :
Dr. Manuel Martinez Baez" FALU-PA-D4
LABORATORIO DE PALUDISMO
T Envio semanal de ldminas de gota gruesa para control de calidad indirecto por Pigina 1de 3
microscopia M3
ESTADD MOMERE ¥ H* DE JURISDICEAON SANTARLAUNIDAD MEDICA MIIHICIP IO
ARD MES SEMANA EPL NOMBRE Y CLAVE DEL MICROSCOPISTA
1. RESUMEN SEMARAL 2. MUESTRAS ENVIADAS AL LESP 5. MUESTRAS ENVIADAS AL InDRE 4 TERMIRACHN
DE LAS MUESTRAS
CONGERTE HIOMERD | LONCERTD HUMERD | CONCERTS HOMERT KESATIVAZ
LOCALIDADES G0N BFORMALION —— S R B
LOCALIDADES CON MUESTRAS POSITIVAS et i
WLIEETRAS HEWATICAS DBSERVADAS NESATIE | P NEEATIVAS |ttt e ——
WICACECOMATADIA SeyLifianin Sagirianis. VERFCACKIN TOTAL BN
MUEETRASMICRCEC CPETADLE A0 R DHGGRDANDIA
EXCEDEMTER Cntidad
& MUESTRAS HEMATICAS POSITVAS T. NFORMACION DE LOCALIDADES COM MUESTRAS DE SAMGRE POSITIVAS
ESPEGIE FORMAS DENSIDAD PARASITARSA N da
CLAVE LDCMJJ:;'GLA'IE MUNSCIPIO s Espacie du Fuamedium
v | | Pm | Po |Ess |Ess EASHMI ESiul posiivas | P¥ | 1 | Pm | Pa
& RESULTADO DEL CONTROL DE CALIDAD NDIRECTD REALZADG POR EL LESH
. - ) ESPECIE FORMAS . DEMSIDAD PARASITARLA INDICADORES na:..'nm F—
CLAVE D LAMINA S MadlEa
b # | - | Pe| A | Pm | Po | EAS| ESg | Lauseckes EAZk ES&ki . | T | L | o | e | Tt | B el
b =
Fecha de envio Firma del sta LEEP Fecha de observacian
Fima dl microsoopisss = mlcrzscopt R o
runicpaljunsdicrionai Peomare e
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INSTITUTO DE DIAGNOSTICO ¥ REFERENCIA EPIDEMIOLOGICOS CLAVE:
"Dr. Manuel Martinez Basz" PALU-PADY
LABORATORID DE PALUDISMO
MCRITIR B i Envio semanal de laminas de gnt.a gruesa para confrol de calidad indirecto por Pigna2de 3
microscopia M3
& RESULTADO DEL SONTROL DE CALIDAD IMDIRECTO REALZADG POR EL LESP jontismasids)
DETECOHON ESPECIE FORMAE DEMEIDAD PARASTARL INDICADORES DE CALIDAD
. . _— W p— Clhird da ke
.o # | - | Pe| B[ Pm | Po |EAS| Esg | Leuteckes EASk ES&k| ':-‘:T':':'m';_“":“_':“m
e TR
Espacio para llenar por el parecnal el INDRE
OBEERVACIONES Acertabies
LESP el
[ — TICToRCoC
Acertabies
InDRE
o Areptabies
Fecha de envic Firma del microzcopisa LESP Fecra de chssrvackn
Hombre i de supenvision LESP

Firma del microscopissa
municipaljunsdicriona
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st INSTITUTO DE DIAGNOSTICO ¥ REFERENCIA EPIDEMIOLOGICOS CLAVE-
£ "Dr. Manuel Martinez Baez" i
.-iu LABORATORIO DE PALUDISMO
e Envio semanal de laminas de gota gruesa para control de calidad indirectos por Pignalded
microscopia M3

Instructivo de llenado -

1. Resumen semanal {requisitado por e nivel local): Colocar la informacicn referente al nibmero de localidades con informacion, lecalidades con
muestras positivas, nimero de muesiras obsenvadas en i semana, nimero de microscopistas por dia, numeno de muestras por microscocopia por dia
asi como & numere de muestras axcedentes de la semana epidemiclogica comespondiente.

2. Muestras enviadas al LESP (requisitado por el nivel local): Colocar ka informacion desglosada ded ndmeno de muestras posiivas y negativas de
bisguedalseguimiento enviadas por el nivel local al Laboratorio Estatal de Salud Piblica para su control de calidad.

3. Muestras enviadas al InDRE [requisitado por el LESP): Colocar la informacicn desglosada dal nimero de muestras positivas y negativas de
bisguedalseguimiento enviadas por el estatal al INDRE para su control de calidad.

4. Colocar la terminacion de muestras negativas enviadas al LESP (requisitado por el nivel local)

3. En caso de encontrar discordancias, se debe enviar al LESP 2l 90% de muestras negativas faltantes, por lo que el nivel local debe requisitar
un nuevo formate y enviarlo con la informacion faltante.

&. Muestras hematicas positivas (requisitado por el nivel local): Colocar la clave de la laminilla positiva registrada, Colocar una "X en la casilla
comespondiente a la especie de Plasmodium confimada, Colocar una "X en las formas parasitarias observadas EAS o ESS asi como la densidad
parasitaria por microlitro de sangre (una vez realizada la ecuacion).

7. Informacién de localidades con muestras de sangre positivas: (requisitado por el nivel local): Anotar La informacion referente a la localidad,
municipio, nimero de muesitas positivas de esa localidad y anotar el nimero de muestras cormespondiente a las especies detectadas.

8. Resultado del control de calidad indirecto realizadio por el LESP (requisitado por el nivel estatal): Colocar la informacion referente a cada
lamina positiva y negativa enviada al INDRE para control de calidad.

NOTA 1: El formato deberd ser llenado con tinta azul, ka informacion de los cuadros serdn llenados con finta azul, cuando ka informacion comesponda a
muestras negativas y con finta reja cuando comesponda a muesiras positivas.

NOTA 2. Mo se deberan dejar espacios vacios, cuando no se tenga informacidn para completar algdn campo del formate, este debera ser cancelado.
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- NSTITUTO DE DIAGNOSTICO ¥ REFERENCIA EPIDEMIOLOGICOS s
@ "Dr. Manuel Martinez Baez"

LABORATORIO DE PALUDISMO FALUPADS
e Biticora de uso de microscopio Pagina 1de 2
EETADD MOMERE 1 NF O JURIEDHC L0 SANTARLAUMIDAD MEDICA, WMUNICFIC
NCAMERE ¥ CLAVE DEL MICROBCORETA MARCA CEL MICROSCOPID WCDELD OE EERE
A i i ina Descripoion de [a falla

IHn." Facha® Hora® Tiempo de uso’ -W micol - 1 yio Firma®
Muormbes §rw da mupenyvimdn LSS0
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[MSTITUTD OE DIAGHOSTICO ¥ REFEREMGIA ERIDEMIOLOGICOS CLAVE:
"Dr. Manuel Martinez Basz" PALLLPA.O5
LABORATORIO DE PALUDISMO
e s Bitacora de uso de microscopio Pagina 2 ge 2

Instructivo de llenado (anverso del formato):

1. Colocar &l numero consecutivo.

2. Anotar fecha (dd-mm-aaa)

3. Anotar |3 hora de encendido del equipo (hh:zmm)

4_ Anotar en homas (h) el tiempo de uso del microscopio.

5. Colocar un "X 0 ™V" segin cormesponda el proceso de limpiezs basica del microscopio [limpieza de sistema mecinico y/'o optioo con etanol 709).
. Colocar un "X o ™" segin comesponda si se realizd o no el ajuste de kihler.

7. Colocar un "¥" o /" segin comesponda al funcienamiento del microscopio en sus tres componentes basicos.

3. Describir de manera concisa la falla encontrada de acuendo al punte 7, o béen, colocar cualquier obsenvacion relevante sobre el equipo.
@ Firma del microscopista

MNOTA 1: Elformato deberd ser llenado con tinta azul
MOTA 2. Mo se deberan dejar espacios vacios, cuando no se tenga informacion para completar algln campo del formato, este debera ser cancelado.
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INSTITUTO DE DIAGNOSTICO Y REFERENCIA EPIDEMIOLOGICOS

clavelrevision

Dr. Manuel Martinez Baez" PALU-F-22/3
EMEEIon
Laboratorio de Paludismo |-ebrero-2023
Formato de Apoyo para Realizar Densidad Parasitaria
Nombre y clave del microscopista evaluado:
No. de panel: . No. de laminilla Codigo de laminilla
No. de No. de No de No. de No. de No de No. de No. de No de
Campe' | Leucocitos® { E.: rséfétsa;]a Campe’ | Leucocitos® { E;;éfétso;]a Campe’ | Leucocitos® { E;?fétsaéf
1 21 ot
2 22 42
3 23 43
4 24 44
5 25 45
6 26 46
7 27 47
8 28 48
9 29 49
10 30 50
1 31 51
12 32 52
13 33 53
14 34 34
15 35 35
16 36 56
17 37 37
18 38 28
19 39 39
20 40 60

Sumatoria de leucocitos? parasitos totales®

.. e . paragitos toteles contados x 6000
Parasiror tetales/microlitra =

nimers de lsucocitos contados

Densidad parasitaria®

(parasitos/micralitre)
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INSTITUTO DE DIAGNOSTICO Y REFERENCIA EPIDEMIOLOGICOS clavelrevision

flm'ms.h r r s - N
Ey ’*‘% ‘Dr. Manuel Martinez Baez PALU-F-22/3
fri s s —

et emision:

;lj}"g#‘? Laboratorio de Paludismo 1-febrero-2023

Formato de Apoyo para Realizar Densidad Parasitaria

Instructivo de llenado

Este formato es de apoyo para llevar a cabo la densidad parasitaria; Si realiza la cuenta con el contador

de células lo puede omitir y no es necesario enviarlo al InDRE.

1. Establece el nimero de campo microscdpico.
Anotar el ndmero de leucocitos que observe en el campo microscopico.
Anoctar el valor de la suma de EAS y ES3 gue observe en el campo microscdpico. Ejemplo:
si observas 5 estadios asexuados y 3 estadios sexuados, colocar el resultado de la suma
que es 8. Continuar con el nimero de campos necesarios hasta completar 200 leucocitos,
500 leucocitos o 500 parasitos segln corresponda.

4. Anotar el resultado de la sumatoria de leucocitos contades en todos los campos
microscopicos.

5. Colocar el resultado de la sumatoria de parasitos totales (EAS+ESS) contados en todos los
campos microscopicos.

6. Colocar el valor de la densidad parasitaria por microlifro de sangre de acuerdo a la siguiente

farmula:

parisitos totales contados x 6000

Parisitos totales/microlitro = . —
nimero de leucocitos contados

MOTAS: El registro debera ser llenado a tinta negra o azul.
Cancelar espacios en blanco.
El valor de la densidad parasitaria debe estar representado en nimeros enteros.
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Anexo V: Imagenes de portada

Imagen

Fuente

Imagen All.4

Tofozoito de Plasmodium vivax,
imagen magnificada a 1000

aumentos.

Laboratorio de Paludismo, INDRE
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