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OBJETIVOS

Emitir los principales aspectos técnicos sobre el diagndstico de malaria por gota gruesa y Pruebas

rapidas (PDR) y seguimiento al tratamiento en los laboratorios y puestos de diagndéstico del pais.

Generar las pautas para el uso de pruebas diagnésticas moleculares utilizadas en la deteccion de

plasmodium s.p. en Colombia.

ALCANCE

La presente recomendacion técnica aplica para el diagnostico y seguimiento por laboratorio de
malaria a través uso de la gota gruesa y pruebas de diagndstico rapido (PDR) realizadas por los
profesionales en salud, técnicos, auxiliares y personal asistencial de la salud y de los laboratorios
de la Red Nacional de Laboratorios del pais.

Adicionalmente se emiten las recomendaciones para el uso de Pruebas moleculares en la
deteccion de Plasmodium s.p. en Colombia, la cual debe ser aplicada por todos los profesionales
de los laboratorios de la Red Nacional de Laboratorios del pais.
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INTRODUCCION

El diagnéstico de malaria se hace mediante visualizacién directa de la especie parasitaria
infectante presente en sangre (Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae,
Plasmodium ovale, infeccion mixta) por medio de examen directo microscopico de gota gruesa y
extendido de sangre periférica como método complementario, la deteccion de antigenos
parasitarios a través de las Pruebas de Diagnéstico Rapido (PDR) (1,2) y mediante métodos
parasitol6gicos directos que permiten la deteccién de acidos nucleicos del parasito como la técnica

de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

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

impactan la morbilidad y la mortalidad de la enfermedad (3,4).

La microscopia se constituye en el estandar de oro para el diagnéstico de la malaria, teniendo en
cuenta que se debe contar con metodologia estandarizada de elaboracién y coloracion, colorantes
con caracteristicas técnicas y de calidad adecuados, personal bien entrenado y Programas de
Garantia de Calidad continuos, es una metodologia que tiene ventajas por ser econdmica, sensible

y especifica y que permite realizar actividades de control de calidad (5).

Las PDR son dispositivos de facil uso e interpretacién sencilla que permiten ampliar la cobertura
del diagndstico de malaria en zonas rurales dispersas en donde la microscopia no es factible y en
donde la poblacibn que se encuentra en riesgo de tener la enfermedad no tiene acceso al
diagndstico ni a un tratamiento antimalarico oportuno. Sin embargo, es importante tener presente
que el diagndstico microscépico es la prueba de referencia de malaria y debe ser el método por

excelencia siempre que existan las condiciones para su aplicacion (6).

A pesar de las numerosas ventajas de las 2 técnicas mencionadas previamente, éstas no logran
estimar acertadamente la prevalencia de las infecciones que cursan con parasitemias muy bajas

(<100 parasitos/ul) en escenarios de baja transmisién. Asi, la necesidad de contar con métodos de
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deteccion mas sensibles ha llevado a la utilizacion de herramientas diagnésticas basadas en la
amplificacion del acido nucleico (NAA por sus siglas en inglés), particularmente la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés). Este tipo de metodologia se viene
utiizando ampliamente en estudios epidemiolégicos o de investigacion y actualmente se
encuentran disponibles en el mercado varias pruebas con desempefio diagndstico superior a la

microscopia y las PDR (7).

Los recientes avances en el control de la malaria y el incremento en los fondos para combatir esta
enfermedad, han llevado a considerar la eliminacion de la malaria como una meta alcanzable para
un considerable nimero de regiones endémicas. El paso del control a eliminacién prioriza las
intervenciones dirigidas a erradicar las infecciones que contribuyen a la transmision de la malaria,
sin considerar el estatus sintomaético o la parasitemia (8). Colombia participa en esta iniciativa y ya
algunas localidades especificas vienen preparandose para adoptar las estrategias de eliminacion.
Teniendo en cuenta que las pruebas moleculares tienen una mayor sensibilidad y especificidad y
que dentro de las estrategias de eliminacién la interrupcion de la transmisiéon es un factor
preponderante, las herramientas de deteccion molecular deben ser consideradas para el
diagndstico de casos con infeccién sub-microscépica y asi contribuir al avance del programa de
eliminacion de la malaria.

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

asegura la respuesta adecuada al tratamiento.

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

competencias.
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RECOMENDACIONES PARA EL DIAGNOSTICO MICROSCOPICO DE MALARIA

e Elaborar tres laminas por paciente: dos laminas cada una con dos gotas gruesas y una
lamina con un extendido.

e Para las gotas gruesas realizar proceso de deshemoglobinizacion con Azul de Metileno
Fosfatado.

e Paralos extendidos realizar proceso de fijacion con metanol.

e Para el proceso de Coloracion emplear cualquiera de los colorantes derivados de
Romanowsky: Field o Romanowsky modificado (3 ml de sales fosfatadas, 1 gota de
solucion A y 1 gota de Solucion B por cada lamina); Giemsa, Wrigth ( 9 ml de sales
fosfatadas y 1 ml de colorante)

e Se recomienda emplear Controles positivos y negativos para cada lote de colorante con el
fin de estandarizar el tiempo de coloracién.

e Colorear en lamina concava, de acuerdo al tiempo estandarizado por cada laboratorio.

e Tips para diagnéstico:

o Confirmar la positividad o negatividad empleando la gota gruesa.

0 Negatividad: ausencia de parasitos después al observar por lo menos 500 campos
microscépicos con objetivo 100x.

o0 Positividad: confirmar especie; descartar una posible Infeccidon mixta.

0 Si persisten dudas en la especie se debe usar el extendido

0 Recuento: enfocar campos que tengan de 10 - 20 leucocitos, continuar en campos
adyacentes. Informar densidad parasitaria.

o Control: dia 3 luego de inicio del tratamiento

e Reporte resultados

0 Reportar la gota gruesa como positiva o negativa asi:
Gota gruesa negativa: No se observan hemoparasitos en la muestra examinada.
Gota gruesa positiva: Especie y recuento.

Infeccion mixta bajo los siguientes criterios:

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

gametocitos de P. falciparum
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2. Observacion de formas sexuadas y asexuadas de P. vivax, junto con formas
asexuadas de P. falciparum, en cantidades similares de las dos especies. En
este caso, se realiza un recuento a 100 pardsitos y se determina el porcentaje
de cada especie. Para definir infeccién mixta debe observarse >40% de formas
asexuadas de P. falciparum.

Una muestra en la que sélo se observen gametocitos de P. falciparum se debe

reportar como positiva

e Recuento parasitario

o0 En el caso de P. vivax, P. malariae o P. ovale se deben contar todas las formas
parasitarias sin discriminar si son sexuadas o asexuadas.

0 En el caso de P. falciparum se deben contar todas las formas parasitarias
asexuadas e informar la presencia de gametocitos.

0 En el caso de infeccion mixta de P. vivax y P. falciparum, se debe reportar primero
la especie predominante, para P. vivax se deben contar todas las formas
parasitarias sin discriminar si son sexuadas o asexuadas, para P. falciparum se
deben contar todas las formas parasitarias asexuadas e informar la presencia de
gametocitos.

0 Realizar el recuento parasitario teniendo en cuenta la siguiente férmula:

e Numero de parasitos X 8000
e Numero de Leucocitos (200)

o Si al contar 200 leucocitos se observan 10 o méas parasitos, aplicar la férmula en
base a 200 leucocitos.

o Si al contar 200 leucocitos se observan 9 o menos parasitos, continuar el recuento
hasta llegar a los 500 leucocitos y aplicar la formula en base a los 500 leucocitos.
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0 Si se cuentan mas de 500 parasitos sin llegar a contar los 200 leucocitos, el
recuento se dara por terminado cuando se finalice la lectura del Gltimo campo y la

parasitemia debe calcularse segun la férmula anterior.

Recomendaciones para actividades de la Red de diagndstico de malaria

e Para el Programa de Evaluacion Externa Indirecta del Desempefio (PEID) los municipios
deberan remitir al LSP:
o0 10 laminas mensuales mediante seleccién aleatoria (cinco positivas y cinco
negativas)
0 Andlisis, cada cuatro meses, de las cuarenta laminas recolectadas durante ese
periodo. Esta actividad se lleva a cabo tres veces al afio (5).
0 Los parametros valorados son: la concordancia de resultados positivos y negativos
(aceptable, mayor del 75 %), el indice kappa general y de especie (aceptable,
mayor de 0,8), concordancia del recuento parasitario (aceptable, mayor del 75 %) y
el error general que corresponde al porcentaje de errores técnicos
e Para el Programa de Evaluacion Externa Indirecta del Desempefio (PEID) los LSP deberan
remitir al INS:
o Todas las ldminas positivas para otras especies parasitarias (P. malariae, P. ovale
y P. knowlesi)
0 Todas las laminas de infecciones mixtas
0 Todas las laminas con recuento = 50.000 parasitos/uL
0 Todas las ldminas de pacientes que hayan fallecido con diagnoéstico probable de
malaria (9).
e Para el Programa de Evaluacién Externa Directa del Desempefio (PEDD) se deben tener
en cuenta los siguientes criterios:
o0 Evaluacién a partir de un panel de diez (10) laminas de gotas gruesas y extendidos
de 6ptima calidad de las especies presentes en la region con infecciones mixtas de
P. falciparum y P. vivax
0 Laminas problema, homogéneas y estables, identificadas individualmente con

cadigos irrepetibles.
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o0 Laminas con diferentes grados de complejidad (densidad parasitaria, morfologia,
artefactos) y laminas negativas.

0 Los parametros a determinar en los items de ensayo son: la positividad o
negatividad de las muestras, la especie o especies presentes en la muestra, la
identificacion morfologica de las formas sexuadas y asexuadas y la densidad

parasitaria en los items de ensayo positivos.

RECOMENDACIONES PARA EL DIAGNOSTICO DE MALARIA EMPLEANDO PDR

Caracteristicas técnicas de las pruebas rapidas a usar

e Tener registro sanitario Invima.

e Selectividad de la prueba: identificar P. vivax y P. falciparum

e Sensibilidad y especificidad: Se espera que las PDR tenga el siguiente puntaje de
deteccion: = Sensibilidad >95% para P. falciparum con parasitemia de 100 parasitos/pl
Sensibilidad >90% para P. vivax con parasitemia de 100 parasitos/pl de sangre certificada
por el proveedor a través de estudios en el pais.

Especificidad >90% para P. vivax y P. falciparum con parasitemia de 100-200 parasitos/pl
de sangre certificada por el proveedor a través de estudios en el pais

Tasa de falsos positivos. Las pruebas se evallan frente a un grupo de muestras negativas
(sin presencia de antigenos para Plasmodium spp.). La tasa de falsos positivos permitida
es: < 10%

Tasa de resultados invalidos. Corresponde a la proporcion de pruebas que no presentaron
reaccion en la linea de control. La tasa de resultados invalidos permitida es: < 5%

e Condiciones de almacenamiento: Para las condiciones tropicales himedas del pais es
adecuado adquirir pruebas que sean estables a 35 °C y 45 °C y a una humedad del 75%.
Almacenadas en un lugar fresco o refrigerado

e Fecha de vencimiento: Este es un requerimiento que debe ser incluido en las adquisiciones
de PDR, lo recomendado es solicitar pruebas con una vida util de al menos 2 afios.

e Presentacién: Empaque individual que proteja la prueba del efecto del sol y el agua, cierre

de seguridad que garantice que el envase no ha sido abierto. Inserto en cada prueba de un
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instructivo del proceso de utilizacién, lectura e interpretaciéon de la prueba, legible y de facil
lectura, individual y en idioma espafiol. Inclusiéon de todos los insumos necesarios para el
montaje de la técnica

Lectura e interpretacion del resultado: facil lectura, claridad para diferenciar entre una
especie y otra

Facilidad de uso en campo: de facil ejecucién y manipulacién para su utilizacién en campo
Recordar que el uso previsto de las pruebas rapidas es el tamizaje, por tanto, se debe
seguir el algoritmo correspondiente

El usuario de pruebas rapidas debe conocer y direccionar al paciente en la ruta de atencién

en salud dependiendo del resultado obtenido

Criterios para el uso de las pruebas rapidas

Es importante tener en cuenta que las pruebas rapidas para el diagndstico de malaria pueden

fortalecer la atencion del paciente con malaria y seran utilizadas en los siguientes casos (10):

Zonas de alto riesgo: como medida de contingencia en brotes y epidemias cuando la
capacidad de diagndstico microscopico sea desbordada por las urgencias.

Zonas de mediano y bajo riesgo: principalmente en los laboratorios de salud publica como
complementariedad del diagndstico microscépico y ante la duda de una de las especies de
Plasmodium s.p. observadas al microscopio.

En general: en regiones con poblacion dispersa con problemas de malaria y en donde no
se cuente con el diagnéstico microscépico, pero que cuente con las condiciones necesarias
para mantener las caracteristicas ambientales sugeridas por el fabricante de las pruebas
rapidas.

Recomendaciones para el uso de las pruebas rapidas

Debido a que la sensibilidad de las pruebas rapidas decrece con el nivel de parasitemia,
existen casos en que la prueba puede dar reaccién negativa cuando la parasitemia es muy
baja.

Repetir la prueba siempre que de resultado no valido, como en los siguientes casos:

o No hay reaccién en la linea de control o reaccion poco clara.
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0 No hubo un buen lavado de la tirilla y la sangre impide la lectura del patrén de
bandas.
0 Cuando exista reaccion en la banda de control, y en la especifica para
P. falciparum pero no en la del antigeno comun.

o Cuando observe un manchén morado por toda la tirilla 0 marco de lectura.

0 Repetir la prueba cuando sea la lectura sea dudosa o indeterminada.
Trabajar siempre en lugares frescos (en donde corra brisa) ya que las altas temperaturas
evitan que el buffer corra adecuadamente, evitando un adecuado corrido de la muestra o
evitando un buen lavado. Cuando observe que la muestra se detiene puede agregar una
gota adicional de buffer.
Correlacionar la sintomatologia del paciente con el resultado de la prueba.
Las pruebas rapidas no son recomendadas para el monitoreo del tratamiento debido a la
estabilidad del antigeno HRP Il en algunos pacientes, el cual genera una prueba positiva
en ausencia de formas parasitarias hasta por 15 dias post-tratamiento. La HRP Il da
reaccion positiva cuando se encuentran en circulacion Fg jévenes y ademas el antigeno
panmalarico en algunas ocasiones se ha demostrado que da reaccion en la presencia de
gametocitos de P. falciparum, obteniéndose falsas lecturas positivas para P. vivax.
Evitar hacer hendiduras a la nitrocelulosa, esto impedir4d observar adecuadamente la
reaccion en la tirilla.
Realizar la lectura en los tiempos recomendados por el fabricante
Implementar el control de calidad a las pruebas de diagnéstico rapidas con resultado
negativo mediante la toma de muestra de gota gruesa simultanea para verificar este
diagndstico y evitar el riesgo de falsos negativos debido a la incapacidad de la prueba para
detectar parasitos que circulan en Colombia y que no expresan los genes Pfhrp2 y Pfhrp3
(11).
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Figura 1.

Algoritmo de decisién para la atencion del paciente con malaria por PDR
Caso sospechoso de
malaria (criterio clinico y
nexo epidemioldgico)
Pruebas rapidas
— | h
e W \\:,\.
Positivo Negativo In valida Repetir
= FDR
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Efalciparum || Buvivas Lmalarias hjeq::m Alta sospecha
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P v % /
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Tratamiento caso no complicado 24 1 48H enfe-rmedad.
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Gota gruesa de
control del
tratamiento dia 3

Fuente: Organizacion Panamericana de la Salud. Investigacion operacional scbre la implementacion

del uso de pruebas rdpidas de diagndstico de malaria.

Guayaquil,

23-25 mayo 2005

OPS/DPC/CD/M/394/06. Geneva: WHO:; 2005. Fecha de consulta: 2 de diciembre de 2008.
Disponible en: htto://www.paho.ora/spanish/AD/DPC/CD/ravreda’ -rd ts-auavaauil.odf
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RECOMENDACIONES PARA EL DIAGNOSTICO DE MALARIA USANDO METODOS
MOLECULARES

Las siguientes recomendaciones acerca del papel de las pruebas diagnosticas moleculares para el
diagnostico de malaria en areas de baja transmision se tomaron textualmente del documento

emitido en la reunion de expertos convocada por la OMS (7).

e Las infecciones submicroscopicas/asintomaticas por Plasmodium falciparum y P. vivax son
comunes tanto en situaciones de baja transmisién como escenarios de alta transmisién. El uso
de métodos diagndsticos basados en la amplificacion del acido nucleico (NAA) por los
programas de malaria debe ser considerado para investigaciones epidemioldgicas y encuestas
con el objetivo de mapear las infecciones sub-microscdpicas en areas de baja intensidad de
transmision. Pueden también utilizarse estos métodos (NAA) para la identificacién de focos

para medidas de intervencién especiales en situaciones de eliminacion.

e La mayoria de las infecciones con parasitos asexuales tienen gametocitos en densidades
bajas, los cuales no son detectables por microscopia ni por PDR sino por métodos de
amplificacion molecular. La mayoria de las infecciones por malaria (microscépicas y sub-
microscopicas) deben ser consideradas como potencialmente infecciosas y pueden contribuir a
la transmision continua. No existe la necesidad de la deteccion rutinaria de gametocitos

utilizando métodos NAA en encuestas de malaria o en el entorno clinico.

e Deberan ser desarrollados estandares comunes para las pruebas basadas en la deteccion de
acidos nucleicos, incluyendo el uso del estandar internacional de la OMS para la amplificacion
de ADN de P. falciparum y el desarrollo de otros estandares para otras especies de
Plasmodium, particularmente para P. vivax. Debera desarrollarse el procedimiento operativo
estandar que defina el método para la recoleccion de las muestras, la extraccion del ADN y la
cantidad de sangre que debe ser adicionada a la prueba. Se recomienda que para estudios
moleculares se recolecten al menos 50 ul de sangre de un individuo y que la minima cantidad

usada por ensayo sea de 5 pl.
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El desarrollo de un sistema de aseguramiento de la calidad externo e internacional es
fuertemente recomendado para asegurar que los datos obtenidos a través de las pruebas

basadas en la amplificacion del acido nucleico sean confiables y comparables.

e Por lo general, el uso de herramientas diagndsticas mas sensibles debera ser considerado solo
en situaciones de baja transmision donde ya existe y esta ampliamente difundido el diagndstico
y tratamiento para malaria, y la tasa de prevalencia es baja (<10%). El uso de métodos
diagndsticos basados en la amplificacién del 4cido nucleico (NAA) no debera desviar recursos
para las acciones de prevencion y control de la malaria y el fortalecimiento de los servicios de

salud, incluyendo el sistema de vigilancia.

e Serecomienda el uso de técnicas moleculares en casos especiales como:

0 Pacientes sintomaticos con gota gruesa negativa y/o PDR negativa con sospecha de
malaria,

o0 Para confirmacién de malaria mixta 0 malaria por especies distintas a P. falciparum y P.
vivax,

0 Como apoyo al control de calidad de la microscopia en situaciones discordantes
(evaluacion indirecta),

0 En la elaboracion de los paneles de laminas para la evaluacion externa directa del
desempefio

0 En el marco de eliminacion de la malaria, en escenarios de baja transmision para

monitorear la circulacién de malaria submicroscépica sintomatica o asintomatica.
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