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UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
PROGRAMA DE BACTERIOLOGIA

DESARROLLO DE LAMINAS PARA EL CONTROL DE CALIDAD DE LA
COLORACION DE GIEMSA Y ROMANOWSKY MODIFICADO
UTILIZADAS EN EL DIAGNOSTICO DIRECTO DE Trypanosoma cruzi.

RESUMEN

Trypanosoma cruzi es un protozoo sanguineo, agente causal de la enfermedad de
Chagas, En Colombia las enfermedades causadas por hemoparasitos se
encuentran en lugares por debajo de los 1800 metros sobre el nivel del mar y la
gota gruesa es uno de los métodos microscopicos directos ideales para el
diagnéstico en fase aguda de la enfermedad. Los controles de calidad comerciales
para coloraciones de Field y Giemsa, no se han desarrollado en Colombia.

El objetivo es desarrollar laminas para el control de calidad de la coloracion de
Field y Giemsa; con el fin de suministrar un control interno comercial a los
laboratorios clinicos que realicen diagndstico de enfermedad de Chagas, por
medio de la técnica de gota gruesa, para asegurar resultados confiables en el
diagnéstico.

Se recolectaron 18 muestras de sangre y se utlizaron 4 aislamientos de
Trypanosoma cruzi entre el 2017 a 2019, se estandarizo y desarrollo el proceso de
produccion de las laminas de control de calidad a gran escala.

Se determinaron los procesos de produccion de los controles de calidad internos
para la coloracion de Field y Giemsa, y su documentacion respectiva para la
distribucion adecuada del producto.
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Se desarroll6é un control de calidad interno comercial para la coloracion empleada
en la técnica de gota gruesa, que incluye la visualizacién microscépica del parasito
de Trypanosoma cruzi

Palabras Claves Enfermedad de Chagas, Trypanosoma cruzi, gota gruesa,
tincion, control de calidad, Field, Giemsa, Tripomastigote.
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INTRODUCCION

Trypanosoma cruzi es un protozoo sanguineo, agente causal de la enfermedad de
Chagas. Puede afectar a cualquier persona que se encuentre en zona endémica,
que tenga contacto con el vector, y con mas frecuencia a personas que estén en
un estado de inmunosupresién.t?3%

La enfermedad de Chagas es una de las enfermedades mas desatendidas del
mundo, y entre 25 — 90 millones de personas estan en riesgo en contraer la
enfermedad. Los vectores se encuentran ampliamente diseminados en la
naturaleza especialmente en zonas por debajo de los 1800 metros sobre el nivel
del mar, en paises latinoamericanos.>® La mayoria de los casos son causados por
la picadura del vector triatomineo al huésped, aunque se han presentado casos de
infeccién por transfusiones, trasplantes de 6rganos, trasmision vertical y oral.”891

Se presenta en dos fases, una fase aguda y una fase crénica, en fase aguda se
puede diagnosticar la enfermedad por el hallazgo del tripomastigote en sangre
periférica utilizando los métodos de gota gruesa y frotis de sangre periférica (FSP),
en fase cronica no es posible hallar el tripomastigote por lo que el diagnostico
requiere de métodos seroldgicos, detectando inmunoglobulina G contra
Trypanosoma cruzi.”**

La importancia epidemioldgica de esta enfermedad es relevante, al ser una de las
enfermedades parasitarias mas desatendidas, no se tiene un estimado de cuantas
personas tienen la enfermedad en fase aguda, ya que en la mayoria de los casos
no se presentan sintomas, y solo es diagnosticado cuando el paciente esta en
fase crénica donde ya se evidencia sintomatologia cardiaca.*

En Colombia, se calcula que entre 0,7 y 1,3 millones de personas estan infectadas
con T. cruzi, y de 3 a 4 millones se encuentran en riesgo de adquirir la infeccién. El
parasito es prevalente a lo largo del valle del rio Magdalena, el altiplano
cundiboyacense, la region del Catatumbo, la Sierra Nevada de Santa Marta, el
piedemonte llanero y la Serrania de La Macarena.®

La gota gruesa es el método microscopico directo ideal para la deteccion del
parasito en fase aguda, por lo cual mediante este trabajo de investigacion se
busca desarrollar un control de calidad interno, que sea utilizado como una
herramienta para asegurar el uso correcto del colorante y la técnica, en las
tinciones de derivadas de Romanowsky y que ademas permita la visualizacion
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microscopica de T. cruzi, como entrenamiento para la visualizacion del parasito en
fase aguda de la enfermedad.
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OBJETIVOS

GENERAL

Desarrollar laminas para el control de calidad de la coloracion de Field y Giemsa
con el fin de suministrar un control de calidad interno a los laboratorios clinicos,
que realicen diagnésticos en enfermedades causadas por hemoparasitos, por
medio de la técnica de gota gruesa, que contribuya al aseguramiento de los
resultados confiables en el diagndstico.

ESPECIFICOS

e Desarrollar controles de calidad internos, para facilitar la evaluacion de los
colorantes con los que se realizan los diagndsticos directos en
enfermedades causadas por hemoparasitos como la enfermedad de
Chagas.

e Ofrecer comercialmente a las instituciones de educacion superior de
programas de medicina, bacteriologia, biologia y otros relacionados, las
laminas de control de calidad interno con la presencia de Trypanosoma
cruzi como material de docencia de facil disponibilidad.

e Contribuir con la estandarizacion interna para el uso correcto de los
colorantes, describiendo los errores técnicos mas frecuentemente
cometidos que afecten la calidad de las coloraciones y por ende el
diagnéstico.

e Desarrollar un proyecto de innovacién en la industria microbiologica
colombiana, para la produccion de controles de calidad internos de
coloraciones para laboratorios clinicos del pais.
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1. ANTECEDENTES

Trypanosoma cruzi es el agente etioloégico de la enfermedad de Chagas, la cual
ha sido de importancia, debido a la gravedad de la enfermedad en fase crénica y
el costo de su tamizaje y diagndstico, tanto en hospitales como en bancos de
sangre,*** lo que origina costos elevados y una alta letalidad especialmente en
poblaciones de escasos recursos. En la actualidad, aproximadamente 70 millones
de personas viven en riesgo de contraer esta enfermedad (en comparacion con
120 millones en 1990). Los costos anuales de atencion al paciente se estiman en
US $ 627 millones y 806,170 DALY (disability-adjusted life years) anuales™*

El diagnéstico de la Enfermedad de Chagas en fase aguda es de especial
importancia para evitar los casos en fase cronica, por lo tanto este diagndstico
debe ser de forma oportuna y adecuada®.

La informacion con la que se cuenta acerca de la produccién de laminas para
control de coloracion en gota gruesa y visualizacion de hemoparasitos es escasa,
en la actualidad ninguna empresa colombiana las produce y los importadores no
las comercializan facilmente debido a que los volimenes y consumos son muy
bajos.

En los Estados Unidos la produccién y distribucion de los controles de calidad
dirigidas a la visualizacibn de hemoparasitos como Plasmodium spp vy
Trypanosoma cruzi, estan a cargo de la empresa norteamericana Microbiologics®
que a la fecha produce y distribuye controles en todo el pais y otras partes del
mundo mediante el frotis con el microorganismo no viable fijado con metanol u
otros quimicos para la seguridad biologica en los laboratorios clinicos
(Microbiologics®)**, aunque segun las guias técnicas de estas laminas, no se
evalla la coloracion con la que se hace la técnica de gota gruesa y frotis de
sangre periférica, por ende no se podria validar como control con ninguna de estas
técnicas.

En la empresa norteamericana Hardy Diagnostics® también produce y distribuye
controles de hemoparasitos, aunque la mayoria sigue los lineamientos y las
técnicas utilizadas por Microbiologys®.

En Europa la empresa norteamericana Polysciense Inc. con sede en Alemania,
produce este tipo de laminas de control de hemoparasitos, que consisten en un
frotis de sangre fijado con metanol, y la presencia microscopica de Babesia,
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Plasmodium spp y /0 Trypanosoma cruzi, que se colorea mediante tinciones de
Wright o Giemsa, valorando asi solo la presencia del parasito mas no la calidad de
la tincion™®

Como conclusion, para definir un control de calidad interno adecuado para el pais,
se debe desarrollar un control con las caracteristicas y especificaciones de una
gota gruesa ideal, basandose en lineamientos del Instituto Nacional de Salud y la
Secretaria Distrital de Salud, para asi mejorar la técnica y el entrenamiento del
personal encargado.

Con base en los antecedentes de produccion de laminas para control de
coloraciones de hemoparasitos en el mundo, se puede evidenciar que ninguna de
estas ofrece la posibilidad de evaluar los colorantes de acuerdo a los lineamientos
requeridos por los entes referentes en Colombia, y es aqui donde radica la
importancia del presente proyecto, ya que se espera ofrecer un control de calidad
interno con el que se permita la evaluacion de colorantes y que ademas permita la
visualizacion microscopica del parasito.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Trypanosoma cruzi

2.1.1. Generalidades

Trypanosoma cruzi es un protista de la clase Kinetoplastea, familia
Trypanosomatidae, es el agente etiologico de la Enfermedad de Chagas,
caracterizado por la presencia de un solo flagelo y una sola mitocondria, cuyo
genoma se encuentra ordenado en una compleja region dentro de la propia
mitocondria, y cerca de la base del flagelo denominada cinetoplasto.’:18:192°

Este parasito presenta distintas morfologias dependiendo del tiempo de infeccion:
amastigotes, epimastigotes y tripomastigotes. El amastigote es esférico u ovalado
de 2-4 um de diametro. Por lo general se encuentran en los tejidos del huésped,
estos pueden ser visualizados por histologia.

En los epimastigotes el cinetoplasto esta localizado anterior al ndcleo. Son
alargados de aproximadamente 20 um de longitud, tienen un flagelo libre, se
encuentran en el tracto digestivo del vector triatomino.?>%

En los tripomastigotes, el cinetoplasto es posterior al nacleo. Se encuentra en la
sangre del huésped y es la forma infectante presente en el vector triatomino, su
longitud es de 20 um., tiene un flagelo y una membrana ondulante a lo largo de su
cuerpo. El tripomastigote del vector se le ha conocido como la forma metaciclica,
infectante de los vertebrados, en esta forma no hay division celular. %%

Es un parasito que exhibe una gran variabilidad genética representada en las seis
unidades discretas de tipificacién ( Discrete Typing Units, DTU ) establecidas (I a
V1) y el nuevo genotipo Tcbat identificado en murciélagos en Brasil.?®

Es un paréasito intracelular con un ciclo de vida que involucra vertebrados e
invertebrados. Es transmitido a los humanos por medio de vectores
triatomineos.>"1"?42° | as especies, Triatoma infestans, Triatoma dimidiata,
Rhodnius prolixus y Rhodnius pallescens son los cuatro insectos vectores mas
importantes en la transmision de Trypanosoma cruzi al hombre.

2.1.1.1 Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi
18



En la figura 1. Se puede visualizar el ciclo de vida de Trypanosoma cruzi, el cual
consiste en dos etapas:

- Etapas en el ser humano: EIl ciclo se inicia cuando un insecto triatomino
infectado con el parasito pica a un ser humano y defeca. Los tripomastigotes
metaciclicos se encuentran en las heces (1). Entran en el ser humano a través de
las heridas producidas al rascarse por la picadura del vector. Cuando entran en
una célula humana, se convierten en amastigotes (2). Esta es una etapa
reproductiva a través de mitosis. Después de la reproduccién, una gran cantidad
de amastigotes se encuentran en la célula infectada, formandose pseudoquistes
(3). Los amastigotes se convierten de nuevo en tripomastigotes y las células se
rompen. Los tripomastigotes vuelven a infectar otras células repitiéndose el ciclo
de multiplicacion (4)."**

Etapas en el insecto: Cuando el insecto triatomino pica a un ser humano
infectado, algunos Tripomastigotes pasan a él a través de la sangre (5). En el
intestino del insecto, se transforman en epimastigotes (6), los cuales constituyen
una segunda etapa reproductiva (7). Después de la reproduccion a través de
mitosis, los epimastigotes pasan al recto. Alli se convierten en Tripomastigotes
metaciclicos (8) y se evacuan a traves de las heces. Las heces pueden infectar a
un nuevo hospedador (1), repitiéndose el ciclo”**

Figura 1. Ciclo de vida Trypanosoma cruzi — Tomado de : Center for
Diseases Control and Prevention™
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Triatomine Bug Stages Human Stages

Triatomine bug takes a blood meal
(Pagaes mhilasyehs Iypomaitigetes in lees e Metacyclic trypomastigotes
trypomashgates enter bile wound or penatrate various cells at bite
rmuscosal mémbranes, Such as the conpuncirea) wound site. Inside cells 1.|'le'

@'J > 4 trangform infp amastigotes,

A

Metacyclic trypomastigetes A @

in h:ndg?

Multiply in midgut

Trypomastigotes by binary fission in cells
can infect other cells of infected tissues.

and transform into

infracellular amastigotes

in nenw infaction sites.

Climical manifestations can

result from this infective cycle.

Triatomine bug takes
i a blood meal
Epimastigoles {brypomasigotes ingested)

in midgut

;g} - uuac&llular ﬂstigmes
' (4

transform into trypomastigotes,
then burst out of the cell

A= Infective Stage and enter the bloodstream

L\ = Diagnostic Stage

2.1.1.2 Transmision de Trypanosoma cruzi.
La transmision de Trypanosoma cruzi se puede presentar en diferentes formas:
Transmision vectorial

La transmisién vectorial inicia cuando el insecto triatomino pica a una persona
para alimentarse con su sangre, defeca muy cerca de la picadura. En las heces
gue deposita sobre la piel se encuentra el parasito en forma de Tripomastigote
metaciclicos, que pasa a la sangre cuando la persona se rasca. En ocasiones las
heces pueden pasar a través de las mucosas, si se han depositado cerca de las
mismas (por ejemplo, a través de la mucosa ocular).”**10:26

La infeccion ocurre por una especie de heteroptero (Triatomino) de género
Rhodnius, Triatoma y Panstrongylus, son abundantes y se han encontrado en una
amplia variedad de zonas ecoldgicas, tienen habitos primordialmente domiciliarios
y buena capacidad para infectarse y transmitir.™’
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Transmisioén vertical

La transmision vertical (Transmision de Madre a Hijo) es una de las mas
frecuentes ya que no presenta sintomas la gestante, cuando se encuentra en fase
aguda. Una mujer embarazada que tiene la enfermedad puede transmitirlo a su
bebé. Este tipo de transmision se puede producir también fuera de zonas
endémicas de la enfermedad. Es importante que los hijos de cualquier mujer
portadora de Chagas se realicen la prueba, aunque hayan nacido fuera de
América Latina. A pesar de ello, esta enfermedad no es un obstaculo para que
tanto el embarazo como la lactancia se puedan desarrollar con normalidad.”*’

También estan la transmision accidental por puncidn u otro tipo de contacto con
material contaminado con el T. cruzi, asi como la transmision mediante la leche
materna.

Transmision por trasplantes o transfusiones

La transmisién por una transfusién de sangre (o derivados) o un trasplante de
organos de un donante a que tenga la infeccion por T.cruzi, el receptor podria
contraer por medio de este la enfermedad de Chagas.*?’

Hoy en dia existen mecanismos de control en los bancos de sangre y en los
procesos de donacién de 6rganos para evitar estas formas de transmision. *’

En los trasplantes de oOrganos, los estudios han demostrado la trasmision del
parasito en corazon, rifion. 28

Transmisiéon Oral

La transmision oral se da por el consumo de alimentos o bebidas que han sido
contaminados con heces de triatominos infectados o la ingestion accidental del
insecto, también se puede adquirir por contaminacion con utensilios usados para
la preparacién de alimentos. Se debe sospechar la forma de transmision oral
cuando se identifiguen los siguientes hallazgos: Presencia simultdnea de dos o
mas casos agudos confirmados, con nexo epidemiolégico entre ellos®®26%

Transmision por accidente de laboratorio

En profesionales de la salud que manipulan muestras que contienen el parasito o
que trabajan directamente con el insecto vector se podria contraer
accidentalmente la enfermedad por inoculacion debida a pinchazos o exposicion a
mucosas. Este mecanismo de transmision es muy poco frecuente.
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2.1.2 Epidemiologia

Segun las estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en los
afios 90 se calculaba que habia 100 millones de personas en riesgo, 16 a 18
millones infectadas, y unas 45.000 muertes atribuibles a esta enfermedad. ®"*°En
este contexto, la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) promovié
diferentes iniciativas para poner en marcha y desarrollar medidas de control de la
transmision vectorial, transfusional y materno-fetal de la enfermedad de Chagas,
acordes a las caracteristicas epidemiologicas de cada region. Como consecuencia
de estas actividades, en los ultimos afios se ha observado una importante
reduccion en la incidencia de la enfermedad. Sin embargo, segun estimaciones de
la OMS en el aflo 2009, seguian infectadas 10 millones de personas, y se
produjeron 10.000 muertes®

2.1.2.1 Epidemiologia en América

Se calcula que la mayoria de las personas infectadas por el parasito Trypanosoma
cruzi, se encuentra en América Latina. Es endémica en 21 paises de la Region.
7,14,20,31,32 (Figura 2 )

La infeccion se localiza Unicamente en América, desde el sur de Estados Unidos
hasta Argentina y Chile ®"*2 Con una incidencia anual de 30.000 casos vectoriales
en la region de las Américas y 9.000 recién nacidos infectados durante el
embarazo, la enfermedad de Chagas afecta a unos 6 millones de personas y
provoca, en promedio, alrededor de 14.000 muertes al afio. >*°

La enfermedad de Chagas puede causar consecuencias irreversibles y cronicas
en el sistema nervioso, el sistema digestivo y el corazén. Se calcula que alrededor
de 70 millones de personas en las Américas viven en areas de exposicion y estan
en riesgo de contraer esta enfermedad- *°

Mientras no mejoren los determinantes de la salud que inciden directamente en la
transmision del Chagas, o la infraestructura de las viviendas favorezcan la
presencia del vector, la enfermedad sera dificil de controlar >

Figura 2. Enfermedad de Chagas en América, Tomado de: Organizacion
Panamericana de la Salud?
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2.1.2.2 Epidemiologia en Colombia

En la semana epidemiologica numero 33 de 2019, se han registrado 38 casos de
Enfermedad de Chagas en fase agudo, reportados al Sistema Nacional de
Vigilancia SIVIGILA en el departamento del Atlantico, Casanare y Tolima, un
aumento del 78 % con respecto al afio 2018. 3

En el boletin epidemiolégico de la Semana 13 de 2019 muestra también que en
2018 no hubo casos de muerte por Chagas agudo en Colombia, sin embargo, los
brotes de transmision oral ocurridos en 2019 han aumentado la tasa de letalidad a
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7,9 %; una tasa que esta por encima de otras enfermedades trasmitidas por
vectores como dengue y malaria

Para los casos en fase aguda uno de los indicadores mas relevantes es la tasa de
letalidad, que en promedio desde 2012 hasta 2017, fue de 13,7 casos por 100
casos confirmados. Gracias a los esfuerzos sumados entre instituciones
nacionales, entidades territoriales y entidades hospitalarias, la tasa de letalidad
para el afio 2018 fue de 0 muertes; la mas baja en los Ultimos 8 afios (Figura 3) **

Figura 3. Mortalidad en casos confirmados de Enfermedad de Chagas,
Boletin Epidemiolégico Semana 13 de 2019, Tomado de: Instituto Nacional
de Salud 3*3°
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Con relacion a los casos en fase crénica, especificamente en la poblacién
priorizada que son los menores de 18 afios, las gestantes y los indigenas de la
sierra nevada de Santa Marta (Coguis, Arawacos y Wiwas), hubo un aumento
significativo en la confirmacion de casos. De esta manera se pasoé del porcentaje
de confirmaciéon més bajo presentado en 2017 el cual fue de 23,6 % al mas alto en
los ultimos siete afios, 88,2 % en el periodo epidemiolégico Il de 2019 (Figura 4).

Figura 4. Epidemiologia de Enfermedad de Chagas, Porcentajes de
confirmacion de casos en fase crdnica, Boletin Epidemiolégico Semana 13
de 2019, Tomado de: Instituto Nacional de Salud 3*%
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2.1.3 Diagnostico

Figura 5. Métodos de diagndstico de la enfermedad de Chagas, Tomado de:
Center for Neglected Tropical Diseases®

En la figura 4 se puede evidenciar los diversos métodos de diagndstico,
dependiendo de la fase en la que curse la enfermedad.

TABLA 1

Métodos de diagnostico de la enfermedad
de Chagas

Fase aguda Fase crénica
(parasitolégicosy | (serolégicos)
moleculares)

Areas rurales y/o Xenodiagnosis Test rapido
de recursos Microscopia
reducidos Microhematocrito
Areas urbanas y/o PCR HAI
de recursos ELISA
elevados [FI

Existen diversos métodos para detectar los parasito en la sangre del paciente.
Algunos de estos se utilizan mayoritariamente para propdsitos de investigacion,
mientras que otros se emplean en los laboratorios de diagnéstico habitual %"2°3¢
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Actualmente, para el diagnéstico de los pacientes cronicos, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) recomienda la realizacion de dos pruebas basadas en
diferentes principios y antigenos, y una tercera en caso de discordancia.>*

En general, los métodos se clasifican en directos o indirectos.

Los métodos directos detectan el parasito en la sangre del paciente, por medio de
tinciones, especialmente por las Coloraciones derivadas de Romanowsky (Field,
Giemsa, Wright y Romanowsky Modificado), suelen denominarse métodos
parasitoldgicos, y la mayoria estdn basados en la microscopia.

El diagnéstico mediante microscopia se basa en la visualizacién del parasito en la
sangre de los pacientes utilizando la técnica de gota gruesa y/o frotis de sangre
periférica segun la normativa vigente. Existen diferentes variantes, que incluyen
métodos de concentracién (Strout) y micro hematocrito para el diagnéstico en
recién nacidos con la recoleccién de sangre en capilares.®”*®

Asi mismo, existen otras técnicas dentro de esta categoria, como el cultivo y el
xenodiagnostico, este Ultimo basado en la aplicacion de los insectos vivos
directamente en la piel de los pacientes, cuya utilizacién esta muy limitada por el
alto riesgo de infeccién del personal sanitario, la incomodidad de los pacientes o
su poca practicidad.”**%°

Los métodos indirectos detectan el ADN del parasito (métodos moleculares,
especialmente la reaccion en cadena de la polimerasa [PCR]) o los anticuerpos
anti-Trypanosoma cruzi en la sangre del paciente (métodos serolégicos).

Esta estrategia presenta muchas variantes, cada una de ellas con diferentes
grados de sensibilidad y especificidad.

Las técnicas seroldgicas incluyen diversos métodos, entre los cuales se incluyen
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), IFI (imnufluorescencia indirecta) y
HAI (hemaglutinacién indirecta). Todos ellos se basan en la deteccion de las
inmunoglobulinas G (IgG) anti-T. cruzi en la sangre de los pacientes y su reaccion
colorimétrica visible en el caso de que la sangre de los pacientes contenga los
anticuerpos. (26)

2.1.4 Tratamiento
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Para el tratamiento de la enfermedad de Chagas se utilizan medicamentos con
accion tripanocida tales como el nifurtimox y el benzonidazol- "

En la fase aguda el tratamiento constituye una urgencia médica, este proceso
busca evitar la progresion hacia la fase cronica, pero tiene como un primer objetivo
evitar complicaciones inmediatas que pueden surgir por el compromiso de 6rganos
blanco durante esta fase de la enfermedad.*®

En la fase crénica el tratamiento ideal impediria la progresién de la enfermedad
con dafo cardiaco o digestivo y la eliminacion del parasito (Esofagopatia
Chagasica y Megacolon)’ , que puede ocurrir a mediano y largo plazo por la
infeccién crénica™®

Ambos medicamentos son eficaces casi al 100% para curar la enfermedad si se
administran al comienzo de la infeccion en la etapa aguda, incluso en los casos de
transmision congénita. Sin embargo, su eficacia disminuye a medida que
transcurre mas tiempo desde el inicio de la infeccion. El tratamiento con estos
medicamentos también esta indicado en caso de reactivacion de la infeccion (por
ejemplo, por inmunodepresién) y en los pacientes al principio de la fase crénica. *°

Se debe ofrecer tratamiento a los adultos infectados, especialmente a los que no
presentan sintomas, dado que el tratamiento antiparasitario puede evitar o frenar
la progresion de la enfermedad y prevenir la transmision congénita en las
embarazadas. "84

El benznidazol y el nifurtimox no deben administrarse a las embarazadas ni a las
personas con insuficiencia renal o hepatica. EI nifurtimox también esta
contraindicado en personas con antecedentes de enfermedades del sistema
nervioso neuroldgicas o trastornos psiquiatricos.

Es necesario revisar la historia clinica del paciente, para tratar sintomatologia
cardiaca o digestiva. "8
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2.1.5. Técnicas
2.1.5.1 Gota gruesa

La gota gruesa es un método microscopico directo el cual consiste en el extendido
de diversas capas de sangre capilar o sangre anticoagulada para la visualizacion
de parésitos.*

Procedimiento

e Se desinfecta el lugar de puncion

e La puncion de hace de manera firme y segura.

e Se hace presion y se limpia la primera gota de sangre. Se empieza a
trabajar a partir de la segunda gota de sangre presionando hasta obtener
una gota grande y globosa. Se coloca la lamina por encima de la gota de
sangre evitando tocar la incision hecha con la lanceta.

e Ayudado con otra ldmina portaobjeto se extiende de manera adecuada la
muestra de sangre logrando un area aproximada de 1 cm x 1cm o de 1 cm
x 1,5 cm. La muestra debe quedar homogénea.

e Una vez elaboradas las gotas gruesas se dejan secar a temperatura
ambiente por 20 minutos, en un meson horizontal y ordenado. Se debe
proteger de los insectos cuando sea necesario.

e Con las muestras elaboradas a partir de sangre anticoagulada es necesario
tener un especial cuidado en el secado, debido a que tienden a irse o
lavarse durante el procedimiento de coloracién. Por lo tanto, se recomienda
que después de secar la muestra a temperatura ambiente, la lamina sea
sometida a calor suave (37 °C) por un tiempo de 1 minuto y posteriormente
dejarla enfriar muy bien para posteriormente proceder a colorearla. No
exceder el tiempo que se somete la muestra a calor debido a que la sangre
se fija a la lamina y posteriormente no es posible deshemoglobinizar la gota
gruesa.

e Para finalizar la toma de muestra del paciente se limpia con algodén
embebido en alcohol en el sitio de puncién para finalmente colocar una
torunda de algodon seca en esta zona.

2.1.5.2 Frotis de sangre periférica

A partir de la puncion capilar como se indico para la gota gruesa o a partir de
sangre anticoagulada se toma una gota pequefia para elaborar el extendido.>*
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e La gota de sangre que se utiliza para realizar el extendido es mucho mas
pequefia que la utilizada para la gota gruesa (1 pL aproximadamente) y se
coloca hacia un lado de la lamina y con la ayuda de otro portaobjeto de
borde biselado se procede a extender la muestra.

e La lamina en la que coloca la gota de sangre debe ser tomada de los
extremos evitando colocar los dedos en los bordes que dan el largo de la
lamina para que la lamina extensora tenga un libre deslizamiento.

e Se debe considerar que la gota de sangre tiene una aparte anterior y otra
posterior con respecto a la posicidon de la identificacion de la lamina,
entonces se coloca la laAmina extensora en la parte anterior de la gota con
una inclinacién aproximada de 45° y por capilaridad se deja extender la
gota de sangre en el borde de la lamina extensora y antes de que la
sangre llegue a los bordes de la lamina se desliza la extensora hacia
adelante.

e Para finalizar la toma de muestra del paciente se limpia con algodén
embebido en alcohol en el sitio de puncion para finalmente colocar una
torunda de algododn seca en esta zona. Pidale al paciente que sostenga el
algodon en esta posicion haciendo ligera presion.

2.1.6 Coloraciones
2.1.6.1 Coloracién de Field

El procedimiento para la coloracion de Field, esta descrita en los manuales de
procedimientos de Malaria y Enfermedad de Chagas del Instituto Nacional de
Salud y se considera como la coloracién principal "%

En la pre-coloracion el Field azul de metileno fosfatado, inicia el proceso de
deshemoglobinizacion, ademéas de preservar las células sanguineas. En el
proceso de coloracién, los componentes basicos o tiacinas como el azul de
metileno y sus analogos producidos por desmetilacién oxidativa: azur B, azur Ay
azur C del Field Solucion A; y los acidos o eosinatos de tiacinas del Field Solucién
B, diferencian las estructuras parasitarias y completan la deshemoglobinizacion,
dando un color rojo a la cromatina del parasito, azul para el citoplasma, y de
amarillo a carmelito oscuro para el pigmento malarico. Las sales fosfatadas pH
7.2, proporcionan un medio que preserva las células y permiten la obtencion de
colores ideales.>*"#?
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Procedimiento.
Método Romanowsky (modificado)

» Mezclar en un tubo una gota de solucién a, una gota de solucion b 'y 3 ml de
sales fosfatadas por cada lamina que se va a colorear.

» Sumergir la lamina en azul de metileno fosfatado durante 1 segundo.

» Sacar y sumergir en Field sales fosfatadas por 1 segundo, eliminar el
exceso de colorante, colocando el extremo libre de la lamina sobre una
compresa.

» Colocar la lamina en forma invertida sobre una lamina curva y dejar deslizar

la mezcla preparada por debajo de la ldmina, hasta llenar la depresion,

evitando la formacion de burbujas en la gota gruesa o cerca de ella. Este
paso favorece la deshemoglobinizacion

Dejar actuar el colorante durante 9 a 15 minutos.

Enjuagar la lamina con sales fosfatadas

» Escurrir y dejar secar.

>
>

Cabe resaltar que para el manual de procedimientos de Malaria y Enfermedad de
Chagas emitido por el Instituto Nacional de Salud, recomienda la estandarizacién
de los tiempos de coloracion dependiendo del lote a utilizar***.

2.1.6.2 Coloracion de Giemsa

El procedimiento para la coloracion de Giemsa, esta descrita en los manuales de
procedimientos de Malaria y Enfermedad de Chagas del Instituto Nacional de
Salud**?

En la pre-coloracién la solucién azul de metileno fosfatado Albor, inicia el proceso
de deshemoglobinizacion permitiendo la visualizacion de los parasitos que quedan
fijados a la placa. En la coloracién, los compuestos de azur (tionina y sus
derivados metilados) con eosina y azul de metileno, diferencian las estructuras
parasitarias, dando un color rojo a la cromatina del parasito y azul para el
citoplasma. Las sales fosfatadas pH 7.2, proporcionan un medio que preserva las
células y permiten la obtencion de colores ideales.*

Procedimiento para gota gruesa

30



>

Cabe

Mezclar en un tubo limpio dos gotas de colorante Giemsa por cada mililitro
de sales fosfatadas

Sumergir en azul de metileno fosfatado la lamina con la gota gruesa por un
segundo.

Retirar el exceso de colorante con una compresa.

Colocar la lamina en forma invertida sobre una lamina curva y dejar deslizar
la mezcla preparada por debajo de la lamina, hasta llenar la depresion,
evitando la formacion de Dburbujas. Este paso favorece Ia
deshemoglobinizacion,

Dejar actuar el colorante a temperatura ambiente durante 6 a 10 minutos.
Retirar y lavar cuidadosamente con un chorro suave de agua, por el reverso
de la lamina.

Secar al aire.

resaltar que los manuales de procedimientos del Instituto Nacional de Salud

recomiendan hacer la estandarizacion del procedimiento relacionada a los tiempos
en cada laboratorio
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3. DISENO METODOLOGICO

3.1 UNIVERSO, POBLACION Y MUESTRA

Universo: Personas voluntarias con consentimiento informado, sanos sin ningun
tipo de patologia

Poblacién: Muestras de Sangre provenientes de personas sanas de la ciudad de
Bogota D.C

Muestra: Muestras de sangre de personas sanas a infectar con aislamientos
de Trypanosoma cruzi.

3.2 RECOLECCION DE INFORMACION CORRESPONDIENTE A LA
NORMATIVIDAD VIGENTE

Bajo el marco de normatividad vigente para controles de calidad se refiere
directamente al decreto 1917 de 1994 donde se dictan las disposiciones generales
de un laboratorio clinico, y establece que el control de calidad interno “son los
procedimientos basados en las normas recomendadas por el Instituto Nacional de
Salud, garantia de calidad establecidos por el mismo laboratorio con el fin de
garantizar que los resultados obtenidos reflejen la condicion real del paciente” “
Presidencia de la Republica de Colombia”*

Teniendo en cuenta esto la estandarizacion de las coloraciones es parte del
control de calidad interno que se debe realizar para garantizar coloraciones
Optimas y se realiza cuando se cambia de lote en uno de los componentes de la
coloracién.*

En la figura 6, se puede observar como la secretaria distrital de salud y el instituto
nacional de salud, hacen el control tanto interno como externo para las técnicas en
laboratorio y como se definen dependiendo de cada uno.

Figura 6. Control de calidad en coloracién para Gota gruesa y Frotis de
sangre periférica, Instituto Nacional de Salud — Secretaria Distrital de Salud
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3.3 OBTENCION DE AISLAMIENTOS DE PARASITOS

Por medio de una alianza estratégica entre la Industria Nacional de Microbiologia y
la Universidad Antonio Narifio se obtuvieron aislamientos de Trypanosoma cruzi.
Al ser un parasito de un tamafio relativamente grande, fue el elegido para
determinar la afinidad de los colorantes al parasito.

3.4 AISLAMIENTOS DE Trypanosoma cruzi

El parasito suministrado aislado se obtuvo de un paciente del municipio de la
Mesa (Cundinamarca) obtenido por el grupo de genética de la Universidad Antonio
Narifio, se cultivaron en medio LIT (Liver Infusion Tryp- tose) y para las réplicas se
utilizaron Medio Tobi y DMEN (Dulbecco’ Modified Eagle’s Medium) con cultivo
celular con una tasa de crecimiento 7 — 8 Dias,

Los parasitos se inactivan y se lavan con glutaraldehido, los parasitos resultantes
se diluyen en PBS 10x y se preparan viales de 500 pl, estos se envian a la
Industria Nacional de Microbiologia a una temperatura de 9°C.
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3.5 CONCENTRACIONES DE Trypanosoma cruzi

Se probaron varias concentraciones del parasito, estas fueron aumentando
gradualmente, mientras se determinaba la concentracion ideal para el proceso de
produccién como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Concentraciones del parasito evaluadas

Concentracién de Volumen del vial Volumen
Trypanosoma cruzi (parésitos concentrado (ul) final (ml)
por ml)
4,5 x 10* 500 4.5
5 x 10* 500 4.5
5x 10° 500 4.5
1 x 10° 500 4.5

3.6 MUESTRAS CLINICAS UTILIZADAS

Las muestras que se utilizaron en el desarrollo del trabajo fueron sangre venosa
anticoagulada con EDTA y Citrato de sodio, se obtuvieron 4 ml de muestra de
personas voluntarias. Las muestras fueron recolectadas entre el 2018 y 2019,
todas las personas firmaron consentimiento informado para conocimiento de
estudio. Se recolectaron en total 18 tubos de sangre.

Los conteos leucocitarios y plaquetarios en todas las muestras fueron normales.

3.7 ESTANDARIZACION DEL PROCESO DE PRODUCCION

3.7.1 Estandarizacién de distribucion de muestra en la lamina portaobjetos

Teniendo en cuenta la normatividad vigente, se desarroll6 el control de calidad
especifico para Colombia ya que la técnica de Gota gruesa es el método
microscopico ideal para el hallazgo de parasitos en sangre en fase aguda de la
enfermedad.

Se inicio con la estandarizacién de la distribucién de la muestra en las laminas
portaobjetos. Las laminas utilizadas en este trabajo fueron marca Microscope
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Slides Medic life® CAT N° 7105, caja por 50 unidades. Se lavaron con agua y se
desengrasaron con alcohol antiséptico al 70%.

Segun el Instituto Nacional de Salud la distribucion de la lamina son dos cuadros
de 1cm x 1cm o de 1.5 cm x 1.5 cm separados por 0.5 cm entre ellos. Pero al ser
un control de coloracion se contemplé la posibilidad de otras formas en la lamina
como se muestra en la figura 7.

Figura 7. Posibles formas de distribucion de muestra en la lamina
portaobjetos

O
O

ID1 ID 2 ID 3 ID 4

*ID: identificacién de lamina o rotulo

Tras el montaje de las diferentes formas, se pudo determinar que la distribucion
adecuada es ID 4, ya que la cantidad de muestra es menor y corresponde a una
gota gruesa tradicional que es la recomendada por el Instituto Nacional de Salud.

3.7.2 Determinacion de volumen de muestra por cada lamina portaobjetos

Se recolectaron 4 mililitros de muestra de sangre venosa y se le adiciono 0.5
mililitros de PBS 10 x, esto con el fin de simular la mezcla con el vial de parasitos
concentrados.

Por medio de pruebas se realizaron 20 gotas gruesas con diferentes volimenes
de muestra, estas se secaron a temperatura ambiente por 30 minutos y se
colorearon por el método de Romanowsky modificado (Field).
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3.7.3 Determinacion de tiempos de coloracién para pruebas de estabilidad

Se utilizaron colorantes Albor para la estandarizacion de los tiempos de
coloracion, como lo sugiere la Guia para la vigilancia por laboratorio de
Trypanosoma cruzi y el Manual para el diagnostico de malaria no complicada del
Instituto Nacional de Salud®**

3.8 PRUEBAS DE ESTABILIDAD DEL PRODUCTO
Las pruebas de estabilidad del producto se realizaron por medio del montaje de un
lote piloto de 100 laminas, las cuales fueron coloreadas en distintos periodos de

tiempo, se hizo una valoracién macroscépica y una microscoépica.

Esto con el fin de evidenciar el tiempo de vida til de las laminas e informarlo en el
inserto adjunto al producto.
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4. RESULTADOS

4.1 VOLUMEN IDEAL DE LA MUESTRA EN LA LAMINA PORTAOBJETOS

La eleccion del volumen ideal de la muestra se relacioné con la escala sugerida
por Field en 1993 y que esta descrita en la Guia técnica de laboratorio para

Malaria de la Secretaria Distrital de Salud.*®

Lamina | Volumen | Deshemoglobinizacion Plaguetas Grado de
(u) Coloracion
V1 2 Caidade lamuestra | = ---------- | mmmemeeee-
V2 2.5 Caidadelamuestra |  ---------- | —mememeeo
V3 3 Caidade lamuestra | = ---------- | mmmemeeee-
V4 3.5 Caidadelamuestra |  ---------- | —mememeeo
V5 4 Caidade lamuestra | = ---------- | mmmemeeee-
V6 4.5 Completa No visibles Grado lo |l
V7 5 Completa No visibles Grado lo |l
V8 5.5 Completa Rosa intenso Grado lll
V9 6 Completa Rosa intenso Grado lll
V10 6.5 Completa Violeta Grado VI
V11 7 Completa Violeta Grado V
V12 7.5 Completa Violeta intenso Grado V
V13 8 Completa Violeta intenso Grado V
V14 8.5 Completa Violeta intenso Grado V
V15 9 Incompleta Rosa intenso Grado I
V16 9.5 Incompleta No visibles Grado |
V17 10 Incompleta No visibles Grado |
V18 10.5 Incompleta No visibles Grado |
V19 11 Incompleta No visibles Grado |
V20 11.5 Incompleta No visibles Grado |

Tabla 2. Resultados de volumenes de muestra en la ldmina portaobjetos

Tras los resultados obtenidos en la tabla 2, se decidio que la cantidad de muestra
en las ldminas podria estar entre un rango de 7 a 8.5 microlitros por cada cuadro,

ya que estas cantidades mostraron mejores resultados en la coloracién.
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4.2 ELECCION DE LA CONCENTRACION DEL PARASITO

La determinacion de la concentracion ideal se realizé por medio del promedio de
parasitos por campo en 200 campos microscopicos, la coloracion utilizada fue
Romanowsky modificado (Field). (Tabla 3)

Tabla 3. Estandarizacion de concentracion ideal con respecto al volumen de
muestray el nimero de parésitos por campo microscépico.

Concentracion Volumen de Volumen final Numero de
de Trypanosoma muestra de parasitos por
cruzi sangre campo
anticoagulada
4,5 x 10° paréasitos 4 mililitros 4.5 mililitros 9a1l3
por mililitro
5 x 10* paréasitos 1.5 mililitros 2 mililitros Oa4
por mililitro
5 X 10> Parasitos gy 1.5 mililitros 2 mililitros 4a7
mililitro
1 X 10°Parasitos por 1.5 mililitros 2 mililitros 7a10
mililitro

Para evaluar la afinidad de los colorantes y determinar la presencia del parasito en
la lamina se tomé la decision utilizar la concentracién 5 X 10 parésitos por mililitro.

4.3 INFORMACION DEL CONTROL DE CALIDAD

Las laminas para el control de calidad de coloraciones empleadas en la técnica de
gota gruesa son un método cualitativo que se utiliza con el fin de asegurar al
laboratorio clinico, el correcto funcionamiento de los colorantes y de la técnica
utilizada, el objetivo es evidenciar la presencia del parasito de Trypanosoma cruzi
en estadio de tripomastigote y de esta forma realizar un diagndstico confiable.

Estas laminas también sirven como material educativo para diferenciar la
morfologia del parasito Trypanosoma cruzi en diferentes coloraciones. Anexo 1.

Las laminas son un portaobjetos con dos cuadrados, simulando una gota gruesa,

con las indicaciones del Instituto Nacional de Salud. Uno de ellos contiene el

control positivo, éste es realizado con la presencia del parasito de Trypanosoma

cruzi, el control estd hecho de tal forma que tiene las mismas caracteristicas de

una muestra de sangre capilar y venosa es decir leucocitos, plaquetas y una

completa deshemoglobinizacion y el parasito en estadio de Tripomastigote
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caracteristico de la enfermedad de Chagas en fase aguda. El otro cuadrado
contiene el control negativo que es realizado con las mismas caracteristicas de
una muestra de sangre capilar y venosa es decir leucocitos, plaquetas y una
completa deshemoglobinizacion.

4.4 PROCESO DE PRODUCCION DEL PRODUCTO

Teniendo en cuenta los resultados anteriores se procedio a la estandarizacion del
proceso de produccion de las laminas de control de calidad para coloraciones
derivadas de Romanowsky utilizadas en la técnica de gota gruesa, y se desarrollo
la documentacién correspondiente. Anexo 2.

1.

2.

Se prepara la zona de extraccion de sangre, se verifica que esté limpia y
desinfectada

Se extraen 2 tubos de 4 mililitros de sangre venosa fresca en tubo tapa lila
(anticoagulante EDTA) o tubo tapa azul (anticoagulante Citrato de Sodio),
usando el método Vacutainer.

Inmediatamente se limpia y desinfecta la zona de preparacion y montaje del
lote correspondiente de laminas

Se retira de la nevera un vial de parasitos concentrados y se dejan a
temperatura ambiente por 15 minutos, se registra la fecha de preparacion
del vial.

Previamente con un lapiz grabador de vidrio se dibujan los cuadros en las
laminas portaobjetos. Figura 8.

Se prender el mechero y se preparan las laminas con cuadrados
anteriormente descritos

Las laminas se desengrasan un dia antes con alcohol y se secan

totalmente

Figura 8. Distribucién de muestra en la lamina portaobjetos

39



Control negativo Control positivo

7l Muestra 8ul Muestra
A h
«——» +«—»
Rotulo
+—» “
1.5cm 1cm 1.0cm

7. A continuacién, se mezcla suavemente un tubo con muestra sangre
anticoagulada (EDTA o Citrato de sodio)

8. En un tubo tapa rosca estéril, se agregan con una jeringa, 1.5 ml de sangre
anticoagulada (EDTA o Citrato de sodio)

9. Se marca el tubo con el nombre del anticoagulante utilizado, el nombre del
parasito, concentracion del parasito y fecha de produccion.

10.Se mezcla suavemente el vial de parasitos concentrados

11.Se adiciona con una pipeta automatica y una punta estéril, el vial de
parasitos concentrados al tubo tapa rosca que contiene la sangre
previamente afiadida

12.El contenido del vial se extrae directamente del fondo del tubo eppendorf, y
se adiciona por la pared del tubo tapa rosca que contiene la muestra de
sangre

13.Nuevamente se mezcla suavemente el tubo

14.Con el mechero prendido, se extraen del tubo 8 microlitros de la muestra
positiva, y se colocan en un extremo del cuadrado que esta cerca al sitio del
rétulo como lo indica la figura 8.

15.Inmediatamente con la lamina extensora, por capilaridad se extiende la
muestra en forma de “N”, dentro del cuadro. Figura 9

Figura 9. Forma de distribucién y extendido del control positivo
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Control positivo
8yl Muestra

Rotulo

15cm 1cm 1.0cm

16. Con el otro tubo de sangre, se colocan 7 microlitros de la muestra en el
cuadrado como se ve en la figura 10. Este ser& el control negativo.

Figura 10. Forma de distribucién y extendido del control negativo

Control negativo
THl Muestra

A

Rotulo

15cm 1cm 1.0cm

Luego se extiende la muestra como se hizo anteriormente con el control
positivo

17.Se deja secar la lamina a temperatura ambiente por 40 minutos.
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18.Se realiza la validacion de los controles

Validacién de controles

19.Antes de iniciar la produccién se montan 2 laminas por cada control, se
colorean y se hace una valoracién microscopica y macroscopica.

20.En el control positivo, se verifica la presencia de 1 parasito cada 10
campos, y debe cumplir los criterios de coloracion descritos anteriormente

21.En el control negativo, se verifica los criterios de coloracion descritos
anteriormente

Imagen 1. Visualizacion microscopica del control positivo




Imagen 2. Visualizacién microscopica del control negativo

Control de calidad del producto

22.Se toman de 3 a 5 laminas al azar por cada lote producido.

23.Se colorean en los tiempos estandarizados. Anexo 2.

24.El control de calidad consiste en dos valoraciones, una macroscopica y una
microscopica.
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Valoracion Macroscépica de la coloracion

En la evaluacién macroscopica se debe observar un cuadro de color azul

claro o violeta oscuro

Valoracion Microscépica de la coloracion

La evaluacion microscopica consiste en la visualizacion de los siguientes
parametros basados en la escala sugerida por Field et al. en 1963.

Deshemoglobinizacion grado IV y V.

Tabla 4. Evaluacién microscépica de coloracion

1,41,45

Elemento o aspecto tefiido

Color esperado

Fondo de la muestra. Efecto de
deshemoglobinizacion de los
glébulos rojos

Azul pélido, Rosado tenue, Violeta tenue

Reticulocitos

Mallas Azules

Plaquetas Rosado fuerte a violeta con ligero
punteado

Neutrofilo Citoplasma rosado, Nucleo azul o violeta
bilobulado

Linfocitos Citoplasma azul claro, Nucleo azul o
violeta fuertemente coloreado

Monocitos Citoplasma azul ceniza, Nucleo azul

ceniza no segmentado irregular
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Eosindfilo Estd cubierto de granulaciones color
naranja, Nucleo azul o violeta lobulado

Basdfilo Esta cubierto de granulaciones color azul
oscuro, Nucleo azul o violeta lobulado

Nucleo o cromatina del parasito Rojo o violeta

Citoplasma parasitario Azul

25.Si se cumple las caracteristicas, se almacenan para su posterior
distribucion

26.La presentacion consta de una caja en acrilico con 10 ldminas sin colorear
en su interior.

4.5 PRUEBAS DE ESTABILIDAD DEL PRODUCTO

Las pruebas de estabilidad consistieron en verificar de cuanto tiempo las muestras
fijadas en la lamina portaobjetos conservaban sus propiedades, esto con el fin de
determinar su fecha de vencimiento y analizar las alteraciones que tenian durante
un periodo de 6 meses.

Se desarrollé un lote piloto de 100 laminas, se utilizd la concentraciéon 5 X 10*
pardsitos por mililitro con un volumen final de 2 militros, se colorearon 2 laminas
en diferentes periodos de tiempo.

Se verifico la calidad de deshemoglobinizacién y la afinidad de los colorantes
hacia los leucocitos plaguetas y el parasito, se utilizaron los mismos tiempos de
coloracién estandarizados y se evalué el grado de coloracion. (Tabla 5)

Tabla 5. Resultados pruebas de estabilidad del producto

N° de lamina Tiempo transcurrido Grado de Presencia del
después de coloracion parasito
produccion

P1 1 dia 5 Si
P2 1 dia 5 Si
P3 2 dias 5 Si
P4 2 dias 5 Si
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P5 1 semana 5 Si
P6 1 semana 5 Si
P7 2 semanas 5 Si
P8 2 semanas 5 Si
P9 1 mes 5 Si
P10 1 mes 5 Si
P11 1 mesy 14 dias 5 Si
P12 1 mesy 14 dias 5 Si
P13 2 meses 5 Si
P14 2 meses 5 Si
P15 2 meses y 14 dias 5 Si
P16 2 meses y 14 dias 5 Si
P17 3 meses 5 Si
P18 3 meses 5 Si
P19 3 meses y 14 dias 4 Si
P20 3 meses y 14 dias 4 Si
P21 4 meses 4 Si
P22 4 meses 4 Si
P23 4 meses y 14 dias 4 Si
P24 4 meses y 14 dias 4 Si
P25 5 meses 4 Si
P26 5 meses 4 Si
P27 5 meses y 14 dias 4 Si
P28 5 meses y 14 dias 4 Si
P29 6 meses 4 Si
P30 6 meses 4 Si

4.6 PRESENTACION Y CARACTERISTICAS DEL PRODUCTO
La presentacion del producto se definié con las siguientes caracteristicas:

Caja de acrilico de tamafio 10 x 6.5 cm que contiene 10 unidades de laminas
portaobjetos cada una con un control positivo y negativo

Empaque primario: Caja de acrilico que contiene 10 laminas control coloracion
Field y Giemsa.

Empaque secundario: Bolsa plastica con cierre Ziploc, que contiene el empaque
primario
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5. DISCUSION

En Colombia no existe en la actualidad un control de calidad comercial para
coloraciones de Field y Giemsa para el diagnéstico de hemoparésitos, esto se
debe principalmente porque ninguna industria colombiana se ha interesado en la
produccion de estos controles. Por lo tanto, existe un gran interés de los
laboratorios clinicos en obtenerlos para el aseguramiento de las técnicas de
coloraciéon empleadas para la gota gruesa.

Situaciones similares a la de nuestro pais se ven en otros paises, viéndose que
principalmente por ejemplo en Estados Unidos y algunos paises de Europa'**,
los utilizan principalmente para entrenar a su personal mediante la visualizacion
del parasito, analizando la afinidad que tienen los colorantes hacia ellos y asi
mismo validar su microscopia. Pero al no ser un producto con el cual se pueda
comparar con las técnicas que se utilizan en Latinoamérica, no dan interés para
importarlos de otros paises. En este trabajo desarrollamos un producto que tiene
todos los estandares que se utilizan para validar la coloracion en una gota gruesa,
este tiene todas las caracteristicas de una gota gruesa tradicional, es decir
leucocitos, plaquetas y el parasito de Trypanosoma cruzi en estadio de

Tripomastigote.

Es importante resaltar que estas laminas de control también pueden ser material
de entrenamiento para los bacterilogos y microscopista involucrados en la
prevencion, diagnéstico y tratamiento de la enfermedad, 23464

La gota gruesa todavia en Colombia sigue siendo un método directo para la
demostracion del parasito causante de la enfermedad, este método puede tener
una sensibilidad desde el 40 al 90 %, que puede variar dependiendo de la toma
de la muestra, la calidad de la coloracién y la pericia del microscopista.3¢#°

En la epidemiologia tenemos que resaltar que no se sabe realmente cuantas
personas estan infectadas con el parasito, principalmente por la falta de sintomas
en el paciente y por qué la mayoria de los casos reportados provienen de lugares
de escasos recursos, representando asi un problema de salud publica en lugares
donde las enfermedades por hemoparasitos sean endémicas. 2**®

En el proceso de desarrollo se utilizo varios anticoagulantes para la preservacion
de las muestras de sangre, ademas de sus caracteristicas microscopicas como las
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caracteristicas macroscépicas, se enfrentaron pruebas piloto con EDTA y Citrato
de sodio, los cuales mostraron que no diferian los resultados al momento de la
coloracion y deshemoglobinizacion, aunque el Citrato de sodio ofreci6 mas
duracion de la mezcla del vial con la sangre, retrasando el proceso de hemolisis
para el montaje de otro lote de laminas, reduciendo costos de produccion y
aprovechado al maximo la muestra.

También se pudo determinar diferentes problemas a la hora de utilizar los
colorantes, como los tiempos cortos y excesivos en la pre-coloracion, como en la
coloracion, observando principalmente problemas con el proceso de
deshemoglobinizacion, el cual dificultaba la observacion del parasito.

El proceso de deshemoglobinizacion es crucial al momento de la coloracién, ya
gue este influye directamente con la visualizacion de la morfologia del parasito, de
esto se puede determinar como es el desempefio del azul de metileno al momento
de iniciar este proceso, cabe resaltar que también se evidencio algunos
inconvenientes para fijar la muestra, como el uso de metanol o tiempos excesivos
de calor, ya que esto también influia en este proceso. La cantidad de sangre en la
lamina, también determina el grado de la deshemoglobinizacién, ya que los
resultados de la tabla -, mostraron que las cantidades superiores a 8.5 pl de la
muestra, no permiten una correcta deshemoglobinizacion, esto indica que una
cantidad adecuada de muestra puede mejorar significativamente el proceso de
coloracion.

En el proceso de fijacién de las muestras a las laminas, se determiné que dejar las
laminas secando a temperatura ambiente entre 2 a 24 horas es ideales para evitar
hemolisis de los glébulos rojos y dificulte la deshemoglobinizacibn o que se
presente caida de la muestra. El Instituto Nacional de Salud recomienda fijar las
laminas a 37°C por 1 minuto, aunque en este estudio la fijacion por 10 minutos a
esta temperatura mostro buenos resultados con sangre anticoagulada.

Para la determinacion de la cantidad de parasitos por cada control positivo, se
encontré que en Enfermedad de Chagas si la gota gruesa presenta 1 solo parasito
en 200 campos microscopicos, se considera positivo, aunque se ha encontrado
casos de parasitemias altas donde se visualizan mas de 10 parésitos por campo.*
Para tener un control positivo lo mas cercano a la realidad, se hicieron las pruebas
piloto con concentraciones que permitian ver el parasito entre 0 a 4 parasitos por
campo microscopico, esto con el fin de que el usuario pudiera visualizar la
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morfologia del parasito en una gota gruesa. Es importante saber que el usuario
puede pedir mas altas concentraciones del parasito, acomodando el producto
segun la finalidad que tenga.

De igual manera, para la transferencia de estos resultados, se ha disefiado un
inserto el cual va a ir adjunto con el producto, mencionando las caracteristicas que
debe cumplir en la coloracién, también se ha sugerido los tiempos de coloracion
utilizados en las pruebas piloto, y los posibles errores que se podrian presentar
desde el momento de hacer el procedimiento de la gota gruesa hasta la
coloracién. (Anexo 3)

Cabe resaltar que este control de calidad también asegura el diagnéstico de

enfermedades con malaria, leishmania y Babesia, ya que el diagnostico directo se
utilizan las mismas coloraciones y por ende un buen rendimiento de los mismos.

49



6. CONCLUSIONES

Se desarrolld6 un control de calidad comercial para coloraciones de
Romanowsky modificado y Giemsa, con el fin de asegurar el diagnéstico de
enfermedades parasitarias trasmitidas por vectores

Se contribuy6 a estandarizacion interna del uso adecuado de los colorantes
adoptando la recomendacién del instituto nacional de salud

Se genero la disponibilidad de laminas con presencia de Trypanosoma cruzi
de facil acceso como material de docencia a un bajo costo.

Se disefié un producto con las caracteristicas de un control de calidad
Optimo para el pais.
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7. RECOMENDACIONES

A partir de la elaboracion de este trabajo es necesario recalcar la importancia de la
gota gruesa y su respectiva coloracién, como método diagnostico directo para la
determinacién de diversas enfermedades causadas por hemoparasitos, y la
importancia epidemioldgica que lo representa, siendo un método de facil acceso y
bajo costo para zonas endémicas de estas. También es importante resaltar que
estos controles de calidad sirven también para un entrenamiento Optimo para los
microscopista, dando a conocer la morfologia de Trypanosoma cruzi, agente
etiolégico de la Enfermedad de Chagas, ya que en la mayoria de los casos en fase
aguda no se presentan sintomas, se puede evidenciar el parasito en sangre, y no
se tiene en cuenta en un diagnéstico de rutina.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Ficha técnica del producto

Cédigo del documento
% FORMULA MAESTRA
\ INDUSTRIA NACIONAL DE MICROBIOLOGIA |Pagina 1 de
% _am |
h\ INDEMIC S.A.5. Fecha emision 2015
i No. Revision 1
Creado por: JAIRO IVAN ORTIZ | Fecha: Revisado por: Fecha: | Aprobado Fecha:
JULIO DIANA TAPIAS 2019 Por:
2019 DIRECCION
TECNICA

PRODUCTO LAMINAS CONTROL DE CALIDAD FIELD Y GIEMSA CON
PRESENCIA MICROSCOPICA DE Trypanosoma cruzi

MARCA COMERCIAL INDEMIC

PRODUCTOR INDUSTRIA NACIONAL DE MICROBIOLOGIA S.A.S

PAIS DE ORIGEN

COLOMBIA

COMPONENTES Caja de acrilico de tamaio 10 x 6.5 cm que contiene 10
unidades de laminas portaobjetos cada una con un control
positivo y negativo

VIDA UTIL Seis (6) meses

EMPAQUE Empaque primario: Caja de acrilico que contiene 10 laminas

control coloracion Field y Giemsa.

Empaque secundario: Bolsa plastica con cierre Ziploc, que
contiene el

empaque primario

PRESENTACION COMERCIAL

Caja x 10 Unidades
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ESTANDARES DE CALIDAD

—_
.

Instituto Nacional de Salud - Grupo de parasitologia.
Guia para la vigilancia por laboratorio del
Trypanosoma cruzi. Vol. 1. Bogota D.C.; 2017.
Reporte No.: 1. Available from:
https://www.ins.gov.co/buscador-
eventos/Informacin de laboratorio/Guia para la
Vigilancia por laboratorio de Trypanosoma cruzi.pdf

Ministerio de Salud - Direccion General de Promocion
y Prevencion. Guia de Atencion de la Malaria. In:
Ministerio de Salud y Proteccion Social, editor.
Memorias Malaria [Internet]. Bogota D.C.; 2012.
Organizacion Mundial de la Salud. La enfermedad de
Chagas (tripanosomiasis americana) [Internet]. 2018.
Villamarin MG. Procedimientos técnicos para el
diagndstico de malaria [Internet]. Primera Ed.
Secretaria de salud de Bogota, editor. Bogota D.C.:
Editorial Linotipia Bolivar y Cia. S. en C.; 2009. 72 p.
Available from: www.saludcapital.gov.co

INSTRUCCIONES DE DESECHO

Eliminar los elementos, utilizados segln protocolos de
eliminacién de residuos peligrosos de la institucion.

ADVERTENCIAS Y
PRECAUCIONES

- Utilizar el producto antes de la fecha de
expiracion.

- Usar elementos de proteccion personal durante la

manipulacion y mascarilla cubierta al momento de
la coloracion del producto por la exposicion a la
inhalacion de vapores.

En caso de Realizar la coloracion junto a muestras de
pacientes, utilizar tapabocas con filtro de carbon,
proteccion ocular y barreras de proteccion por la
exposicion a muestras potencialmente peligrosas.

NO
TA

Las muestras utilizadas para la realizacion de las laminas

portaobjetos fueron inactivadas por lo tanto no
representan ningln riesgo Biologico
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Codigo del documento
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2019 DIRECCION

TECNICA

Anexo 2. Formula maestra laminas de control de calidad

FORMULA MAESTRA LAMINAS FIELD Y GIEMSA

NOMBRE DEL Laminas control coloracion Field y Giemsa con presencia
PRODUCTO microscopica de Trypanosoma cruzi
CODIGO LFGO001

CONTENIDO DE
PRINCIPIO ACTIVO

Sangre humana
Trypanosoma cruzi inactivo

TAMANO DE LOTE

Minimo 50 laminas
Maximo 100 laminas

LISTADO DE
MATERIAS PRIMAS E
INSUMOS

Sangre anticoagulada, Citrato de sodio o EDTA, gldbulos rojos,
Fenotipo: O RhD: positivo

Vial de Trypanosoma cruzi diluido en PBS 1x - 500 pl
Concentracion 5 x10* parasitos por mililitro - Temperatura 8°C -10°C
Laminas portaobjetos con dos cuadros de 1.2 cm x 1.2 cm
separados 1 cm, desengrasadas

Tubos tapa rosca 20 x 125 mm estériles

Tubo Falcon 12 x 3,5 cm

Field Sales Fosfatadas pH 7.2

Field Azul de Metileno Fosfatado

Field Solucion A

Field Solucion B

Giemsa

Puntas estériles para pipeta automatica

Alcohol

Jeringas estériles 3 militros
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LISTADO DE
EQUIPOS Y
MATERIALES A
UTILIZAR EN EL

Pipeta automatica, 100 pl
Mechero
Placa céncava para coloracion.

PROCESO
CONCENTRACION | 5 X 10*P¥@" nor mililitro para 1.5 mililitros de sangre
DEL 5 X 10°Parasitos nor mililitro para 1.5 mililitros de sangre

MICROORGANISMO

5 X 108 Parasitos hor mililitro para 1.5 mililitros de sangre

DESCRIPCION DEL
PROCESO

1.

2.

Preparar la zona de extraccion de sangre, limpia y
desinfectada

Extraer 2 tubos de 4 mililitros de sangre venosa fresca en tubo
tapa lila (anticoagulante EDTA) o tubo tapa azul
(anticoagulante Citrato de Sodio), usando el método
Vacutainer.

Limpiar y desinfectar la zona de preparacion

Sacar de la nevera un vial de parasitos concentrados y dejar a
temperatura ambiente por 15 minutos

Prender el mechero y preparar las ldminas con cuadrados
anteriormente descritos (Figura 1)

Desengrase las laminas un dia antes con alcohol y secar
totalmente

Control negativo Control positivo
7l Muestra Bpl Muestra
A S

B E— o,
|

U @

Rotulo

1.5 cm lem 1.0cm
Figura 1. Distribucion adecuada de lamina para gota gruesa

Mezclar suavemente un tubo con muestra sangre
anticoagulada (EDTA o Citrato de sodio)

En un tubo tapa rosca estéril, agregar con una jeringa, 1.5 ml
de sangre anticoagulada (EDTA o Citrato de sodio)

. Margue el tubo con el nombre del anticoagulante utilizado, el

nombre del parasito, concentracion del parasito y fecha de
produccion.
Mezclar suavemente el vial de parasitos concentrados
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10. Adicionar con una pipeta automatica y una punta esteéril, el vial
de parésitos concentrados al tubo tapa rosca que contiene la
sangre previamente afiadida

11.Extraer el contenido del vial, directamente del fondo del tubo
eppendorf, y adicionarlo por la pared del tubo tapa rosca que
contiene la muestra de sangre

12.Mezclar suavemente el tubo

13.Con el mechero prendido, extraer del tubo 8 microlitros de la
muestra positiva, y colocarlo en un extremo del cuadrado que
esta cerca al sitio del rétulo como lo indica la figura 2.

Control negativo Control positive
7l Muestra 2l Muestra
Ly Y
-~
C o

Rotulo

1.5em 0.5 em 1.0 em
Figura 2. Ubicacion de la muestra

14.Inmediatamente con la lamina extensora, por capilaridad
extender la muestra en forma de “N”, dentro del cuadro. Figura
3

Control positiva
Spl Muestra

Y
i

@

Rotulo

1.5cm 0.5 cm 1.0 cm
Figura 3. Forma de extendido de la muestra

15. Con el otro tubo de sangre, colocar 7 microlitros de la
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muestra en el cuadrado como se ve en la figura 4. Este sera el
control negativo.

Control negativo
Tul Muestra

Rotulo

1.5cm 0.5 cm 1.0cm

Figura 4. Forma de extendido de la muestra

16.Luego de extienda la muestra como lo hizo anteriormente con
el control positivo

17.Dejar secar la lamina a temperatura ambiente por 40 minutos.

18. Alistar los reactivos segun el tipo de coloracién a emplear.

Coloracién de Romanowsky modificado (Field)

19.Mezclar en un tubo Falcon una gota de SOLUCION Ay una
gota de SOLUCION B en 3 mililitros de SALES
FOSFATADAS, por cada lamina a colorear.

20.En un tubo Falcon agregar 25 o 30 mililitros de AZUL DE
METILENO FOSFATADO

21.En otro tubo Falcon agregar 25 o 30 mililitros de SALES
FOSFATADAS

Pre-coloracion

22.Sumergir una por una cada lamina en azul de metileno
fosfatado durante 3 segundos, verificando que el reactivo
toque la muestra. Este paso iniciara el proceso de
deshemoglobinizacion.

23.Retirela y elimine el exceso de colorante colocando el extremo
libre de la lamina sobre una compresa.

24.Inmediatamente sumergir la lamina en sales fosfatadas por 3
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segundos, verificando que el reactivo toque la muestra.
25.Retirela y elimine el exceso de colorante colocando el extremo
libre de la lamina sobre una compresa.

Coloracion

26.Antes de iniciar la coloracion, verifique la que la placa concava
esté limpia, seca y sin residuos de colorante.

27.Colocar la lamina en forma invertida sobre la placa concava y
dejar deslizar la mezcla preparada por debajo de la lamina,
hasta llenar por depresién, evitando la formacion de burbujas
en la muestra o cerca de ella. Este paso complementa y
finaliza el proceso de deshemoglobinizacién.

28.Dejar actuar el colorante por 9 minutos

29.Retire la lamina suavemente y dejar secar a temperatura
ambiente.

Coloraciéon de Giemsa

30.Mezclar en un tubo Falcon dos gotas de GIEMSA por cada
mililitro de SALES FOSFATADAS. Para 10 laminas 20
mililitros de SALES FOSFATADAS

31.En un tubo Falcon agregar 25 o 30 mililitros de AZUL DE
METILENO FOSFATADO

Pre-coloracion

32.Sumergir una por una cada lamina en azul de metileno
fosfatado durante 3 segundos, verificando que el reactivo
toque la muestra. Este paso iniciara el proceso de
deshemoglobinizacion.

33.Retirela y elimine el exceso de colorante colocando el extremo
libre de la ldmina sobre una compresa.

Coloracion

34.Antes de iniciar la coloracion, verifique la que la placa concava
esté limpia, seca y sin residuos de colorante.

35.Colocar la lamina en forma invertida sobre la placa concava y
dejar deslizar la mezcla preparada por debajo de la lamina,
hasta llenar por depresion, evitando la formacion de burbujas
en la muestra o cerca de ella. Este paso complementa y
finaliza el proceso de deshemoglobinizacién.
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36.Dejar actuar el colorante por 6 minutos

37.Retire la lamina suavemente y lave con agua el reverso de la
lamina

38.Dejar secar a temperatura ambiente.

39.Limpie las laminas con agua estéril o con alcohol diluido, para
retirar los excesos de colorante al anverso y reverso de estas.

40.Luego de que las laminas se hayan secado en su totalidad,
meterlas en laminarios, y almacenarlas en un lugar seco, a
temperatura ambiente.

41.0bserve al microscopio y valide los controles

42.Inicie el proceso de produccion

Validacion de controles

43.En el control positivo, verifique la presencia de 1 parasito cada
10 campos, y debe cumplir los criterios de coloracion descrita
en este documento.

44.En el control negativo, verifique los criterios de coloracion
descrita en este documento.

T el PN
//// ¢ ™ o
// » \ / B ¢
4 e 1 / Z :
| | ¥
. \ ..

Control positivo
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Control negativo

Control de calidad

45.Se toman de 3 a 5 laminas al azar por cada lote producido.

46.Se colorean en los tiempos estandarizados anteriormente.

47.El control de calidad consiste en dos valoraciones, una
macroscopica y una microscoépica.

Valoracion Macroscépica de la coloracion

La evaluacion macroscopica se debe un observar un cuadro
de color azul claro o violeta oscuro

Valoracion Microscépica de la coloracién

La evaluacion microscoépica consiste en la visualizacion de los
siguientes parametros basados en la escala sugerida por Field

et al. en 1963:

Deshemoglobinizacién grado Il y IV.

Elemento o aspecto tefiido

Color esperado

Fondo de la muestra. Efecto de
deshemoglobinizacion de los
glébulos rojos

Azul palido, Rosado tenue,
Violeta tenue

Reticulocitos

Mallas Azules
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Plaquetas

Rosado fuerte a violeta con
ligero punteado

Neutrofilo

Citoplasma rosado, Nucleo azul
o0 violeta bilobulado

Linfocitos

Citoplasma azul claro, Nucleo
azul o violeta fuertemente
coloreado

Monocitos

Citoplasma azul ceniza, Nucleo
azul ceniza no segmentado
irregular

Eosinéfilo

Esta cubierto de granulaciones
color naranja, Ndcleo azul o
violeta lobulado

Basdfilo

Esta cubierto de granulaciones
color azul oscuro, Nucleo azul o
violeta lobulado

Nucleo o cromatina del parasito

Rojo o violeta

Citoplasma parasitario

Azul

Notas:

1. Por cada extendido que se realice limpiar el extremo de la
lamina extensora para evitar restos de sangre coagulada al
momento de realizar la siguiente gota gruesa.

2. Por cada 20 pre-coloraciones, cambiar el azul de metileno
fosfatado y las sales fosfatadas

3. En caso de caida de la muestra, fijar las laminas a 37 grados

por 10 min

4. En la extraccion de sangre, el anticoagulante citrato de sodio
mostré mejores resultados con respecto al anticoagulante

EDTA.

5. Se observé en las pruebas piloto que las muestras
anticoaguladas con EDTA, no permitian una correcta
deshemoglobinizacion, evidenciando la membrana de los
glébulos rojos al momento de la valoracion microscopica.

6. Las pruebas piloto se desarrollaron con tubos de extraccién
de sangre que estaban dentro del periodo de uso
recomendado por el proveedor
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7. Se observo en la mezcla de la sangre con el vial de parasitos,
tiene una duracién de 4 dias, se evidencia hemdlisis de la
muestra, lo cual no permite una correcta
deshemoglobinizacion.

8. Se recomienda dejar 24 horas el secado de las laminas antes
de iniciar la coloracion, las pruebas piloto demostraron mas
fijacion de la muestra a la lamina
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LAMINAS CONTROL COLORACION FIELD Y GIEMSA CON
PRESENCIA MICROSCOPICA DE Trypanosoma cruzi

USO PROPUESTO:

Las ldminas para el control de calidad de Field y Giemsa son un
método cualitativo que se utiliza con el fin de asegurar al
laboratorio clinico, el correcto funcionamiento de los colorantes y
de la técnica utilizada, el objetivo es evidenciar la presencia del
parasito de Trypanosoma cruzi en estadio de tripomastigote y de
esta forma realizar un diagndstico veraz.

PRINCIPIO DEL METODO:

- Mechero
- Microscopio
- Aceite de inmersion

INSTRUCCIONES DE
uso:

Las laminas portaobjetos de gota gruesa sin colorear, segun la
escala adoptada nacionalmente para el informe de los resultados
suministrados por la Industria Nacional de Microbiologia, deben
ser coloreadas de la misma forma que las ldminas de gota gruesa
para diagndstico, no requieren fijacidn, ni inactivacion. Una vez
coloreadas, realice la respectiva lectura al microscopio y valore la
coloracién.

Se utiliza al momento de realizar una coloracién para una gota
gruesa de rutina, se colorean simultaneamente con las muestras
clinicas.

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO:

Las ldminas portaobjetos de control de calidad de la coloracion de
Field y Giemsa deben ser almacenadas a temperatura ambiente, en
un lugar seco, fresco, y alejadas de la luz, en la caja suministrada.
Siguiendo estas instrucciones las laminas tienen una vida util de seis

Nucleo azul o
violeta fuertemente coloreado

Monocitos Citoplasma azul ceniza,
Nucleo azul ceniza
no segmentado irregular

Eosindfilo Estd cubierto de
granulaciones color naranja
, Nucleo azul o violeta lobulado

Basofilo Estd cubierto de granulacioneg
color azul oscuro, Nucleo azul of
violeta lobulado

Nucleo o cromatina del parasito Rojo o violeta

Citoplasma parasitario Azul

CONTROL DE CALIDAD

meses. (POR CONFIRMAR) Las laminas para el control de calidad de coloracién de Field y Giemsa

son preparadas bajo estdndares nacionales, siguiendo los lineamientos

recomendados por el Instituto nacional de salud; cada lote es

RESULTADOS ESPERADOS controlado rigurosamente, realizando un muestreo aleatorio

equivalente al 10 por ciento del tamafio del lote al cual se le realiza la

Al utilizar las ldminas portaobjetos de gota gruesa, segun la escala respectiva coloracién verificando que cumpla con los resultados
adoptada nacionalmente para el informe de resultados se debe esperado.

obtener en su lectura microscépica los siguientes pardmetros de
coloracién segun lo establecido en la lamina:

Las laminas para el control de calidad de coloracion de Field y
Giemsa son un portaobjetos con dos cuadrados, simulando una gota
gruesa con las indicaciones del Instituto Nacional de Salud. Uno de
ellos contiene el control positivo, éste es realizado con la presencia
del parasito de Trypanosoma cruzi, este control esta hecho de tal
forma que tiene las mismas caracteristicas de una muestra de
sangre capilar y venosa es decir leucocitos, plaquetas y una
completa deshemoglobinizaciéon y el parasito en estadio de
Tripomastigote caracteristico de la enfermedad de Chagas en fase
aguda. El otro cuadrado contiene el control negativo que es
realizado con las mismas caracteristicas de una muestra de sangre
capilar y venosa es decir leucocitos, plaguetas y una completa
deshemoglobinizacidn.

LIMITACIONES DEL METODO:

Elemento o aspecto tefiido Color esperado Las ldminas para el control de calidad se pueden ver afectadas si no
son utilizadas correctamente debido a:

1. Defectos en la realizacion de la coloracion, tiempos

deficientes o excesivos en el proceso de pre-coloracion,

que puede causar una incorrecta deshemoglobinizacién y

una posterior destruccion de las estructuras parasitarias.

Fondo de la muestra. Azul palido, Rosado
Efecto de deshemoglobinizacion tenue, Violeta tenue

de los glébulos rojos
PRESENTACION:

Reticulocitos Mallas Azules

. - . . . 2. Defectos en la lectura, como: uso de microscopio en
Caja en acrilico que contiene 10 unidades de Idminas mal estado, lectura de un ndmero insuficiente de

portaobjetos, cada una con un control positivo y negativo. Plaquetas Rosado fuerte a violeta campos, observacién de 1 solo nivel del extendido,
con ligero punteado poco entrenamiento.

MATERIALES REQUERIDOS NO SUMINISTRADOS:
Neutrdfilo Citoplasma rosado, PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS:
Ncleo azul o
Para el uso de las laminas de control de calidad, debe contar con: violeta bilobulado

Las ldminas para el control de calidad de la coloracién de Field
y Giemsa, no representan ningun tipo de riesgo bioldgico ya que el

- Colorantes gota gruesa (Field, Giemsa) Linfocitos Citoplasma azul claro,
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material

utilizado en su proceso de elaboracion ha sido

debidamente inactivado.
Una vez utilizadas, las ldminas deben ser descartadas en un
guardian de bioseguridad.
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