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«  Center for disease control and prevention. 2016
* Instituto Nacional de Salud. Boletin Epidemiologico semana 44. Bol Epidemiol - Minist Salud [Internet].

INTRODUCCION

Enfermedad de
Chagas

Tripanosomiasis americana

e8e75

i

- Problema de salud publica en
Sudameérica - inmigracion

Causada por Trypanosoma cruzi

ﬂ ﬁ
L
Nt
-

-25-90 millones de personas estan en
riesgo en contraer la enfermedad.

ontacto
con las heces

Triatoma infestans Rhodnitl Sl



FASE CRONICA

Entre 3650 dias y 10950 dias*
FASE AGUDA La infeccidn puede permanecer
asintomatica durante décadas o
incluso de por vida. Sin embargo,

Entre 7 dias y 84 dias- _
algunas personas presentan:

Generalmente pasa desapercibida
porque no muestra sintomas o
exhibe solo signos y sintomas leves
gue no son exclusivos de la
enfermedad de Chagas

- Complicaciones cardiacas,
miocardiopatia, muerte subita

- Complicaciones intestinales

megaesodfago, megacolon
- Dolores corporales

- Fiebre *El riesgo promedio de presentar una o

- Esplenomegalia mas de estas complicaciones en el
- Signo de Romafa 45,8 % * transcurso de la vida es de
aproximadamente 30%.

https://www.cdc.gov/parasites/chagas/es/enfermedad.html

>

* Memorias Chagas- Instituto Nacional de Salud-2016



Transmision

Vectorial

Vertical

* Memorias Chagas- Instituto Nacional de Salud- 2016 ACCidente de Iaboratorio



Epidemiologia

10.000 a 14.000 muertes *

AP .
P L Gy

b

70 millones de personas estan en riesgo
8 a 11 millones infectadas
7 a 8 mil muertes

Semana epidemiolégica 44 INS
39 casos en fase aguda
0 casos de muerte
Casanare*

* Organizacion Mundial de la Salud, Tripanosomiasi na- Abril de 2019
* Center for Diseases control and prevention— 20

* Boletin Epidemiolégico 44 — Instituto Nacion ud - 2019



Trypanosoma cruzi

Fuente: Jairo Ivan Ortiz Carrefio- Industria Nacional de Microbiologia

Fuente: CDC/Dr. Myron G. Schultz

Tripomastigote. FSP Amastigotes, Tejido cardiaco l

Tratamiento con benzonidazol y nifurtimox

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.

Gray ML y colaboradores. Bacteriol Rev. 1966
Directorate Fy colaboradores. Microbiol Rev. 1991
Lee Wong AC y colaboradores. J Dairy Sci. 1998

Reino Protista
Filo: Euglenozoa
Clase: Kinetoplastea
Orden: Trypanosomatida
Familia: Trypanosomatidae
Género: Trypanosoma
Especie: Cruzi

-—

Fuente: CDC/Dr. Myro

Amastigote

Epimastigote

Tripomastigote

https://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisamerican/index.html




Ciclo de vida

Trypanosoma cruzi
Triatomine Bug Stages

o Triatomine bug takes a blood meal

(passes metacyclic trypomastigotes in feces,

((_ ) trypomastigotes enter bite wound or
N mucosal membranes, such as the conjunctiva)

&

9 Metacyclic trypomastigotes '/\
in hindgut

e Triatomine bug takes A
a blood meal
(trypomastigotes ingested)

N

4 1

Epimastigotes
in midgut

8N

<

{
¥
\

r(',z""llg é*& Ifective stage

",//// / <J Diagnostic stage

https://www.cdc.gov/pa rasites/.;fﬂ‘gas/es/index.htmI

Mammalian Stages

Trypomastigotes

can infect other cells
and transform into
intracellular amastigotes
in new infection sites.

ODPDx

e Metacyclic trypomastigotes

penetrate various cells at bite
wound site. Inside cells they
transform into amastigotes.

— T 3
Amastigotes multiply
by binary fission in cells
of infected tissues.

o Intracellular amastigotes
. transform into trypomastigotes,
_;‘j’ then burst out of the cell

and enter the bloodstream.

Many mammalian species have been
recognized as T. cruzi reservoir hosts.



OBJETIVOS

GENERAL

-

\_

S

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 diagndsticos en

enfermedades causadas por hemoparasitos, por medio de la /
técnica de gota gruesa, que contribuya al aseguramiento de los

resultados confiables en el diagnostico..

/




ESPECIFICOS

Desarrollar los controles de calidad internos a los laboratorios clinicos,
para facilitar la evaluacion de los colorantes con los que se realizan los
diagnosticos directos.

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.

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
diagnostico.

V

g=
S

Desarrollar un proyecto de innovacion en la industria microbiolégica
colombiana, para la produccion de controles de calidad internos de

coloraciones para laboratorios clinicos del pais.



NORMATIVIDAD

LEY 87 DE 1993

Dicta las normas para el cumplimiento del control de
calidad interno y externo

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD

Decreto 1917 de 1994, dicta las recomendaciones
para el control de calidad interno

SECRETARIADISTRITALDE SALUD

CONTROLINTERNO 7 CONTROLEXTERNO

Todos los procedimientos realizados - Evaluacion de desempefio externo,

por el laboratorio para asegurar la L enviado por entes de control.
calidad en sus resultados.

| COLORACIONES






OBTENCION DE AISLAMIENTOS DE PARASITOS PARA EL
CONTROL POSITIVO

» UR

UNIVERGSID
ANTONIO NAnlﬂln

Laboratorio de Genética

,\\I INDUSTRIA NACIONAL
ﬁ a DE MICROBIOLOGIA

/iales por 500 pl
Temperatura de 9°C



CONCENTRACIONES DEL PARASITO Y MUESTRAS CLINICAS

Concentracion de Trypanosoma cruzi Volumen del vial concentrado (ul) Volumen final (ml)

(parasitos por ml)

500 4.5

500 4.5

500 4.5

500 4.5

* 20 ensayos
* Promedio de parasitos en 200 campos
* Volumen de muestra conocido :

Sangre venosa anticoagulada
10 tubos EDTA
8 Tubos Citrato de sodio
Personas sanas

Conteos leucocitarios y plaguetarios normales




ESTANDARIZACION DE DISTRIBUCION Y VOLUMEN DE MUESTRA

O ( Cantidad de muestra por lamina

Calidad de coloracion

D1 ID 2 ID 3 ID 4

\ Proceso de produccion

*ID: identificacién de lamina o rotulo

Se realizaron 20 gotas gruesa con volumenes diferentes
2pla11s5pl
Deshemoglobinizacion
Coloracion de plaquetas

Grados de coloracion

Fuente: Propia



COLORANTES Y PRUEBAS DE ESTABILIDAD

| \“

Se utilizaron colorantes de Field y ,.
Nboor

Giemsa — Quimicos Albor \por ==

Se estandarizaron los tiempos de
coloracion.

Fuente: Propia

Lote piloto de 100 laminas
Coloreadas en distintos periodos de
tiempo — 1 dia a 6 meses

Valoracion macroscépica y microscopica
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Fuente: Propia
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VOLUMEN IDEAL DE LA MUESTRA EN LA LAMINA PORTAOBIJETOS

Lamina Volumen Deshemoglobinizacion Plaquetas Grado de
(p.l) Coloracion

Caida de la muestra e

25 Caida de la muestra e e

3 Caida de la muestra -

3.5 Caida de la muestra ~ —eeeeem e

4 Caida de la muestra e
4.5 Completa No visibles Grado lolll
5 Completa No visibles Grado l ol

5.5 Completa Rosa intenso Grado I

6 Completa Rosa intenso Grado lll

6.5 Completa Violeta Grado VI

Completa Violeta Grado V

Incompleta Rosa intenso Grado I

9.5 Incompleta No visibles Grado |
10 Incompleta No visibles Grado |
10.5 Incompleta No visibles Grado |
11 Incompleta No visibles Grado |
11.5 Incompleta No visibles Grado |

*Resultados de volimenes de muestra en la lamina portaobjetos — Industria Nacional de Microbiologia



ELECCION DE CONCENTRACION DE PARASITOS IDEAL

Concentracion de Volumen de muestra de Volumen final Numero de parasitos por
Trypanosoma cruzi sangre anticoagulada (mililitros) campo

(parasitos por mililitro) (mililitros)

4,5 x 10° 4.5
5X10° 1.5 2
1X 10° 1.5

+» Gota gruesa

% Promedio de parasitos por campo

*La presencia de un parasito de
en 200 campos P P

Trypanosoma cruzi en 200 campos
microscépicos es positivo para

+ Romanowsy modificado Enfermedad de Chagas

-

1. Memorias Chagas- Instituto Nacional de Salud- 2016

2. Guia para la vigilancia por laboratorio de Trypanosom: — Instituto Nacional de Salud



INFORMACION DEL CONTROL DE CALIDAD

Cédigo del documenta

FICHA TECHICA DE PRODUCTO
TITULD
Pagina 1de
INDUSTRIA NACIONAL DE MICROBIOLOGIA
Fetha ernisid
INDEMIC S.AS.
Mo. Revision 1
Creado par: JAIRD VAN ORTIZ | Fecha: Revisado par: Fecha: Aprobada, Fecha:
JULIO 2018 | DIRECCION 2018 Por -
TECNICA DIRECCION
TECNICA

PRODUCTOD LAMINAS CONTROL DE CALIDAD FIELD ¥ GIEMSA CON PRESEMNCIA
MICROSCOPICA DE Trypanosoma cruzi

MARCA COMERCIAL INDEMIC

PRODUCTOR INDUSTRIA MACIONAL DE MICROBIOLOGIA 5.4.5

PaIS DE ORIGEN COLOMBIA

COMPOMENTES 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

VIDA UTIL Seis (&) 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
empagque primario

PRESENTACION COMERCIAL

Caja x 10 Unidades

ESTAMDARES DE CALIDAD

1.  Instituto Macional de Salud - Grupo de parasitologia. Guia para
la wvigilancia por laboratoric del Trypanosoma cruzi. Vol. 1.
Bogota D.C.; 2017. Reporte No.: 1. Available from:
https: S fwaww.ins. gov.colbuscador-eventos/ Informacin de
laboratorio/Guia para la Vigilancia por laboratorio de
Trypanosoma cruzi. pdf

1. 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,

3. Organizacion Mundial de la Salud. La enfermedad de Chagas
{tripanosomiasis americana) [Internet]. 2018,

4. Villamarin MG. Procedimientos técnicos para el diagnostico de
malaria [Internet]. Primera Ed. Secretaria de salud de Bogota,
editor. Bogota D.C.: Editorial Linotipia Bolivar y Cia. 5. en C_;
1009. 72 p. Available from: www._saludcapital.gov.co

v Método Cualitativo

v' Asegura el correcto
funcionamiento de los colorantes

v' Laminas portaobjetos con dos
cuadros

v'  El objetivo es evidenciar la
calidad de la coloracién mediante
un control positivo y un control
negativo

v El control positivo, contiene la
caracteristicas de una gota
gruesa tradicional mas la
presencia de Trypanosoma cruzi
en estadio de Tripomastigote

INSTRUCCIONES DE DESECHO

Eliminar los elementos, utilizados segin protocolos de eliminacion de

residuos peligrosos de la institucion.




PROCESO DE PRODUCCION

- Las laminas portaobjetos se marcan con un lapiz grabador de
vidrio.
- Se lavan y se desengrasan con alcohol

Se extraen 2 tubos de sangre venosa, en tubo tapa lila
(Anticoagulante EDTA) o tubo tapa azul (Citrato de Sodio)

Vial de parasitos a temperatura Tubo tapa rosca estéril Se mezclan 1.5 mililitros de sangre
ambiente Pipeta automatica y puntas estériles con el vial de parasitos

Control negativo Control positivo
71l Muestra 8ul Muestra
A A

Se realizan 5 laminas .

Rotulo

Se verifica los controles de calidad
Validacion



CONTROL POSITIVO Y NEGATIVO VISUALIZACION MICROSCOPICA

POSITIVO NEGATIVO
1] p -
1 e ‘

o .z a 2 ."
| 2
r -
. F * -
0
& v &
“
.? .
- & Se inicia la
o |

produccion

.’ X -
-
* Industria Nacional de Microbiologia — Laminas para idad en coloraciones de Fiel y Giemsa
* Escalasugerida por Field et al 1963.



PRUEBAS DE ESTABILIDAD

N° de lamina Tiempo transcurrido después de Grado de coloracién Presencia del parasito

- prOdUCCién
1 dia 5 Si
N T R 1dia 5 Si
L =& ] 2 dias 5 Si
N TR 2 dias 5 Si
N T 1 semana 5 Si
N T 1 semana 5 Si
2 semanas 5 i
w 2 semanas 5
L w ] 1 mes 5
1 mes 5
1 mesy 14 dias 5
1 mesy 14 dias 5

P13 2 meses 5
2 meses 5
2 meses y 14 dias 5

P16 2 mesesy 14 dias 5
3 meses 5
3 meses 5
- 3mesesylddas 4
| e 3 meses y 14 dias 4
P 4 meses 4
| P2 4 meses 4 Si
“ 4 mesesy 14 dias 4 Si
“ 4 mesesy 14 dias 4 Si
| P25 5 meses 4 Si
| P26 5 meses 1 Si
5 mesesy 14 dias 4 Si
“ 5 mesesy 14 dias 4 Si
| P9 6 meses 4 Si
[ p0 | 6 meses 4 Si



DISCUSION

No existia en Colombia un control de
calidad comercial para coloraciones
de Field y Giemsa

1. Desinterés de las empresas en la
produccién de controles de calidad

2. No es un producto de consumo
masivo

1. Existe gran interés en algunos
laboratorios para obtenerlas

Situaciones similares ...
No evalian desempefio de los colorantes

01 sciences, dIt?c.d
i Chemistry beyon e ordinary

https://www.microbiologics.com/gc-microbiology- sI d-parasite-

control-slide




Proceso de Deshemoglobinizacion

' e Crucial en el proceso de coloracion

| ¢ Calidad de la muestra

® Buen funcionamiento del azul de metileno
" e Cantidades superiores a 8.5 I

\

e ve .
Proceso de fijacion
¥y e e
. e Laminas limpias y desengrasadas
- e e Tiempos de fijacion a temperatura ambiente y a 37°C
LB
p

wo= . Determinacioén del control positivo

: ¢ 1 a 10 pardsitos por campo microscépicos *
- *Revisar los 200 campos microscopicos

Aseguramiento del desempefo del colorante

e Malaria, Leishmaniasis
e Modelo experimental

\.

*\Vega S, Mendoza A, Cabrera géceres AG, et al. Primer caso de enfermedad de Chagas
aguda en la Selva Central del Peru



Se desarrollé un control de calidad comercial para las coloraciones de
Romanowsky modificado y Giemsa para mejorar el diagnostico de la
enfermedad de Chagas agudo en Colombia y otras hemoparasitosis

Se contribuyo a la estandarizacion interna del uso adecuado de los
colorantes mencionados anteriormente, adoptando las recomendaciones
del Instituto Nacional de Salud, para el diagnostico de Chagas agudo y
otras hemoparasitosis.

Se genero la disponibilidad de laminas con la presencia de Trypanosoma
cruzi, de facil adquisicion como material de ensenanza con fines de
docencia y diagnostico clinico a un bajo costo.
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CARACTERISTICAS DE GRADOS DE COLORACION IV Y V DE FIELD

Elemento o aspecto tefido Color esperado

Fondo de la muestra. Efecto de deshemoglobinizacion de | Azul palido, Rosado tenue, Violeta tenue
los glébulos rojos

Reticulocitos Mallas Azules

Plaquetas Rosado fuerte a violeta con ligero punteado

Neutrdfilo 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

Eosinofilo Esta cubierto de granulaciones color naranja , Nucleo azul o violeta
lobulado

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

Nucleo o cromatina del parasito Rojo o violeta

Citoplasma parasitario Azul

—

Parametros basados en la escala sugerida por Field et al. en 1963.




COLORACION DE FIELD COMPONENTES

COLORANTE COMPONENTE

AZUL DE METILENO DE FIELD * Cloruro de azul de metileno para
microscopia
* Ortofosfato disddico anhidro (Na2 HPO4)
* Ortofosfato monopotasico (KH2 PO4)

SOLUCION A ROMANOWSKY e Cloruro de azul de metileno para

MODIFICADO microscopia
e Azurl o Azur B para microsopia

SOLUCION B ROMANOWSKY * Eosina amarillenta hidrosoluble para
MODIFICADO microscopia
BUFFER O SOLUCION * Ortofosfato disédico anhidro (Na2 HPO4

AMORTIGUADORA (SALES FOSFATADAS) )
* Ortofosfato monopotasico (KH2 PO4)

https://www.minsMo/sites/rid/Lists/BiinotecaDigitaI/RIDE/IA/INS/manuaI-diagnostico-
df

malaria-no-complicada.






