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Abstract
Objective. To evaluate, under laboratory conditions, the
sensitivity and specificity of a rapid diagnostic test (Opti-
MAL), based on immunoreactive strips, to detect Plasmo-
dium vivax infection in febrile patients in Southern Chiapas,
Mexico. Material and Methods. The presence of parasi-
tes in blood samples of 893 patients was investigated by
Giemsa-stained thick blood smear microscopic examination
(gold standard). A blood drop from the same sample was
smeared on immunoreactive strips to investigate the pre-
sence of the parasite pLDH. Discordant results were resol-
ved by PCR amplification of the parasite’s 18S SSU rRNA,
to discard infection. Results. OptiMAL had an overall sen-
sitivity of 93.3% and its specificity was 99.5%. Its positive
and negative predictive values were 96.5% and 98.9%, res-
pectively. Signal intensity in OptiMAL strips correlated well
with the parasitemia density in the blood samples (r= 0.601,
p= 0.0001). Conclusion. This rapid test had acceptable sen-
sitivity and specificity to detect P. vivax under laboratory
conditions and could be useful for malaria diagnosis in field
operations in Mexico.

Key words: Plasmodium vivax, diagnosis, rapid test, OptiMAL,
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Resumen
Objetivo. Evaluar en condiciones de laboratorio la sensibi-
lidad y especificidad de una prueba rápida de diagnóstico
(OptiMAL), basada en tiras inmunorreactivas para detectar
Plasmodium vivax en pacientes febriles del sur de Chiapas,
México. Material y métodos. Entre diciembre de 2000 a
abril de 2002 se investigó la presencia de parásitos en mues-
tras sanguíneas de 893 pacientes por examen microscópico
de gotas gruesas teñidas con Giemsa (prueba de referen-
cia). Otra gota de sangre de la misma punción fue empleada
en las tiras inmunorreactivas para investigar la presencia de
pLDH del parásito. Los resultados discordantes se resolvie-
ron por PCR del gen de la subunidad ribosomal 18S del
parásito para descartar infección. Resultados. OptiMAL
mostró una sensibilidad de 93.3% y especificidad de 99.5%,
con valores predictivo positivo y negativo de 96.5 y 98.9%,
respectivamente. La intensidad de las reacciones en las tiras
OptiMAL correlacionaron con la densidad parasitaria
(r=0.601, p=0.0001). Conclusiones. La prueba rápida pre-
sentó sensibilidad y especificidad aceptables para detectar
P. vivax en condiciones de laboratorio y podría ser útil para
el diagnóstico de paludismo en operaciones de campo en
México.

Palabras clave: Plasmodium vivax; diagnóstico; prueba rápida
OptiMAL; gota gruesa de sangre; México
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E l diagnóstico oportuno de los casos de paludismo
es esencial para el tratamiento temprano de los pa-

cientes, permite la conducción de una vigilancia epi-
demiológica adecuada y la aplicación pertinente de
medidas de control.1 El examen microscópico de la san-
gre de pacientes en gota gruesa ha sido el método diag-
nóstico más empleado por los programas de control
del paludismo, y es considerado como el estándar de
oro de la sensibilidad y especificidad de otros métodos
diagnósticos. Este método es económico y tiene una
sensibilidad de aproximadamente 50-100 parásitos/ml
de sangre.2,3 Las técnicas de amplificación de genes de
los parásitos (Plasmodios) causantes de la enfermedad
por medio de PCR ofrecen mayor sensibilidad (1-10
parásitos/µl) y especificidad de 100%. Estas pruebas
se han utilizado para complementar el diagnóstico
microscópico, sobre todo en regiones donde se trans-
mite más de una especie de plasmodio.4-6 Sin embargo,
para su aplicación, ambas requieren técnicos altamen-
te especializados y condiciones de laboratorio que no
están disponibles en la mayoría de las localidades afec-
tadas con la enfermedad.

Las pruebas inmunocromatográficas en tiras reac-
tivas eliminan la necesidad de la observación con mi-
croscopio y ofrecen la posibilidad de contar con pruebas
diagnósticas del paludismo en lugares que no cuentan
con servicios básicos de salud. Las pruebas ICTPf/Pv7

y OptiMAL8,9 pueden distinguir la infección producida
por Plasmodium falciparum de otras especies de paludis-
mo humano. La prueba OptiMAL, que utiliza anticuer-
pos específicos que detectan la enzima metabólica lactato
deshidrogenada (pLDH) en parásitos vivos,8 ha mos-
trado ser más sensible que la prueba ICTPf/Pv.10-12 Los
resultados de esta sensibilidad para detectar infeccio-
nes con P. vivax ha variado entre pacientes de distintas
áreas geográficas del mundo, por ejemplo: 93% en Tur-
quía,13 47.1% en Myanmar,14 73.7% en Vietnam,12 79%
en Kuwait,11 100% en India15 y 61-76% en Pakistán.16 En
las Américas se ha reportado una sensibilidad de 94%
en Honduras 8 y de 97 a 100% en Colombia.17,18

En México, P. vivax causa más de 99% de casos de
paludismo. El programa para la vigilancia, prevención
y control del paludismo cuenta con una red de pues-
tos de diagnóstico atendidos por promotores de salud
voluntarios y de laboratorios en el ámbito jurisdiccio-
nal, estatal y federal con el fin de hacer el diagnóstico
y seguimiento de los casos en las regiones del país don-
de existe transmisión, lo que permite al programa rea-
lizar las acciones preventivas y de control conducentes.
Sin embargo, el diagnóstico de los casos, basado en el
examen de gota gruesa, limita la oportunidad de la
detección de casos por la necesidad del examen de las
muestras en laboratorios regionales, lo que dificulta el

monitoreo y el control de brotes de la enfermedad. Con
el propósito de investigar la pertinencia de implemen-
tar una prueba rápida de diagnóstico para paludismo
en las áreas afectadas, se investigó la sensibilidad y
especificidad de la prueba OptiMAL para detectar in-
fecciones con P. vivax en pacientes febriles que asistie-
ron al Centro para la Investigación de Paludismo (CIP)
en Tapachula, Chiapas, México.

Material y métodos
Población de estudio. El CIP proporciona diagnóstico de
paludismo de forma rutinaria a individuos febriles
mediante el análisis microscópico de la gota gruesa
de sangre. En el estudio se incluyeron 893 muestras de
sangre de pacientes hombres y mujeres (de seis meses
a 89 años de edad) sintomáticos que acudieron al CIP
en busca de diagnóstico de diciembre de 2000 a abril
de 2002. La mayoría de los pacientes (81.5%) procedía
del municipio de Tapachula y el resto de áreas veci-
nas. En estas áreas sólo se registraron casos con P. vi-
vax durante el periodo de estudio (Programa local de
registro de casos Juridicción VII, Tapachula, Chiapas).

Para este estudio, después del consentimiento
informado se obtuvo sangre por punción de un dedo
de la mano para preparar una gota gruesa y un exten-
dido de sangre. Una gota adicional se utilizó en la prue-
ba OptiMAL y, con otras gotas extras, se impregnó un
círculo de 1 cm de papel filtro (Whatman No. 2). Estas
muestras se utilizaron para ensayos de PCR, en el caso
de obtener resultados discordantes entre la prueba
OptiMAL y el examen microscópico de sangre. En cada
caso se registró la edad, el sexo, el lugar de origen de
los pacientes y la ingestión de medicamentos desde el
inicio de los síntomas.

Las gotas gruesas y los extendidos de sangre se
secaron al aire, el extendido se fijó con metanol y am-
bas muestras se tiñeron con colorante Giemsa a 2%
diluido en amortiguador de fosfatos, pH 7.4.19 Después
de lavar el exceso de colorante y secar, las muestras se
examinaron usando un microscopio compuesto, con
el objetivo 100X (Nikon SE). El diagnóstico microscó-
pico de la gota gruesa lo hizo un microscopista con
experiencia de 20 años empleando esta técnica, pero
en algunas muestras discordantes con la prueba Opti-
MAL, se solicitó la opinión de un segundo microsco-
pista. Para el diagnóstico, se observó un mínimo de 50
campos, pero en pruebas negativas se examinó el área
completa de la gota gruesa antes de declararlas sin
parásitos. A los individuos diagnosticados con infec-
ción con P. vivax por microscopía, se les proporcionó
inmediatamente tratamiento a base de Cloroquina/
primaquina.20
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En las muestras positivas se estimó la parasite-
mia/µl de sangre. Para ello se examinaron campos mi-
croscópicos hasta completar una cuenta de 100-200
leucocitos y el número de parásitos se calculó asumien-
do un promedio de 8 000 leucocitos/µl de sangre;19 del
mismo modo se calcularon las proporciones de parási-
tos inmaduros (trofozoítos jóvenes).

La prueba rápida de diagnóstico OptiMAL (Flow
Inc., Portland, Oregon, Estados Unidos de América
EUA) se realizó simultáneamente con la preparación
de las muestras para microscopía. La tira reactiva Op-
tiMAL tiene tres bandas reactivas: la primera contiene
un anticuerpo que reconoce la pLDH específica de P.
falciparum, la segunda reconoce la pLDH común en to-
das las especies de Plasmodium que infectan humanos
y la tercera corresponde al control positivo de la prue-
ba (contiene un antisuero anti-inmunoglobulinas de
ratón). Según la disponibilidad, a lo largo del estudio
se utilizaron tres lotes distintos de OptiMAL: se inició
con el lote X90630 con caducidad 08/01, luego el lote
FLOW5/101 con la caducidad 12/02 y al final el lote
13100.35.11 con caducidad 01/03.

Las pruebas se procesaron conforme a las instruc-
ciones del fabricante. Brevemente, se agregaron dos
gotas de reactivo adicionado con un detergente a un
vial precubierto con los anticuerpos específicos mar-
cados con oro coloidal; después se adicionó una gota
de aproximadamente 10 ml de sangre completa del
paciente y se mezclaron para inducir lisis celular y
permitir que la pLDH se una a los anticuerpos marca-
dos (en el caso de una infección positiva). Se colocó
una tira inmunorreactiva en el vial para permitir la
migración de los complejos inmunes (10 min); al com-
pletar la impregnación del papel, la tira se transfirió a
un nuevo vial de lavado para visualizar el color en las
bandas reactivas.

Se detectaron tres intensidades de reactividad en
los lotes X90630 y FLOW5/101: 1+ (pálido), 2+ (más
que 1+ y menos de la banda control) y 3+ (tan fuerte
como la banda control). En el lote 11.13100.35 el color
de la banda control fue más débil que la máxima in-
tensidad de las bandas para Plasmodium (3+). Los re-
sultados al terminar la prueba fueron similares a las
lecturas hechas cuando las tiras se habían secado (al
próximo día). Si la banda control y la banda específica
para las especies humanas de Plasmodium fueron visi-
bles, la muestra se registró como positiva para P. vivax.
Se identificaron como positivas aquellas bandas con
color que cubrían toda la extensión de la banda de re-
acción.

Las muestras de gota gruesa que fueron negati-
vas por microscopía pero que fueron débilmente posi-

tivas en las tiras reactivas fueron analizadas a ciegas
por otro microscopista. Estas muestras también se exa-
minaron por amplificación con PCR. A partir de un
centímetro-diámetro de sangre seca impregnada en
papel de filtro, se extrajo el ADN utilizando un kit de
Qia-gen Qiagen (Hilden, Alemania) siguiendo las ins-
trucciones del fabricante y se colectaron aproximada-
mente 50 µl de solución de ADN de cada muestra. La
amplificación por PCR del gen de la sub-unidad ribo-
somal 18S de P. vivax y P. falciparum se llevó a cabo
según Snounou y colaboradores.4 Se usaron 5 µl del
ADN extraído como plantilla para la primera reacción
de amplificación. Para la segunda amplificación se usa-
ron 1-2 µl del primer producto de amplificación. Todas
las amplificaciones se realizaron en un Termociclador
480 termal (Perkin Elmer, EUA). Los productos de PCR
se separaron por electroforesis en geles de agarosa en
1%; después de incubar con el bromuro de etidio, las
bandas se visualizaron en un transiluminator de UV.

Los resultados se analizaron respecto a la detec-
ción de P. vivax, de modo que si el resultado indicó P.
falciparum en la prueba OptiMAL esto se interpretó
como un verdadero negativo para P. vivax. Los resul-
tados de cada prueba fueron clasificados como verda-
dero positivo, verdadero negativo, falso positivo y falso
negativo. Se emplearon como referencia los resultados
del examen microscópico de las gotas gruesas de san-
gre para calcular la sensibilidad, la especificidad, los
valores predictivos positivo (VPP) y negativo (VPN).21

Los intervalos de confianza (IC) se calcularon al 95%
de confiabilidad. Se calculó la correlación de Pearson
para la parasitemia y la intensidad de reacción en las
pruebas OptiMAL. Para estos análisis se utilizó un
paquete estadístico (Stata statistical software, Release
7.0; Stata Corporation, College station, TX).

Resultados
El rango de parasitemias de las muestras examinadas
por microscopía fue de 240 a 42 500 parásitos/µl de
sangre con una media geométrica de 4 466/µl. Se en-
contraron gametocitos en la mayoría de las muestras
de sangre cuya densidad varió de 1 a 20%. Los game-
tocitos fueron difíciles de observar en algunas mues-
tras con parasitemias por debajo de 1 000/µl. Todas
las muestras de sangre contenían distintos estadios
asexuales y el porcentaje de estadios inmaduros varió
entre 19 y 96%.

Setecientas sesenta y nueve muestras de sangre fue-
ron negativas en ambas pruebas, gota gruesa de sangre
y la prueba rápida OptiMAL, 112 fueron positivas a P.
vivax en ambas pruebas, otras ocho fueron positivas sólo
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por microscopía y cuatro positivas únicamente en Opti-
MAL. La intensidad de la reacción en cada lote de Opti-
MAL varió en muestras con similares parasitemias
(cuadro I). Casi todas las muestras con parasitemias por
arriba de 10 000/µl produjeron reacciones intensas (3+).
Las muestras con parasitemias entre 3 000 y 10 000/µl
fueron todas positivas en OptiMAL y produjeron reac-
ciones pálidas y fuertes. Una muestra con parasitemia
estimada de 800/µl produjo una intensidad de reacción
fuerte (cuadro I). No obstante, se encontró correlación
significativa entre las parasitemias y las intensidades re-
gistradas en la prueba OptiMAL (Pearson r=0.601:
p=0.0001). No se encontraron diferencias entre los lotes
de OptiMAL.

Las ocho muestras positivas en microscopía y ne-
gativas por OptiMAL mostraron parasitemias de 240,
240, 640, 720, 720, y 2 560/µl (del lote X90630) y 1 280 y
2 560 /ul (del lote FLOW5/101). De éstas, una prove-
nía de un paciente con 2 560/µl que había ingerido an-
tibióticos (los cuales no fueron especificados) y la
muestra contenía abundantes estadios de anillo (≈90%).
Otra muestra que se obtuvo de un paciente que había
tomado cloroquina antes de la toma de la muestra y
tenía una parasitemia de 1 280/µl con 78% de estadios
de anillo. Las muestras con parasitemias por debajo
de 3 000/µl correspondieron a 33.3% del total de mues-
tras positivas y 20% de éstas fueron negativas en la
prueba OptiMAL.

En general, 15.4% de pacientes sintomáticos acep-
taron haber ingerido diferentes tipos de medicamentos.
De 39 pacientes sintomáticos que habían ingerido dro-
gas antipalúdicas (cloroquina o primaquina), nueve fue-

ron positivos (con parasitemias de 480-16 000/µl) en
OptiMAL.

Cuatro muestras de sangre diagnosticadas nega-
tivas por dos microscopistas fueron consideradas po-
sitivas a P. vivax en la prueba OptiMAL (tres del lote
X90630 y uno del lote 13100-35.11), las intensidades de
reacción fueron débiles (1+) en todos los casos. Estas
muestras también resultaron negativas por amplifica-
ción del gen de la subunidad ribosomal 18S. Otras cua-
tro muestras que fueron consideradas positivas a P.
falciparum por la prueba OptiMAL (dos del lote X90630
y otras dos del lote 13100.35.11), fueron también negati-
vas a la microscopía de gota gruesa y la amplificación
por PCR.

La prueba OptiMAL presentó una sensibilidad
de 93.3% (88.8-97.8, IC 95%) y especificidad de 99.5%
(98.9-99.9, IC 95%), con valor predictivo positivo de
96.5% (93.2-99.8, IC 95%) y valor predictivo negativo
de 98.9% (98.2-99.6, IC 95%). La sensibilidad y especi-
ficidad varió entre los lotes utilizados para este estu-
dio (cuadro II).

Discusión
En este estudio, la sensibilidad y especificidad de la
prueba OptiMAL para detectar infecciones con P. vi-
vax en pacientes sintomáticos del sureste de México
concuerdan con las reportadas en otros países del con-
tinente americano.8,17,18,22 Aunque la sensibilidad en-

Cuadro I
PLASMODIUM VIVAX: RELACIÓN ENTRE LOS RESULTADOS DE

LA INTENSIDAD DE LA PRUEBA OPTIMAL Y LAS

PARASITEMIAS DE 120 MUESTRAS POSITIVAS POR

MICROSCOPÍA DE SANGRE. TAPACHULA, CHIAPAS,
MÉXICO, 2000-2002

OptiMAL:
       Microscopía Número de Número de muestras positivas
Rango de parasitemia muestras (intensidad del color) Detección
(parásitos/µl de sangre) negativas 1+ 2+ 3+ (%)

>10 000 – 1 1 30 100

4 000-9 999 – – 11 26 100

3 000-3 999 – 3 5 3 100

2 000-2 999 2 – 3 5 80

1 000-1 999 1 3 7 4 93.3

500-999 3 4 2 1 70

-499 2 3 – – 40

Cuadro II
PRUEBA RÁPIDA INMUNOCROMATOGRÁFICA OPTIMAL

PARA DIAGNÓSTICO DE P. VIVAX: RESULTADOS DE TRES

LOTES DIFERENTES UTILIZADOS DURANTE LA

EVALUACIÓN. TAPACHULA, CHIAPAS, MÉXICO, 2000-2002

Lote de OptiMAL:
Lote A Lote B Lote C

Resultados de las muestras de sangre: *n=478 n=346 n=69

Positiva a:

Microscopía y OptiMAL 78 17 16

Sólo a microscopía 6 2 0

Sólo a OptiMAL 3 0 1

Resultados de OptiMAL:

% Sensibilidad 92.8 89.5 100

% Especificidad 99.2 100 98.1

% VPP 96.3 100 94.1

% VPN 98.5 99.4 10

* número de muestras de sangre analizadas; VPP, valor predictivo positivo;
VPN, valor predictivo negativo
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tre los diferentes lotes de OptiMAL no se comparó con
las mismas muestras de sangre, ésta varió y también se
observaron variaciones en el fondo producido. Como
se ha reportado en otros estudios, la baja parasitemia
fue un factor que afectó el diagnóstico con esta prueba
rápida. El umbral de detección de esta prueba ha varia-
do en distintas regiones geográficas: en Vietnam, se de-
tectaron todas las muestras con parasitemias por encima
de 1 000/ µl y sólo 33% por debajo de 1 000/µl,12 pero
en India y América del Sur se han reportado sensibili-
dades mayores y detectado todas las infecciones de P.
vivax con parasitemias mayores a 200/µl.9 En nuestro
estudio, 12.5% de todas las muestras positivas por mi-
croscopía mostraron parasitemias por debajo de
1 000/µl, y 66% de éstas y 88% de aquéllas con parasi-
temias entre 1 000 y 3 000/µl fueron positivas en la prue-
ba rápida.

Por otra parte, parasitemias bajas no fueron el
único factor que determinó la reactividad de la prueba
rápida y, por ejemplo, no se detectó una muestra con
2 560 parásitos/µl y otra con 16 960/µl produjo sólo
una reacción débil. La proporción de estadios inma-
duros del parásito (anillos) en las muestras o la in-
gestión de medicamentos antipalúdicos no explican
estas reacciones negativas. Este tipo de problemas ha
sido reportado en otros estudios en los que las tiras
reactivas de OptiMAL no detectaron parasitemias de
2 000/µl,8 de 5 000/µl11 y de 5 300/µl.23 Otros14 han
observado que solamente parasitemias altas de P. vi-
vax produjeron una reacción intensa en esta prueba.
Nuestros datos fueron ligeramente diferentes, ya que
observamos que una gama amplia de parasitemias (800
a 42 000/µl) produjeron reacciones intensas. Estas va-
riaciones en la detección de parásitos podrían ser ex-
plicadas por diferencias en la solubilización del
antígeno pLDH del parásito presente en las muestras,
pero también se han sugerido posibles polimorfismos
en este antígeno14 que podrían afectar su reconocimien-
to por el anticuerpo empleado en las pruebas. No obs-
tante, la presencia de polimorfismos en la pLDH del
parásito aún requiere ser documentada.

En nuestro estudio, las muestras que fueron po-
sitivas solamente en las tiras reactivas produjeron
señales débiles y fueron confirmadas negativas al rexa-
minar las gotas gruesas correspondientes y en las prue-
bas de PCR. Resultados similares han sido obtenidos
en viajeros que regresaron a Inglaterra desde Papua-
Nueva Guinea, Africa y el sureste de Asia.24 Estas mues-
tras con reacciones débiles son de difícil interpretación,
y lo mismo ocurre con el fondo producido como líneas
tenues en las orillas de las bandas. En el caso de fondo
uniforme, se ha sugerido aumentar el umbral para los

verdaderos positivos, pero esto también podría afec-
tar la sensibilidad de la prueba y no sería práctico.25

Las dificultades de interpretación de este tipo de reac-
ciones en las tiras indican la necesidad de criterios en
la interpretación que deben adaptarse a la variabili-
dad entre los lotes de la prueba. También indican que,
a pesar de la sencillez de la prueba, es necesario pro-
porcionar un mínimo entrenamiento a los técnicos del
laboratorio y al personal de campo para familiarizarse
con las características de la prueba, su aplicación e in-
terpretación.

Las infecciones con P. falciparum sugeridas por la
prueba OptiMAL en cuatro muestras se consideraron
falsos positivos, puesto que no se detectaron estos pa-
rásitos ni P. vivax por microscopía y PCR y en las áreas
de procedencia de estos pacientes no se reportaron ca-
sos de P. falciparum. Sin embargo, no se investigó la
posibilidad de que en estas muestras estuvieran pre-
sentes anticuerpos de reactividad cruzada.26,27

Es importante señalar que la prueba rápida Opti-
MAL podría no ser apropiada en regiones con alta
frecuencia de parasitemias bajas en los individuos afec-
tados. No obstante, la conveniencia de utilizar esta
prueba rápida debe evaluarse en cada área geográfica,
ya que la prueba ha dado resultados diferentes en pa-
noramas similares. Por ejemplo, en Tailandia, con un
porcentaje alto de pacientes con parasitemias por de-
bajo de 500/µl, el desempeño de la prueba fue pobre,28

mientras que en Turquía, OptiMAL produjo una sen-
sibilidad de 91% en muestras con parasitemias por de-
bajo de 500/µl.13 Nuestras observaciones indican que
la sensibilidad y especificidad de OptiMAL son acep-
tables para el diagnóstico de P. vivax bajo condiciones
de laboratorio en el sureste de México. La concor-
dancia de nuestros resultados con los observados en
otros estudios en la región (Centro y Suramérica), 8,17,18,22

indican que, previa corroboración de la sensibilidad
y especificidad de esta prueba en otras áreas del país y
el adecuado entrenamiento del personal operativo y
correcta manipulación de las pruebas, podría apli-
carse en condiciones de campo con resultados satis-
factorios.
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