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Diagnostico de malaria por el método de ia PCR anidada
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En 1998, se presentaron en Colombia 256.697 casos de malaria: 132,712 por Plasmodium
falciparum, 121161 por Plasmodium vivax y 2.824 infecciones mixtas. Dada esta situacion, el
Programa de Malaria del Laboratorio Macional de Referencia se propuso evaluar la PCR anidada
frente a la gota gruesa, como método alternativo para el diagndstico de malaria.

Se ulilizd la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) anidada para amplificar secuencias
variables de genes de la subunidad ribosomal pequedia 185 (ssrARN) de P falciparum y P vivax,
Para evaluar la PCR, se recolectaron 102 muestras de pacientes febriles en Quibdd (Choco) y
se determind la presencia de parasitos tanto por PCR como por observacidn microscopica (gola
gruesa). Los resultados de las dos pruebas se compararon entre si.

Los criterios de evaluacién fueron: precision, exactitud, limite de deteccion, sensibilidad,
especificidad, valores predictivos positivo (WVPP) y negativo (VIFN) & indice kappa.

La PCR anidada presentd una sensibilidad general del 100%: 96,7% para Fvivax y 100% para
F falciparum. La especificidad general para P vivax y para P falciparum fue del 100%. El VPP
general de la prueba fue del 90% y el VPN fue de 80,3%; para £ vivax, el VPP fue de ¥7,0% y el
VPN de 90,6%:; para P falciparum, el VPP fue de 86,1% y el VPN de 94 3%. El indice kappa
general fue de 1 y el de especie fue de 0,96. El limite de deteccion del ADN parasitario fue de 10
fa/ml. La PCR anidada detecto una muestra con infeccidn mixia de P wivax y P falciparurt que,
por gota gruesa, dio resultado posilivo para P wivax.

Se recomienda &l uso de la PCR anidada como método de tamizaje en estudios epidemiologicos
para la evaluacian del Programa de Control Macional de Malaria, en estudios orientados a
delectar de manera temprana parasitemias en pacientes tratados cuya posible causa pueda
sar la resistencia a los antimalaricos y como prueba de referencia para evaluar nuevos métodos
diagnosticos.

Palabras clave: PCR, diagnostico, malaria.
Malaria diagnosis by nested PCR

In 1998, 256,697 malaria cases were confirmed in Colombia, 132,712 of which were caused by
FPlasmodium falciparum, 121, 161 by, and 2,824 mixed infections. Consequently, the Malaria
Program of the National Reference Laboratory initiated an evaluation of the nested polymerase
chain reaction (PCR) technigue for malaria diagnosis. This technigque amplifies variable sequences
present in the 185 small subunit ribosomal RMA (ssrRMNA) genes of P falciparum and P vivax. The
infected blood samples were collected in Quibdd {Chocad) from 102 febrile patients who requested
malaria diagnosis; the presence of parasites was established by both PCR and microscopical
examination of thick blood smears. In order to evaluate the nested PCR, the following criteria
were adopted: precision, accuracy, detection treshhold, sensitivity, specificily, positive and negative
predictive values and Kappa index, General sensitivity was 100%, with a sensitivity for B vivax of
96.7% and for P falciparum of 100%. General specificily and specificity for both species ware
100%. The general positive predictive value was 90.0%, for £ wivax 77.0% and for £ falciparum
66.1%. The general negative predictive value was 20.3%, S0.6% for P wvivax and 94.3% for P
failciparum. The general concordance (or Kappa index) was 1 and the species concordance
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was 0.96. The detection treshhold of parasite DNA was 10 fgful. One sample diagnosed as P
vivax by microscopy was determined as a mixed infection of P falciparum and P vivax by nested
PCR. Nested PCR can be employed as a diagnostic tool in the following roles: (1) a screening
method for large scale epidemiological trials, (2] in evaluations of the malaria control program in
Caolombia, (3) in detection of early or low levels of persistent parasitemia, possibly indicative of
drug-resistant malaria, and (4) as a reference test for planned diagnostic trials.

Key words: PCR, diagnosis, malaria.

En 1998 se registraron en Colombia 256.697
casos de malaria, para una tasa de 6,5/1.000 hab
en las zonas de riesgo. La distribucion por especie
fue de 52% para Plasmodium falciparum, 47% para
Plasmodium vivax y 1% para infecciones mixtas.
Los departamentos con mayor numero de casos,
en su orden, fueron: Choco, Cordoba, Antioguia,
Valle, Guaviare, Melta y Marifio (1).

En la actualidad, existen varias alternativas para
el diagnostico de malaria: ParaSight-F*, OptiMal®
ICT Malaria Pf, QBC, coloracion de naranja de
acridina con o sin el sistema de filtros de
interferencia y técnicas de biologia molecular; sin
embargo, la prueba de referencia continda siendo
la gota gruesa. En el examen microscopico de la
gola gruesa es posible realizar la identificacion
de las especies y el recuento parasilologico. El
Flasmodium en la gota gruesa puede ser detectado
en bajas densidades parasilarias, del orden de 20
a 30 parasitos/pl de sangre {2), incluso, se reporta
gue es posible realizar su deteccion a partir de 10
parasitos/yl de sangre (3). La gota gruesa tiene
una sensibilidad superior al 80% y una
especificidad del 76% (4). Los anteriores
parametros dependen de la experiencia del leclor.
Paor otra parte, el nivel de deteccion parasitaria
puede afectarse por una coloracion inadecuada,
un microscopio con optica deficiente o |a fatiga
ocular del microscopista debida a la observacion
de un alto volumen de muestras. Por otra parte, el
diagnéstico de malaria se complementa con el
extendido, que tiene un nivel de deteccion entre
100-200 parasitos/pi.

Entre las tecnicas de biologia molecular se han
desarrollado pruebas de PCR especificas tanto
para P, falciparum (5,6) como para P vivax (7,8).

Correspondencia;
Nohora Marcela Mendoza

mmendoza@hemagogus.ins.gov.co
Recibido: 16/01/01; aceptado: 14/09001

Tambien se han utilizado metodos basados en la
amplificacion de las secuencias variables de los
genes que codifican para la subunidad ribosomal
pequefia, con los cuales es posible obtener
diagndsticos especificos para las cuatro especies
de Plasmodium que ocasionan la malaria humana
(9-11).

Para una maxima sensibilidad y especificidad, se
emplea la PCR anidada, en donde el producto de
la primera reaccion (Nesl-1) s& usa como plantilla
o melde de ADN para la segunda amplificacion
(Nest-2), en la cual los iniciadores empleados
reconocen secuencias contenidas dentro del
producto de ADN de la reaccion Nest-1. Las
ventajas de este método son el aumento de la
sensibilidad en la deteccidn al obtenerse un mayor
namere de copias del fragmento amplificado v
disminuir la cantidad de ADN molde. Las
desventajas, al compararla con la PCR no anidada,
son el requerir mas liempo y materiales, como
también el mayor riesgo de contaminacion. Esta
altima desventaja se puede evitar siguiendo las
normas preventivas de contaminacion para la PCR.
Por ofra parte, la ventaja de la PCR anidada frente
a la gota gruesa es su capacidad de detectar
parasitemias submicroscopicas. La desventaja
es la de no poderse emplear como un método
diagnostico de rutina por no tener la capacidad de
cuantificar la parasitemia y el ser técnicamente
mas compleja, demorada, dispendiosa y costosa
(12).

La situacion epidemioldgica de la malaria en
Colombia se ha visto agravada por problemas
como los desplazamienios de poblaciones, la
intensificacion del conflicto social armado, la
demanda |laboral de cultivos ilicitos, la poca
participacion social, la eliminacion de los grupos
operativos de control de vectores, la falta de
compromiso politico para solucionar el problema,
la baja capacidad de la gestion técnica y operativa
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del nivel departamental y municipal, |a falta de
compromiso para la ejecucion de las acciones
operativas, la mala utilizacion de los recursos,
las malas practicas politicas y la centralizacion
del programa de malaria por parte de algunos
departamentos (Ministerio de Salud, reunion
nacional de evaluacion de los programas de
enfermedades transmitidas por vectores, Bogota,
2000).

Para suministrar una herramienta que fortalezca
técnicamente el programa de malaria en el
abordaje de los problemas epidemiolégicos a gran
escala, en la evaluacion de nuevos mélodos de
diagnostico de malaria (pruebas rapidas de
diagnostico de campo) v en la confirmacion de
casos clinicos dificiles o especiales, se probo una
PCR anidada para el diagnostico de malaria en
Quibda, Choco.

Materiales y métodos

El lugar del estudic fue Quibdo, Choco. Quibdd
es la cabecera municipal del departamento y esta
constituida por una planicie muy humeda con
abundante precipitacion durante 10 meses del afio.
La altura sobre el nivel del mar es de 32 m; la
termperatura media es de 26 4 °C v la precipitacion
media anual corresponde a 7,748 mm (13). En
este municipio se dispusieron tres silios para la
captacién de pacientes: el Centro de Salud San
Vicente de Pail, el Instituto de los Seguros
Sociales y el Hospilal de San Francisco de Asis.
La toma de muestras para realizar el diagnéstlico
de gota gruesa y la PCR anidada se realizo entre
diciembre de 1998 y febrero de 1999,

Elfipo de estudio fue descriptivo de corte transversal,

Se inciuyeron en el estudio todos aquellos
pacientes que cumplieron con la definicion de caso
probable de malaria que solicitaron el diagnostico
de malaria en uno de los tres puntos de toma de
muestras y gue, ademas, consintieron por escrito
en suministrar 5 ml de sangre total en tubo al vacio
con EDTA para efectuar el diagnéstico de la PCR
anidada. Un caso probable de malana se define
como toda persona residente o procedente de
zona endémica que presenla malaria con fiebre,
escalofrio, sudor y mialgias o cefalea.

Se excluyd todo paciente menor de 7 afios o
mayor de 80 afios, con evidencia de alguna
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complicacion por malaria (malaria cerebral,
colapso circulatorio, anemia severa, hemorragias,
falla renal, convulsiones, edema pulmonar,
ictericia, hipoglicemia, hiperparasitemia,
hiperpirexia o hemoglobinuria), manifestacion de
paralisis parcial o total y presencia de
adenopatias,

Se determind una muestra de 76 pacientes
probables casos de malaria usando un muestreo
de corte transversal y teniendo en cuenta la
eficiencia del método (97%) con un error del 5%.

A todos los pacientes se les praclico una gola
gruesa para diagnostico de malaria vy,
adicionalmente, se obtuvieron 3 ml de sangre total
anticoagulada con EDTA, conla cual se realizaron
dos laminas de gota gruesa, una para hacer el
diagnostico por personal especializado y ofra para
efectuar el control de calidad. La muestra de
sangre total tambien se utilizdé para efectuar la
extraccion de ADN para la técnica de PCR
anidada. El remanente se separd en alicuotas y
se almacend a -20 *C. Las muestras se
identificaron con el nimero consecutivo de toma
de muestras de cada puesto. La toma de la
muestra de sangre se hizo previa solicitud de
consentimiento informado a los pacientes que se
incluyeron en el estudio, segun los lineamientos
eslablecidos en la Resolucion No. 08430 de 1993
del Minislerio de Salud. Todos los pacientes
incluidos en el estudio recibieron el tratamiento
especifico recomendado por el Ministerio de Salud
de acuerdo con el resultado del examen de gota
gruesa. Este proyecto fue presentado, discutido
y aprobado en todos sus aspectos par el Instituto
MNacional de Salud, el Ministerio de Salud y la
Direccion Departamental de Salud del Choco.

La prueba diagnostica de oro fue la gota gruesa
coloreada con la tincién de Romanowsky,
modificada en el Laboratorio Departamental de
Salud Publica del Choco y en el Instituto Nacional
de Salud, con protocolos estandarizados vy
siguiendo los lineamientos de control de calidad
del Instituto Nacional de Salud. La parasitemia se
calculd con el recuento de las formas parasitarias
frente a 100 leucocitos v se empled como
constante leucocitaria 8.000 leucocitos/mm?(14).

La extraccién y purificacion de ADN para la PCR
anidada se realizd con el estuche comercial de
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Wizard™ Genomic DNA a partir de 100 pl de la
sangre total anticoagulada con EDTA. En general,
el sistema de extraccion ocurre en cuatro etapas:
en el primer paso sucede la lisis celular que deja
libres los nicleos, los cuales se lisan en el
segundo paso; posteriormente, en la tercera etapa,
ocurre la precipitacion proteica con sales, y en el
cuarto paso, una precipitacion del ADN con
isopropancl.

La primera lisis del protocolo de extraccion de ADN
se modifico ya que previamente se habia realizado
lisis celular con saponina como parte de otro
protocolo de extraccion de ADN con el cual se
obtuvieran buenos resultados. Aun tubo Eppendorf
nuevo de 1,5 ml se le adiciond la muestra de sangre
lotal v 7 volimenes de saponina al 0,15%. La
saponina se disolvid en solucién salina, fosfato
isotonico tamponada (PBS isolénico). Se incubd
a 37 °C durante 30 minutos. Se centrifugd a 13.000
rpm durante 30 minutos y se efectuaron tres
lavados, cada uno con 400 pl de PBS isolénico.
Después de resuspender suavemente el
precipitado con pipeta, se continud con |a lisis de
nucleos segun el protocolo del estuche de
extraccion de ADN.

Para la primera amplificacion correspondiente al
género Plasmodium, se emplearon los iniciadores
rPLUS y rPLUG. En la segunda amplificacion, se
trabajaron iniciadores especificos para especie;
se emplearon los oligonucleotidos rFALT y rFALZ
para identificar P, falciparum y V1V y VAV2 para
P vivax (9). Los volimenes y las concentraciones
de los reactivos por muestra procesada se

DIAGHOSTICO DE MALARIA POR PCR ANIDADA

presentan en el cuadro 1 v los programas de
amplificacion utilizados en el cuadro 2. Los
amplificados tuvieron un tamario de 205 pb y 120
ph respectivamente. Los productos de amplifi-
cacion se visualizaron en geles al 3% usando
agarosa NuSieve® y Seakem® en proporcion 2:1.

Se determiné la exactitud, la precisian, el limite
de deteccion, la sensibilidad, la especificidad, el
indice kappa v los valores predictivos de la prueba
(15-17).

Se lrabajd con la exactitud clinica y experimental
en la etapa de la estandarizacion de la técnica.
La exaclitud clinica consistio en visualizar el
amplificado de ADN segun la especie infectante
de Plasmodium a partir de las muestras de sangre
total con el resultado conocido de la gota gruesa.
En la exactitud experimental, se trabajo por
duplicado con diluciones seriadas de ADM de
concentracion conocida de P falciparum para
observar la relacion existente entre la
concentracion del ADN v la intensidad de la banda
en el gel.

La reproducibilidad del método se realizéd
trabajando quintuplicados de tres muestras con
el procedimiento estandarizado.

Fara establecer la minima concentracion de ADN
parasitario detectable por la PCR anidada, se
diluyé una muestra de ADN de P falciparumy de
P wivax. La concenlracion inicial de la dilucion
fue 1 ng/pl de sangre.

La informacion oblenida se almacenad y analizo
en una base de datos de Epilnfo 6.04.

Cuadro 1. Concentraciones y volumenes recomendados por muestra para la amplificacion 1 en la prueba de la PCR anidada.

Reactivo Concentracion inicial Concentracion final  Volumen por muestra de reaccion (pl)
Tampon 10 X X 2.5
MgCl, 25 mM 1 mM 1,0
dMTPs 5 mM 0,125 mi 0.5
PLUS 2.500 nM 250 nM 25
rFLUG 2.500 nM 250 nM 25
Agua destilada - 14,8
ADM - - 1.0
Taq polimarasa 5 U 04 U 0,1

Para trabajar la segunda amplificacién, se tuvieron en cuenta las mismas concentraciones incluso para adicionar los
iniciadores de especia (fFALT, rFal2 y AV, rv1v2), Se hizo el montaje en vial independiente para cada pareja de

iniciadores.
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Cuadro 2. Diagndstico de malaria por la prueba de la PCR anidada; programas de amplificacion, amplificacion 1

Pasos

Temperatura °C

Tiempo (min)

Inicia de la desnaluracidn

Anillado

Extension

Desnaturacién

Se repiten los pasos 2-4 por un total de 25 veces
Anillado final

Extansion final

Finalizacién de la reaccicn

85 5
58 2
72 2
84 1

58 2
72 5
4

El programa de amplificacion de la segunda reaccion difiere de la primera solamente en el nimera de ciclos, pues se repiten

los pasos 2-4 por un total de 30 veces.

Resultados

Se estudiaron 102 pacientes, 61 hombres y 41
mujeres. 65 pacientes acudieron al Centro de
Salud San Vicente de Paudl, 27 al Hospilal San
Francisco de Asis y 10 al Instituto de los Seguros
Sociales. El 83% de los pacientes que acudieron
para diagnostico de malaria tenian entre ¥ y 36
afos. La positividad general de la poblacion
examinada fue de 53%. De los 102 pacientes
examinados, 52 fueron positivos y 50 negativos
para malaria utilizando los metodos de gota gruesa
y la PCR anidada (cuadro 3).

La PCR anidada mostro una sensibilidad general
del 100%, 96,7% para F. vivax y 100% para P.
falciparum. La especificidad general para P, vivax
y P falciparum fue del 100%. El indice kappa
general fue 1 y el de especie 0,96. Por otra parte,
el VPP general fue de 80 0%, 77,0% para P vivax
y 66,1% para P, falciparum, mientras que el VPN
general fue de 890,3%, 90,6% para P vivaxy 94,3%
para P falciparum. Sin embargo, los valores
predictivos aplicados a la poblacion con la
prevalencia de malaria para 1998 fueron inferiores
(cuadro 4). El limite de deteccion de ADN
parasitario fue 10 fg/pl.

Los resultados de la PCR anidada tanto en la etapa
de estandarizacion como en la etapa del montaje
de las muestras del estudio fueron concordantes
con los resultados obtenidos por gota gruesa v, asi,
se pudo verificar la exactitud clinica y al trabajar
la exactitud experimental, se observd en el gel
que laintensidad de la banda disminuyd a medida
que descendio la concentracion de la dilucion de
ADN. Por ofra parte, la [&écnica fue reproducible
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Cuadro 3. Diagndstico para malaria por microscapia y PCR
amdada.

Pruebas _ Microscopia Total
diagnosticas  Positivos Negativos examinados
PCRanidada Py Pf Tofal

Positivas 3z 20 s2 0 52
MNegativas o 0 O 50 50
Total 32 20 52 S0 102

* Una muestra diagnosticada por gota gruesa como positiva
para P vivax se diagnosticd como infeccion mixta (P vivay
y P falciparum) por PCR. anidacda,

Pw: P vivax; Pl P falciparum.

bajo las condiciones de trabajo estandarizadas,
con lo cual se delermind la precision.

Los amplificados obtenidos por la PCR anidada
tuvieron los tamanos esperados, que correspon-
dieron a 205 pb y 120 pb y gue identificaron a
F. falciparum y B vivax, respectivamente (figura 1).
Discusion

Los resultados indican que los valores de la
sensibilidad y especificidad de este esludio fueron
superiores, aungue cércanos a los reportados
por ofros autores (8,12,18,19), lo cual podria
explicarse porque la técnica original de extraccion
de ADN fenol-cloroformo (10) fue sustituida por un
sistema de extraceion metodolagicamente mas
sencillo y rapido, con el cual es posible obtener
ADN gendmico de cadena doble a partir de sangre
total humana procedente de gldbulos blancos y
de eucarioles que se encuentren en circulacién
sanguinea (20,21}, El método consta de una
exlraccion inorganica o digestion con proteinasas.
Por otra parte, los iniciadores -ulilizados son
empleados para obtener un diagnéstico especie -
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Cuadro 4. Sensibilidad, especificidad y valores prediclivos de la PCR anidada para el diagnostico de malaria,

Sensibilidad (%)

Especificidad {%) Prevalencia® (%) VPP (%) VPN%

General 100 100 50,0 90,0 90,3
Valar IC 85% 91,4-100 91,1-100 145 60,5 98.2
F vivax a6, v 100 30,0 77,0 o065
Valor IC 95% 82,0-99 8 80,0-100 33 10,6 98,8
P falciparum 100 100 20,0 BB,1 943
80,0-100 B5,7-100 105 3715 ar.2

Valar IC 95%

VPP valor predictivo positiva, YPN: valor prediclivo negativo, |C 95%: intervalo de confianza del 85%; P. prevalencia
*: ga calcularon los VPP y VPN teniendo en cuenta tanto la prevalencia de malaria en la pablacion estudiada (50%) como las
prevalencias de malaria en general y por cada una de las especies en el departamento del Chocd para 1988

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de amplificados
de muestras oblenidas de pacientes posilivos para malaria.
Carriles: 1 y 8. patrdn de peso molecular 50 pb DNA Step
Ladder ® (Promega); 2: conlrol positivo de P falciparum (cepa
FcB2: Falciparum Colombia Bogota 2); 3: control positive de
F vivax (CV: control vivax), 4. muestra 85: F vivax, 5. muestra
157 P falciparum, 6 y 7: muestra 123; infeccion mixta (P
vivax y P falciparum).

especifico. A pesar de que en la literatura se
describe que el ADN humano en grandes
cantidades altera la eficiencia de la reaccion, al
actuar como inhibidor (10), en el presente estudio
no se observd dicho efeclo.

Solamente se encontrd una muestra discordante
entre los dos metodos con la gota gruesa positiva
para P vivax y positiva para infeccion mixta por
la PCR anidada. Este resultado fue reproducible
@n varios ensayos y puede tener dos
explicaciones. La primera es que la PCR anidada
pudo haber detectade una parasitemia
submicroscopica, hallazgo observado en otros
trabajos (8,10,12,20,22), lo cual puede atribuirse
a que el limite de deteccion de la prueba fue de10

fa/ul de ADN, es decir, menos de la cantidad de
ADN que tiene un solo parasito, razon por la cual
es altamente probable encontrar este tipo de
resultado. La segunda es la posibilidad de una
eventual contaminacion en el procedimiento de
extraccion de ADN. Sinembargo, esta posibilidad
&5 poco probable porque con las alicuolas de
sangre total de la misma muestra almacenadas a
-20 °C se realizd una nueva extraccion de ADN
gue arrojo los mismos resultados y porque los
resullados oblenidos con lodos los conlroles
necesarios incluidos para detectar una eventual
contaminacion fueron siempre los esperados,

Cuando sucede una infeccion mixta, existe un
periodo en el gue se presenta antagonismo entre
las dos especies de Plasmodium, lo cual ocasiona
que una de ellas predomine sobre |a otra (10). Por
ofra parte, el diagndstico de las infecciones mixtas
tiene mayor dificultad en las zonas endémicas en
donde es posible encontrar pacientes con
infecciones latentes o subpatentes, o cuando se
presenta una baja parasitemia en la cual
morfologicamente predominan las formas anulares
{11). Tienen especial interés los casos de infeccion
mixta en los cuales F falciparum se encuentra
enmascarado por B vivax, como sucedio en este
caso, debido a que la infeccion puede conducir al
paciente a un desenlace falal, mas aun,
considerando que en Colombia circulan cepas
resistentes a los medicamentos antimalaricos
(23-28).

Las caracteristicas de la PCR anidada permiten
gue esla prueba pueda ayudar a aclarar algunos
interrogantes de tipo epidemiologico para entender
mejor la dinamica de transmision de la malaria en
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un foco determinado. Por ejemplo, es Ol para
demostrar bajos niveles de transmision o nuevos
focos en lugares en donde se consideraba
controlada la malaria (19,28). Ademnas, puede ser
adecuada para evaluar la proporcidn de casos de
infecciones mixtas, considerada como un
indicador del programa de control cuyo aumento
sugiere un deterioro.

La PCR cfrece la posibilidad de ser aplicada en
estudios especiales que determinen la
negativizacion parasitaria postratamiento y asi
detectar precozmente posibles fallas terapéuticas,
pues se ha demostrado que esta prueba arroja
resultados positivos siempre que el parasito este
viable. Cuando los parasitos han muerto o han
sido eliminados por el tratamiento o por presion
del sistema inmune, no se observa producto de
amplificado por la PCR (19,30). También puede
ser Otil en el seguimiento de pacientes
inmunizados en estudios para evaluar la eficacia
de posibles vacunas antimaléricas. Cuando se
adelanten estudios en los cuales sea necesario
procesar un gran numero de muestras, se
recomienda contar con dos o mas laboratoristas
para hacer menos dispendioso el procedimiento
y obtener los resultados mas rapidamente. La PCR
anidada también se puede aplicar para evaluar
oltros metodos de diagndstico, teniendo en cuenta
que esta melodologia permite determinar falsos
positives y negativos en la gota gruesa (10), como
también problemas en la identificacién de la
especie. Por las anteriores razones, se considera
que la PCR anidada es una buena alternativa que
el Laboratorio Nacional de Referencia de
Parasilologia v olros laboratorios y centros de
investigacion pueden emplear en estudios
especiales y de tipo epidemiologico dirigidos, por
ejemplo, para establecer las prevalencias reales
y la dinamica de la transmision en areas donde
ocurren parasilemias submicréscopicas, no
detectables por los métodos usuales que, aungue
no originan usualmente sintomatologia en los
pacientes, si permiten la persistencia de la
transmision (29).

Aunque la gota gruesa sigue siendo la prueba de
oro en el diagndstico de malaria, su capacidad de
deteccion es 40 veces menor lo cual constituye
una limitacion frenle ala PCR (20). Por este motivo,
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durante |a ejecucion de este trabajo se esperaba
encontrar algunas muestras negativas por gota
gruesa y positivas por PCR (10,11}, lo cual no
sucedio debido, muy posiblemente, a que
solamenle se incluyeron pacientes sintomalicos
en quienes es muy alta la probabilidad de
encontrar niveles de parasitemia circulante
detectables por gola gruesa. Si se hiciera un
estudio péra buscar la presencia de |a parasitemia
circulante en poblacion asintomatica de areas
endémicas seria mas probable encontrar personas
negativas por gota gruesa y positivas por PCR
anidada.

Por su facilidad, rapidez y bajo coslo, la gola
gruesa sigue siendo el metodo de primera eleccidn
para confirmar por el laboratorio el diagnostico de
malaria, especialmente en zonas remotas que
cuentan con recursos minimos de laboratorio, Por
el contrario, la PCR anidada, por ser una
metodologia dispendiosa, coslosa, que requiere
de equipos e infraestructura complejas, no se
recomienda para el diagnéstico y seguimiento de
rutina del paciente con malaria y su aplicacion
se justifica solamente en centros de referencia
cuando se realizan estudios especiales como los
mencionados anleriormente.
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