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Concordancia entre gota gruesa, inmunocromatografia
y reaccion en cadena de la polimerasa para el
diagndstico de malaria

Astrid Elena Montoya?, José Menco?, Natalia Osorio?, Maria Alejandra Zuluaga?,
Juliana Duque?, Giovanny Torres!, Marcos Restrepo*

1 Instituto Colombiano de Medicina Tropical-CES, Sabaneta, Colombia
2 Facultad de Medicina, Universidad CES, Medellin, Colombia

Introduccién. El diagnéstico oportuno y efectivo del paludismo, o malaria, son condiciones
determinantes para hacer un tratamiento adecuado de la enfermedad y un control de la misma.
Objetivo. Se evalué la concordancia de la sensibilidad, especificidad, valor diagndstico positivo
y negativo de una prueba rapida y de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), con la
prueba estandar, la gota gruesa, para el diagnéstico de la malaria.

Materiales y métodos. Se analiz6 una poblacién de 100 pacientes con signos y sintomas
indicativos de paludismo, procedentes de las zonas de Uraba, Cordoba, Bajo Cauca y de otras
regiones de Colombia, como Valle, Chocé y Vichada, todas areas endémicas de la enfermedad.
A cada paciente se le practic6 una gota gruesa, la prueba rapida OptiMAL® y la amplificacion
a través de una PCR de secuencias de ADN especificas para género y para Plasmodium
falciparum 'y Plasmodium vivax.

Resultados . La sensibilidad de la prueba rapida frente a la gota gruesa, para el diagnéstico de
ambas especies de Plasmodium fue de 93,85% (IC95% 87,23-100) y la especificidad de
94,29% (IC95% 85,17-100).

La PCR comparada con la gota gruesa mostré una sensibilidad de 100% (IC95% 99,23-100)
y una especificidad de 97,14% (1C95% 90,19-100).

Conclusiones. Estos hallazgos muestran que la sensibilidad y especificidad de la prueba
rapida y la PCR para el diagndstico de malaria son comparables con el examen al microscopio
de la gota gruesa, recomendada por su eficacia y bajo costo.

Palabras clave: Plasmodium, malaria/diagnéstico, técnicas y procedimientos diagnésticos,
valor diagnéstico de las pruebas, sensibilidad y especificidad, reaccion en cadena de la
polimerasa.

Concordance between thick blood smear, immunochromatography and polymerase chain
reaction for malaria diagnosis

Introduction. The rapid and effective diagnosis of malaria is the determining condition for an
appropriate treatment and control of the disease.

Objective. The sensitivity, specificity and the positive and negative predictive values were
evaluated in cases of suspected malaria in Colombia in a comparison of a rapid diagnostic test.
the PCR test and the thick blood smear—the traditional ‘gold standard.’

Materials and methods. A group of 100 patients with symptoms compatible with malaria, were
included in the study. They were selected from the following Colombian regions: Uraba, Cérdoba,
lower Cauca, and relatively fewer from other malaria endemic areas of Colombia including the
provinces of Valle, Chocé in the central west of Colombia and Vichada to the east. To each
patient the following three tests were performed: the rapid OptiMAL® test, the PCR identification
and the thick blood smear. The PCR amplified specific DNA sequences with primers designed
to identify the genus Plasmodium, and the two species present in Colombia, P. falciparum and
P. vivax.

Results. The sensitivity of the rapid test versus the thick smear, for the diagnosis of both
species of Plasmodium was 93.9% (95% CI: 87-100%) and the specificity was 94.3% (95% CI:
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85-100%). The PCR compared with the thick smear showed a sensitivity of 100% (95% CI: 99-
100%) and a specificity of 97.1% (95% CI: 90-100%).

Conclusions.

The sensitivity and specificity of the three tests did not present statistically

significant differences. However, the thick blood smear was recommended as the standard

test, mainly due to its low cost.

Key words: Plasmodium, malaria/diagnosis, diagnostic techniques and procedures, predictive
value of tests, sensitivity and specificity, polymerase chain reaction.

La malaria, o paludismo, es una enfermedad para-
sitaria, a la cual estan expuestos 2.600 millones
de personas, sobre todo aquéllas que habitan las
regiones tropicales del mundo, en territorios
situados hasta los 1.600 metros sobre el nivel del
matr, con lluvias escasas, una temperatura media
de 25 °C o0 en zonas donde predomina la vegetacion
selvética (1,2). El 85% del territorio colombiano
redne las condiciones climaticas y geogréficas
gue favorecen la transmision de la enfermedad.

De las cuatro especies del parasito que causan
la enfermedad, Plasmodium vivaxy Plasmodium
falciparum son responsables de casi la totalidad
de los casos que se presentan en Colombia,
donde la enfermedad es endémica con casos
autoctonos de prevalencia estable.

En las localidades endémicas de Colombia se
registraron 125.872 'y 107.866 casos de paludismo
para los afios 2004 y 2005, respectivamente (3,4),
cifras que demuestran que aun con acciones
orientadas al diagndstico y tratamiento oportuno
del paludismo, la prevalencia de esta enfermedad
no se ha modificado en los Ultimos afios.

El diagndstico oportuno y efectivo es determinante
para hacer el tratamiento adecuado de la
enfermedad y el control de la misma. La deteccién
y laidentificacién por microscopia de las especies
de Plasmodium en muestras de sangre
coloreadas con Giemsa y otros colorantes, ha sido
tradicionalmente el método de referenciay no ha
tenido modificaciones desde el afio 1903 (5,6).

La gota gruesa es una metodologia sencilla de
realizar, econdémica, rapida, que permite la
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identificacion de la especie del parasito. Bajo
condiciones 6ptimas, la sensibilidad de la gota
gruesa es de 10 a 30 parasitos por microlitro de
sangre, lo que, aproximadamente, equivale a
0,001% de glébulos rojos infectados (7). Por otra
parte, requiere de insumos, equipos y personal
capacitado, particularmente cuando las parasitemias
son bajas o existe una infeccion mixta, ademas
del control periédico de la calidad de los procesos
y de la experiencia de los microscopistas (8).

Se han empleado métodos alternativos para la
identificacién de las especies de Plasmodium a
partir de muestras de sangre, como las pruebas
inmunocromatogréficas y las moleculares.

Las pruebas inmunocromatogréficas, o rapidas,
denominadas asi porque se pueden hacer junto
al paciente, se basan en un inmunoensayo que
incorpora un anticuerpo monoclonal, algunas de
ellas contra la proteina Il del parasito rica en
histidina (HRP-2) util para el diagnéstico de P.
falciparum (9-14), cuyo antigeno permanece por
mas de dos semanas lo que da como resultado
falsos positivos. Otra prueba rapida, el DiaMed
OptiMAL® (Flow Inc., Portland, Oregon) detecta
el antigeno lactato deshidrogenasa (pLDH),
enzima metabdlica del parasito que se expresa
s6lo en los parasitos vivos, incluidos los
gametocitos, y se usa para el diagnéstico tanto
de P. falciparum como de P. vivax (11,15-20).

Esta metodologia permite hacer un diagndstico
rapido o de urgencia, y es muy Uutil en lugares
apartados donde no se dispone de un microscopio
0 de una persona debidamente entrenada para el
estudio de la gota gruesa. Tiene una sensibilidad
de 97% en infecciones cuando existen mas de
100 parasitos/pl. También, como en el caso de la
gota gruesa, puede dar falsos negativos cuando
la parasitemia es baja. Los inconvenientes de las
pruebas rapidas radican en que no es posible hacer
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un célculo del numero de parasitos y que en
pacientes tratados, la presencia de gametocitos
da una prueba positiva para P. falciparum (15-20).

Los métodos moleculares basados en la amplifi-
cacion del ADN se han empleado desde finales
de la década de los afios 80 para el diagnostico
de la malaria (12). El valor de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), método para el cual se
han descrito diferentes secuencias blanco de
amplificacion y condiciones de reaccion, radica
en la alta sensibilidad, puesto que detecta de tres
a cuatro pardsitos por ul de sangre (0,0005% a
0,0015% de glébulos rojos infectados). Ademas,
permite la diferenciacién de las especies, cuando
existen dificultades morfoldgicas o una infeccién
mixta (10,16,21-25).

Este es un método poco practico para un diagnés-
tico de urgencia y su uso esta limitado a paises
donde el paludismo no es endémico. También, y
como en el caso de la gota gruesa, requiere per-
sonas expertas para ejecutar la técnica e
interpretar los resultados. En la practica, es un
método mas costoso y puede generar confusiones
por que detecta ADN de parasitos no viables.

En el presente estudio, se compararon el método
de PCRYy la prueba de captacion inmunocromato-
grafica OptiMAL®, usando como método de
referencia para el diagnostico de Plasmodium spp.
la gota gruesa, y se determinaron la sensibilidad,
la especificidad, los valores diagndstico positivo
y negativo de las pruebas.

Materiales y métodos
Area y poblacion de estudio

Se realizé un estudio descriptivo de concordancia
de 100 muestras obtenidas del mismo nimero de
pacientes, correspondiente a una muestra ampliada,
gue se calculd con base en una poblacién de
107.866 casos de paludismo que se registraron
en Colombia para el afio 2005, una prevalencia
del evento (sensibilidad de la prueba) de 95% y
un nivel de confianza de 95%.

Se consideraron para el estudio pacientes mayores
de dos meses, con signos y sintomas indicativos
de la enfermedad, procedentes de las zonas de
Uraba, Cdérdoba, Bajo Cauca y otras zonas de
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Colombia, que consultaron a los puestos de las
direcciones locales de salud de los municipios de
las zonas mencionadas, y a las sedes del Instituto
Colombiano de Medicina Tropical-CES de
Apartad6 y de Sabaneta, en Antioquia, y que dieron
Su consentimiento para participar en este trabajo.

Técnica de recoleccion

Las muestras de sangre para realizar la gota
gruesa, impregnar un papel de filtro para la
extraccion de ADN y llenar una pipeta aforada con
10 pl para la prueba inmunocromatografica, se
obtuvieron por puncion con lanceta del pulpejo del
dedo medio de la mano.

Tanto la lectura de la gota gruesa como la prueba
rapida se efectuaron una vez tomada la muestra.
El papel de filtro impregnado con la sangre, asi
como la gota gruesa ya coloreada con azul de
metileno fosfatado, se conservaron a temperatura
ambiente (28 °C a 32 °C) en el sitio de toma de la
muestra hasta su traslado al laboratorio del
Instituto Colombiano de Medicina Tropical en
Sabaneta, lugar en el cual se hizo la extraccion
de ADN a partir del papel de filtro impregnado con
la sangre y el control de calidad de la lectura de la
gota gruesa.

Procesamiento de las muestras

La gota gruesa, realizada por duplicado, se colore6
con azul de metileno fosfatado y luego se tifio
con el colorante de Romanowsky modificado. El
diagnéstico fue hecho por una persona capacitada
en la preparacion, lectura e informe de la gota gruesa.

El conteo de los parasitos se hizo con base en
100 leucocitos y, para informar la parasitemia por
mm? se empled como valor de referencia 8.000
leucocitos. La muestra se considerd negativa
cuando no se observaron formas del parasito en
mas de 200 campos microscopicos revisados.

Se informé paludismo mixto cuando en 100
parasitos se encontraron trofozoitos maduros,
esquizontes, gametocitos de P. vivax 'y 40% o
mas de trofozoitos inmaduros o la presencia de
gametocitos de P. falciparum.

El control de calidad de la lectura de la gota gruesa
se hizo en el laboratorio del Instituto Colombiano
de Medicina Tropical en Sabaneta.
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Prueba de captura inmunocromatografica

Se utiliz6 el método rapido de la tirilla DiaMED
OptiMAL®. Los estuches correspondientes a los
lotes 13300.59.10 y 13300.66.10, incluian un
dispositivo con una tira reactiva, un pozo que
contenia el conjugado y otro pozo de lavado. El
estuche también contenia la tapa para los pozos,
un recipiente con la solucién tampén y la pipeta
con la marca impresa de 10 pl.

Tanto el procedimiento como el diagnostico
diferencial con base en el nimero de bandas
presente en la tirilla de reaccion, se efectuaron
siguiendo las instrucciones del fabricante (19).

Extraccion de ADN

La extraccion del ADN se llevé a cabo siguiendo
las recomendaciones descritas por Fischer (26).
Una tira de tres mm de largo por dos de ancho del
papel de filtro impregnado con, aproximadamente,
50 pl de sangre total y conservada a temperatura
ambiente (22 °C a 24 °C), se deposit6 en un tubo
de 1,5 ml. Luego, se lavé dos veces con 1 ml de
Tween® (Merck) al 0,1% en solucion amortiguada
de fosfato salino (PBS) durante 10 minutos a
temperatura ambiente con agitacién permanente.
Latira del papel de filtro se transfirié a un tubo de
1,5mly se le adicionaron 200 pl de resina Chelex
100® (Sigma), preparada al 5% en agua destilada.
Después de someter la muestra a una temperatura
de 60 °C durante 30 minutos y posterior
ebullicién a 100 °C por 30 minutos, se centrifugo
por tres segundos a 12.000g para recuperar el
sobrenadante, el cual se conserv6 a-20 °C hasta
realizar la PCR.

Cuadro 1. Cebadores empleados para la PCR convencional.

Diagnéstico de malaria con OptiMAL® y PCR

Seleccion de cebadores o iniciadores

Los iniciadores empleados se muestran en el
cuadro 1. Para determinar la especificidad de las
secuencias de estos iniciadores, se hizo un
analisis BLAST (basic local alignment search tool),
en la pagina de internet del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) y se
seleccionaron aquéllos que mostraron una alta
identidad con las secuencias reportadas para
Plasmodium sp., P. falciparum y P. vivax, y un
valor E del alineamiento inferior a 0,5 (27). Este
procedimiento consistié en realizar una
comparacion base a base entre los cebadores, o
iniciadores, y las secuencias previamente
reportadas en las bases de datos del GenBank.

Acceso al GenBank

Los numeros de accesos de los cebadores
seleccionados corresponden a M76611 (P.
falciparum), X13926 (P. vivax).

Reaccion en cadena de la polimerasa

El ADN se amplific6 en un termociclador (JM
Research, Inc.) usando cebadores especificos
para género, P. falciparuim (24) y P. vivax (25),
asi como para el gen de la 3-globina humana (28),
gue se emple6 como control interno para garantizar
la ausencia de inhibidores (cuadro 1). Las
condiciones de la reaccion relacionadas con los
perfiles térmicos y el nimero de ciclos se llevaron
a cabo siguiendo las indicaciones descritas por
Morassin (29), como se muestra en el cuadro 2.
Para P. vivax se emplearon las mismas
condiciones, excepto la temperatura de
alineamiento que fue de 53 °C.

Especificidad Cebadores Secuencia (5'-3") Producto PCR

-globina BGO7 GGT TGG CCA ATC TAC TCC CAGG 262pb
BGO08 TGG TCT CCT TAA ACC TGT CTT G

Plasmodium sp. L1 GAC CTG CAT GAA AGA TG 595pb
L2 GTA TCG CTT TAA TAG GCG

P. falciparum Pfl GGA ATG TTATTG CTA ACAC 422 pb
Pf2 AAT GAA GAG CTG TGT ATC

P. vivax Pvl CAC CAT TAA GTA CAT CAC 871 pb
Pv2 TGT TAA TAC AAC TCC AAT
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Cuadro 2. Condiciones de la PCR {-globina, género y P. falciparum.

Reactivo [1 final Perfil térmico

Solucién tampén para PCR 1X Calentamiento inicial 95 °C 7
MgCl, 25 mM Desnaturalizacion 94 1
Cebador hacia adelante 0,4 uM Alineamiento 56 2
Cebador inverso 0,4 uM Extensién 72 1
dNTP 200 uM Extension final 72 5
Polimerasa de Taq 05U

ADN 5,0l 40 ciclos

Las muestras de ADN que se emplearon como
controles positivos para la PCR, tanto de género
como de P. vivaxy P. falciparum, se obtuvieron
de sangre total de pacientes que estaban
infectados con una de las especies del parasito.

Productos de la PCR

La electroforesis de un gel de agarosa al 1,5% en
presencia de bromuro de etidio (1pl por cada 10
ml de gel, 10 mg/ml), sometido a una corriente de
100 voltios por una hora, y la posterior
visualizacion de las bandas obtenidas en un
fotodocumentador (UVP- Biomaging Systems®),
permitieron identificar la presencia o ausencia de
los parasitos de malaria y de la especie
correspondiente.

El tiempo requerido para el procedimiento de la
PCR hasta observar la banda del producto
amplificado en el gel, fue de siete horas.

Analisis de los datos

Los datos se analizaron en el programa Epi Info
version 6.0 (Centers for Disease Control and Pre-
vention, Atlanta, Georgia, USA). La evaluacion
de las pruebas diagnésticas se hizo mediante el
célculo de los porcentajes de los indices de
sensibilidad, especificidad, valor diagnéstico
positivo, valor diagnostico negativo y la
concordancia entre las pruebas diagnésticas a
través del indice kappa (Epidat 3.1). Ademas, se
determiné para cada uno de los indicadores un
intervalo de confianza de 95%.

Aspectos éticos

Este estudio, considerado de riesgo minimo
(articulo 11 de la Resoluciéon 008430 de 1993),
fue revisado y aprobado por el Comité Técnicoy
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el Comité de Bioética del Instituto Colombiano de
Medicina Tropical, Universidad CES.

Resultados

Se analizaron 100 muestras, de las cuales, 52
(52%) provenian de la region de Uraba, 35 (35%)
de las regiones de Cérdobay del Bajo Caucay 13
(13%) de otras zonas como Valle, Chocé y
Vichada. Los resultados obtenidos coincidieron,
en el 90% de las muestras, por los tres métodos
empleados para el diagnéstico.

Gota gruesa

En 65 pacientes (65%), las dos preparaciones de
la gota gruesa hicieron el diagnéstico para Plas-
modium sp., de las cuales, 33 (50,76%) fueron
positivas para P. falciparum, 29 para P. vivax
(44,6%) y tres muestras se reportaron como
infecciones mixtas (4,6%). El conteo de los
parasitos en las muestras positivas fluctué entre
240y 38.000 formas del parasitos/mm? de sangre.

Prueba rapida OptiMAL®

Mediante la prueba r4pida OptiMAL®, se
diagnosticaron 63 pacientes (63%) con paludismo
(cuadro 3).

En 37 pacientes, 59% de los casos diagnostica-
dos, se observaron en la tirilla de reaccion las tres
bandas (C, P y Pf) correspondientes para hacer
diagndstico de P. falciparum. En 26, 41% de las
pruebas rapidas, la tirilla de reaccién mostré las
sefiales en la banda de control y en la banda P, lo
cual indica una prueba positiva para P. vivax.

Los tres casos en los cuales se hizo diagndstico
de paludismo mixto por gota gruesa y PCR,
presentaron las tres bandas en la tirilla de reaccién
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Cuadro 3. Comparacion de los resultados entre la gota gruesa y Optimal®.

Gota gruesa

Optimal P. falciparum P. vivax Mixto Negativo Total general
P. falciparum 32 2 34
Plasmodium sp.* 26 3 29
Negativo 1 3 33 37
Total general 33 29 3 35 100

*Con base en el perfil epidemioldgico en Colombia, sp. se toma como positivo para P. vivax.

de la prueba rapida, lo que indica una prueba
positiva para P. falciparum.

Reaccion en cadena de polimerasa

El 66% de las muestras fueron positivas para
género cuando se emple6 como método
diagnostico la PCR (cuadro 4); 50% de ellas fueron
positivas para P. falciparum 'y 45,5% para P.
vivax. Los tres pacientes con diagnéstico de
infeccidon mixta por la gota gruesa (4,5%), dieron
positivo para la PCR especifica, tanto de P.
falciparum como de P. vivax.

En todas las muestras se obtuvo amplificaciéon
para el gen de la 3-globina humana, descartando
asi la presencia de inhibidores de la PCR. En la
figura 1 se observa el gel de la electroforesis con
los productos obtenidos de la PCR para 3-globina,
género, P. falciparumy para P. vivax.

Sensibilidad, especificidad, valores
diagndstico positivo y negativo, y
concordancia de las pruebas

Al comparar la prueba rapida de OptiMAL® con la
gota gruesa para el diagnéstico de P. falciparum,
se encontrd una sensibilidad de 96,97%, una
especificidad de 94,29% y un valor diagnéstico
positivo y negativo de 94,12% y 97,06%,
respectivamente, como se muestra en el cuadro
5. La concordancia se determiné con base en el
indice kappa y el valor que se obtuvo fue de
91,78%.

La sensibilidad para P. vivax fue de 89,66%, la
especificidad de 94,29%, el valor diagndstico
positivo de 92,86%, el negativo de 91,67% y la
concordancia de 90,75%.

Para el total de los casos de paludismo, tanto por
P. falciparum como por P. vivax, se obtuvo una

sensibilidad de 93,85%, una especificidad de
94,29% y una concordancia de 89,22% (cuadro 5).

La sensibilidad de la PCR frente a la gota gruesa
para P. falciparum, asi como, la especificidad y
la concordancia, fueron del 100%. Para P. vivax
se obtuvo la misma sensibilidad que para P.
falciparum, una especificidad de 97,14% y
concordancia de 97,01%. El total de las muestras
reveld sensibilidad del 100%, especificidad de
97,14% y concordancia de 97,79% (cuadro 6).

Resultados discrepantes

En siete muestras se encontraron discrepancias
entre las pruebas empleadas.

El diagndstico de cuatro pacientes (4%), tres con
P. vivax cuyas parasitemias estaban entre de
25.000y 36.000 parasitos por mm3, y uno con P.
falciparum con un conteo de 4.000 trofozoitos por
mm?, se hizo con la gota gruesa y fue consistente
con lo que se obtuvo en la PCR, pero la prueba
rapida OptiMAL® fue negativa y mostro ser
reactiva solo la banda de control interno revelando
que la prueba funcionaba, pero que era negativa
para cualquier tipo de Plasmodium.

En dos casos la prueba rapida OptliIMAL® fue
positiva para P. falciparum; estas mismas
muestras fueron negativas por gota gruesay por
PCR. En una de las muestras no se observaron
parasitos en la gota gruesa y la prueba rapida
también se reporté como negativa, pero por PCR
se encontré la banda de amplificacion que indicaba
ADN de P. vivax.

Discusién
Desde tiempo atras, en las areas endémicas para

paludismo en Colombia, como en muchos otros
paises del mundo donde la enfermedad es un
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Figura 1. Gel de la electroforesis de los productos de la PCR; lineas 1 y 18: marcador de peso molecular (50 pares de
bases); lineas 2 a 5: B-globina: control positivo y tres muestras de pacientes con malaria; lineas 6 a 9: control y muestras
positivas para género Plasmodium sp., lineas 10 a 13: control y tres muestras positivas para P. falciparum; lineas 14 a 17:

control y muestras positivas para P. vivax.

Cuadro 4. Comparacion de los resultados entre la gota gruesa y la PCR.

Gota gruesa

PCR P. falciparum P. vivax Mixto Negativo Total general
P. falciparum 33 33

P. vivax 29 1 30
Mixto 3 3
Negativo 34 34
Total general 33 29 3 35 100

Cuadro 5. indices de sensibilidad, especificidad, valor diagndstico positivo, valor diagnéstico negativo OptiMAL® Vs. gota

gruesa (%).

Sensibilidad IC 95% Especificidad IC 95% VDP 1C95% VDN IC 95%
P. falciparum 96,97 89,61-100 94,29 85,17 -100 94,12 84,74-100 97,06 89,91-100
P. vivax 89,66 76,85-100 94,29 85,17 -100 92,86 81,53-100 91,67 81,25-100
Total 93,85 87,23-100 94,29 85,17-100 96,83 91,70-100 89,19 77,83-100

Cuadro 6. Calculo de los indices de sensibilidad, especificidad, valor diagnéstico positivo, valor diagndstico negativo PCR

Vs. gota gruesa.

Sensibilidad IC 95% Especificidad 1C95% VDP IC 95% VDN IC 95%
P. falciparum 100 98,48-100 100 98,53-100 100 98,48-100 100 98,53-100
P. vivax 100 98,28-100 97,14 90,19-100 96,67 88,58-100 100 98,53-100
Total 100 99,23-100 97,14 90,19-100 98,48 94,78-100 100 98,53-100
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problema de salud, el diagndstico se hace a través
de la observacién al microscopio de la gota gruesa
gue se colorea con Giemsa o con Romanowsky
modificado que, para el caso de Colombia, es el
colorante mas empleado. La sensibilidad y espe-
cificidad de este método estan determinadas por
la densidad de la parasitemia y por la experiencia
del microscopista, con el riesgo de reportar falsos
negativos o una especie del parasito diferente a
la que esta causando la infeccién.

Las muestras de este estudio provenian de zonas
de Colombia donde el diagndstico de malaria se
realiza por microscopistas con un entrenamiento
basico. Se evidencié que la observacién al
microscopio efectuada por ellos es acertada,
orienta hacia el diagnéstico de especie y, por lo
tanto, se puede hacer un tratamiento adecuado.

La prueba de captura OptiMAL® mostro ser muy
sensible (96,97%) para la determinacion de P.
falciparum, hecho que concuerda con lo informado
en un estudio previo (98,1%) realizado en Colombia
(30) y similar a los resultados obtenidos en otros
dos estudios (31,32), pero lejos de lo reportado
por Londofio y colaboradores (33) quienes
obtuvieron una sensibilidad de 40% en una
poblacion cuyo diagnéstico se hizo simulta-
neamente por gota gruesa y OptiMAL®. La
sensibilidad para P. vivax fue inferior (89,66%)
que para P. falciparumy es concordante con lo
descrito en reportes previos (30,32).

La prueba rapida mostro ser muy especifica tanto
para el diagndstico de P. vivax (94,29%) como
para el de P. falciparum (94,29%), concordante
con lo obtenido en trabajos previos llevados a cabo
en Colombia (31,32).

Son contradictorias las razones para explicar los
casos falsos positivos de P. falciparum. Por una
parte, se menciona que la enzima metabdlica
lactato deshidrogenasa (pLDH) puede permanecer
en la sangre hasta 10 dias después de iniciada la
terapia antipaltdica (34) y, por otra parte, que
OptiMAL® no detecta antigeno a menos que los
parasitos estén intactos y funcionales, de tal
manera que los niveles de pLDH declinan
simultdneamente con la disminucién de los
parasitos asexuados (35). Lo cierto es que no se
observaron pardsitos en la gota gruesa, ni se
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obtuvo producto de amplificacion para género y
especie en estos dos casos.

Se ajusta lo encontrado en las pruebas que dan
falso negativo, con lo informado por otros autores
gue han relacionado esta circunstancia con
parasitemias altas (34), como las que en este caso
se presentaron para P. vivax.

En este estudio, la PCR revel6 una sensibilidad
superior a la de la gota gruesa y una especificidad
mayor que la de la prueba rapida, lo que permitié
la deteccion de Plasmodium spp. en muestras
con baja parasitemia y la identificacion de ambas
especies en las infecciones mixtas. La
sensibilidad y especificidad de esta prueba son
similares a lo reportado en estudios previos
usando el mismo protocolo para la amplificacion
del ADN (21,22,24,25).

Con base en los resultados obtenidos en este
estudio, la prueba rapida OptiMAL® Yy la PCR
mostraron valores de sensibilidad y especificidad
comparables con la gota gruesa, que es el método
de referencia para el diagnéstico de malaria.

La prueba répida, a pesar de ser una prueba
cualitativa cuya sensibilidad es de 97% soélo
cuando existen mas de 100 parasitos/ul, de que
no se puede diagnosticar un paludismo mixto ni
hacer un calculo del nimero de parasitos y de
gue en pacientes tratados la presencia de
gametocitos da una prueba positiva para P.
falciparum (15-20), es una herramienta Gtil para
el diagndstico de malaria, puesto que es de facil
interpretacion y requiere un minimo de
entrenamiento para su empleo, sobre todo en
lugares apartados que no cuentan con la
infraestructura adecuada para el diagnéstico por
microscopiay, ademas, las muestras se pueden
conservar a temperatura ambiente en condiciones
hasta de 30 °C sin menoscabo de su viabilidad.

El uso de cualquiera de estos métodos de
diagnéstico requiere del seguimiento y
acompafiamiento por parte de los entes
encargados de la calidad y manejo de los
programas de control del paludismo.

La reaccién en cadena de la polimerasa es el
método mas sensible y especifico que existe
hasta el momento, para el diagnéstico de malaria,
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pero requiere de personal muy bien entrenado y
de unatecnologia apropiada, y frente a las otras
dos pruebas resulta muy costosa. Tiene valor en
pacientes con sintomas y gota gruesa negativa,
para confirmar la especie en los casos en que
existan dudas, en infecciones mixtas y para
evaluar la respuesta al tratamiento.

La gota gruesa es el método de eleccién para el
diagnéstico del paludismo; se debe seguir
entrenando al personal de areas afectadas por esta
grave enfermedad en la lectura de las laminas.

Se proponen las pruebas de captura inmunocro-
matografica como método de confirmacion y se
deben tener disponibles en las zonas afectadas
por esta enfermedad por su alta sensibilidad, su
facil realizacion y su costo accesible.
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