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RESUMEN

Introduccién: a pesar de que se ha logrado reducir la morbilidad y la mortalidad
de la malaria en Africa, esta constituye aln un importante problema de salud en
Angola, y su capital, Luanda.
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Objetivo: comparar la ejecucion de la microscopia contra un método de tiras de
diagndstico rapido para el diagndstico de la malaria.

Material y Métodos: se llevé a cabo un estudio de corte transversal para evaluar
la precision de una prueba rapida para el diagnéstico del paludismo. Entre
diciembre de 2013 y marzo de 2014; se seleccionaron aleatoriamente 1 000
muestras de sangre de pacientes quienes acudieron a los laboratorios por
diagndstico sospechoso de malaria, las que fueron analizadas por gota gruesa, y
una prueba de diagndstico rapido (SD Bioline Malaria AntigenPf/Pv®). Se evalud la
concordancia, la validez y la seguridad de ambos métodos, y para ello las gotas
gruesas, fueron consideradas como la "prueba de oro".

Resultados: se obtuvo una mayor frecuencia de positividad con las TDR que con
las gotas gruesas en dos de los centros de salud (p<0,05). Al comparar los valores
de concordancia, validez y seguridad entre los métodos empleados para el
diagnéstico de la malaria se obtuvieron valores de concordancia superiores con la
gota gruesa que con las TDR. De la misma forma, la especificidad y los valores
predictivos de los positivos también fueron superiores con las gotas gruesas
(p<0,01).

Conclusiones: este estudio permite considerar esta técnica de diagndstico rapido
como un método adecuado y sensible para diagnosticar infecciones por P.
falciparum en Luanda.

Palabras clave: tiras de diagndstico rapido, microscopia, gota gruesa, centros de
salud de Angola.

ABSTRACT

Introduction: despite of National programs for control have reduced the morbidity
and mortality because of malaria in Africa, this parasitic disease is still an important
public health problem in the continent, in the Republic of Angola, and its capital
Luanda.

Objective: to compare the skills of technicians on malaria microscopy and to
compare the microscopy against a rapid diagnostic test (RTD) in health centers
from Luanda.

Material and Methods: among December 2013 y march 2014, one thousand
samples were randomly selected from patients visiting laboratories because of
suspected diagnosis of malaria. These samples were observed by 20 technicians in
10 health centers from Luanda. A blood sample was taken by every person in order
to be examined by thick smear (TS) and a RTD (SD Bioline Malaria Antigen
Pf/Pv®). The concordance, the validity, and safety of both methods were
evaluated, and the gold standard was defined by thick smears observed by four
malaria expert technicians.

Results: the frequency of positivity obtained with RTD was higher than with TSin
health centers from Kassequel, Samba, and Km 12 (p<0.05). The comparison of
concordance, validity, and safety between used methods for the diagnosis of
malaria showed concordance values with TS higher than RTD. The specificity and
predictive values for positives were upper with TS than RTD (p<0,01).
Conclusions: this study showed the RTDBioline Malaria Ag f/Pv®, is an adequate
and sensible method for the diagnosis of P. falciparum infections in Luanda.

Key words: rapid diagnostic tests, microscopy, Angola health centers, thick smear.
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INTRODUCCION

La malaria constituye adn un importante problema de salud tanto en el continente
africano como en la Republica de Angola. A pesar de que los programas nacionales
de control, han logrado reducir la morbilidad y la mortalidad en la mayoria de las
areas endémicas del Africa subsahariana donde influye fuertemente en la
morbilidad y mortalidad materna e infantil.>? Sin embargo, sigue siendo ain un
reto el uso mas efectivo de los limitados recursos y la direcciéon selectiva de los
mismos hacia aquellas areas donde pudieran tener mayor impacto.*

En Angola, se producen alrededor de 3,4 millones de casos de malaria al afio,
principalmente por Plasmodium falciparum.® La transmisién ocurre todo el afio con
una mayor estacionalidad en el Sur. Se ha estimado que esta parasitosis es
responsable de 35 % de la mortalidad en nifios menores de 5 afios, de 25% de la
mortalidad materna, y de 60% en los nifios ingresado por debajo de 5 afios. +°

En la ciudad de Luanda, capital de Angola, viven alrededor de 4,5 millones de
personas, casi la cuarta parte de la poblacién angolana, y en ella, ocurren mas
casos de malaria que en cualquier otra provincia del pais, aunque la mayoria de los
casos son diagnosticados solo clinicamente y no existe informacién sobre los
lugares donde esta parasitosis pudo haber sido adquirida.* Algunas evaluaciones
han demostrado que en los centros de salud de esta ciudad, solo una pequefia
parte de los pacientes febriles con diagnodstico de malaria es confirmada por el
laboratorio, lo que ocurre a pesar de que una gran proporcion de los pacientes son
diagnosticados y tratados por malaria. * Todo esto ha demostrado que se requiere
una mejoria tanto el diagndéstico de la fiebre como el de la malaria por parte del
personal de salud.*

La microscopia de la gota gruesa (GG) ha sido considerada el método de eleccion
para determinar la prevalencia de la malaria en encuestas epidemiolégicas,
permitiendo la cuantificacion y la diferenciacion de las especies Plasmodium a un
bajo costo. ©® Mas recientemente, las técnicas de tiras de diagndstico rapido (TDR)
fueron introducidas como herramientas de pesquisa en las encuestas de campo,
pues al dar resultados rapidos permiten el tratamiento in situ. °*° De hecho las TDR
se han usado como Unico método para monitorear las infecciones por Plasmodium
en los programas de vigilancia de Tanzania, Gambia y hasta en algunas regiones de
Angola.***3

La eleccion entre la microscopia y las TDR no es siempre facil, pues el desarrollo
operacional de ambos procedimientos diagndésticos varia en dependencia de la
intensidad de la transmision, la prevalencia de las infecciones y la densidad
parasitaria.>'**® Se ha informado que la microscopia detecta casi 75% de las
infecciones con malaria en areas de alta transmision, mientras que en las de baja
transmision se pueden perder hasta 88% de las infecciones. ¥ Ademas, el nivel de
experiencia de los técnicos, la calidad de los equipos, y la carga de trabajo pueden
llevar a estimaciones incorrectas de la densidad parasitaria y en la diferenciacion
de las especies.**®

OBJETIVO

Comparar la ejecucion de la microscopia contra un método de tiras de diagndstico
rapido para el diagnéstico de la malaria.
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MATERIAL Y METODOS

Se llevé a cabo un estudio de corte transversal en el periodo comprendido entre
diciembre de 2013 y marzo de 2014 en Luanda, Angola.

Para la seleccién de la muestra se escogieron aleatoriamente 10 centros de salud
de Luanda: Kassequel, Samba, Rangel, Sapu Il, Zango |, Boa Vista, Funda, Zango
I, Km 12, y Kilamba. En cada centro de salud se seleccionaron al azar 100
muestras de pacientes, quienes acudieron al laboratorio por diagnoéstico sospechoso
de malaria. En cada uno de ellos se seleccionaron dos microscopistas al azar que
realizaban habitualmente el diagnéstico de la malaria por GG y TDR.

Se determinaron las caracteristicas intrinsecas (sensibilidad y especificidad) y
extrinsecas (Valor Predictivo Positivo (VPP) y Valor Predictivo Negativo (VPN)), asi
como la concordancia con el indice kappa (IK) de dicha prueba de diagnéstico
rapido frente a la prueba diagnéstica de referencia.

A cada paciente se le entreg6 un consentimiento informado para poder ser incluido
en la investigacion, y previa aprobacion del mismo se le extrajo una muestra de
sangre para estudio por gota gruesa, la que fue procesada siguiendo las normas
técnicas nacionales para el diagnéstico de malaria *°

Las pruebas de diagndstico rapido (SD Bioline Malaria AntigenPf/Pv®), fueron
procesadas e interpretadas siguiendo las instrucciones del fabricante *’ y el
resultado se mantuvo en discreciéon para no interferir con los resultados de la GG.

Adicionalmente, todos los casos positivos fueron remitidos a un médico del mismo
centro para ser tratados de forma gratuita.

Finalmente se obtuvieron 1 000l muestras (100 por cada centro), las que fueron
observadas por GG y TDR por los 20 técnicos seleccionados de los 10 centros de
salud. Posteriormente, a cada GG se le hizo 4 confirmaciones con la misma técnica
microscopica de GG por 4 técnicos expertos del Laboratorio Nacional de Salud
Publica de Luanda, para confirmar el diagnostico inicial realizado por los técnicos
involucrados en este estudio.

Las variables de estudio para cada técnica fueron los casos positivos y negativos.
Ellas fueron recogidas en una base Microsoft-Excel y procesadas con el paquete de
programas Epidat 3.1 (Direccion Xeral de Saude Publica, Organizacion
Panamericana de la Salud, Galicia, Espafia) y Epilnfo version 6.04. Se determinaron
las frecuencias en porcentajes y para comparar las variables cualitativas se
utilizaron pruebas de comparaciéon de proporciones.

Se determiné el indice de kappa de Cohen *® con sus respectivos intervalos de
confianza, para evaluar la concordancia entre los resultados. Para determinar la
validez se estimaron los valores de la sensibilidad y especificidad diagnéstica,
mientras que la seguridad de ambos métodos fue determinada por los valores
predictivos de los positivos y los negativos *°

Las GG realizadas por los 4 técnicos expertos, y que fueron totalmente coincidentes
en sus resultados entre ellos, fue considerada como la "prueba de oro" para
compararla contra las GG realizadas por los 20 técnicos en los 10 centros de salud
de Luanda primero, y con los resultados de las tiras rapidas después.
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Para comparar los indices de kappa se empleo la prueba de homogeneidad de

kappa, teniendo en cuenta los errores estandares. En todos los casos se

consideraron como significativos los valores de p<0,05.

RESULTADOS

En la Tabla 1, al comparar la frecuencia de positividad a Malaria por los diferentes
métodos, encontramos que con la técnica de diagndstico rapido, se obtuvo una
mayor frecuencia de positividad (p<0,05) que con la técnica de GG por los técnicos
en los centros de salud de Kassequel, Samba, y el de Km 12. En el resto de los
centros de Salud no se encontraron diferencias significativas en las frecuencias de

positividad entre los métodos evaluados (p>0,05).

Tabla 1. Comparacién de la positividad de las gotas gruesas examinadas
por expertos, con las vistas por técnicos locales, y el método rapido
para el diagnostico de la malaria

GG positivas
examinadas

GG positivas
examinadas por

Centros de por expertos™ | técnicos locales
Salud No. % No. %
Kassequel 0 0 1] 0
Samba

Rangel 6 6 6 6
Sapu II 14 14 14 14
Zango I 12 12 12 12
Boa Vista 44 44 44 44
Funda 7 7 12 12
Zango II 35 35 35 35
Km 12 2 2 2 2
Kilamba 6 6 6 6
Total 126 12,6 131 13,1

TDRs 5D

Biolinepositivos
Malaria Ag f/Pv

MNo.
3

8
14
13
45
12
35

9

8

151

%
3
4
8

14

13

45

1z

35
9
8

15,1

Valor de
P

P<0.05
P<0.05
NS
NS5
NS
NS
NS
N5
P<0.05
N5
N5

* Coincidentes totalmente en 4 confirmaciones que hicieron 4 técnicos de experiencia.

Al comparar los valores de concordancia, validez y seguridad entre los métodos
empleados para el diagnéstico de la malaria en los 10 centros de salud evaluados
en Luanda (Tabla 2), y teniendo como "prueba de oro" los resultados confirmados
por 4 observadores expertos, se determind que los valores de concordancia (indice
de kappa) fueron superiores con la GG que con las tiras rapidas (Prueba de
homogeneidad de kappas, p<0,01). De la misma forma, la especificidad y los
valores predictivos de los positivos también fueron superiores con la GG que con el
meétodo rapido (p<0,01). Debe destacarse que no se encontraron diferencias
significativas en los valores de sensibilidad y los valores predictivos para los
negativos entre la GG realizadas y los obtenidos con las técnicas de tiras rapidas en

la red de salud (NS).
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Tabla 2. Concordancia, validez y seguridad entre los métodos para el diagndstico de la malaria

GG examinadas por
expertos™ contra TDRs
SD Bioline Malaria Ag

GG examinadas por
expertos® contra GG

Pardametros a evaluar -
realizadas en el centro

fiPv
Valor de P
Valor (IC al 95 %) Valor (IC al 95 %)
Concordancia Indice de Kappa 0,98 (0,96-0,99) 0,89 (0,85-0,93) P<0,01%*
valid Sensibilidad 100 (99,60-100) 100 (99,60-100) P<0,05%**
alidez
Especificidad 99,43 | (98,87-99,99) | 97,14 | (95,98-98,30) | P<0,01%*=
Valor predictivo
para los I
positivos 96,18 (92,52-99,85) 83,44 (77,18-89,70) P<0,01
Seguridad —
Valor predictivo
para los 100 (99,94-100) 100 (99,94-100) | P<0,05=*=
negativos

* Coincidentes totalmente en 4 confirmaciones que hicieron 4 técnicos de experiencia.
** Prueba de homogeneidad de kappas.
**= Prueba de comparacion de proporciones.

DISCUSION

Las pruebas de diagndstico rapido que existen, comercialmente se basan en la
deteccion de la deshidrogenasa lactica parasitaria (pLDH), la proteina 2 rica en
histidina (HRP I1) y la aldolasa. *” Estas técnicas estan disponibles en la mayoria de
los centros de salud de Luanda, Angola, y existen evidencias anecdéticas de falsos
resultados negativos. Algunas de estas técnicas han demostrado un valor
predictivo de 69,0% lo que hace que no sean siempre Optimas en relacién con la
microscopia de referencia.’

Llama la atencién que en este estudio la técnica SD Bioline Malaria Ag f/Pv), obtuvo
una mayor frecuencia de positividad que la GG en tres de los centros de Salud de
los 10 evaluados. En un estudio realizado también en Angola, en el que se utilizo
como "prueba de oro" un método de PCR, se encontré que la TDR de Paracheck-
Pf® tuvo una mayor sensibilidad, especificidad y valor predictivo para los positivos
que la microscopia.?® Es necesario aclarar que el rendimiento de algunos métodos
inmunocromatograficos de diagnoéstico rapido, como los que detectan histidinas,
pudiera estar afectado por la deteccién de antigenemias de infecciones previas, lo
cual pudiera llevar a falsos positivos y a una sobrestimacién de la prevalencia 223

La prueba inmunocromatografica evaluada usa un anticuerpo monoclonal especifico
contra la proteina Il rica en histidina (HRP-11) de P. falciparum y otro anticuerpo
monoclonal especifico para la deteccion de la lactato deshidrogenasa de P. vivax,
haciendo posible diagnosticar infecciones causadas por P. falciparum o P. vivax de
manera independiente, o infecciones mixtas por ambas especies. Ademas, esta
prueba rapida ha sido disefiada para ser almacenada y trabajada a temperaturas de
uno a 40°C, lo cual la hace aplicable en condiciones de campo, sin requerir
refrigeracion.

Se ha demostrado que la detecciéon de histidinas es de mayor duracion que la de
lasLDH en sangre, aunque los niveles de esta ultima pueden ser detectables por
técnicas inmunocromatograficas hasta 7 dias después de ser curada la infeccién %3
lo que pudiera explicar la presencia de algunos falsos positivos en nuestro estudio.

Adicionalmente las sensibilidades de algunas TDRs pueden variar debido a su
vulnerabilidad a las temperaturas extremas y a la alta humedad, especialmente
durante el desarrollo de encuestas de campo en paises tropicales.?* Otro estudio
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demostro la superioridad de la técnica rapida Bioline Malaria Ag f/Pv® cuando se
compar6 con la de Paracheck-Pf®.%°

CONCLUSIONES

Este trabajo nos permite considerar la técnica de diagnéstico rapido Bioline Malaria
Ag f/Pv, como un método adecuado y sensible para diagnosticar infecciones por P.
falciparum en Luanda. Aunque no se ha demostrado la existencia del fenébmeno de
prozona especificamente con este método comercial, como ha sucedido con otras
técnicas rapidas que detectan histidinas,?® ?’ seria oportuno evaluar esta
posibilidad con este método inmunocromatografico. El desarrollo de otros estudios
como los comparativos de costos %2 seria recomendable antes de la extensién
definitiva de estas técnicas rapidas en la red nacional de laboratorios de Angola.
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