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Evaluacion de la prueba NOW® ICT Pf/Pv para el diagnostico de Malaria

en Venezuela

Rosalba Pabon!, Carla Telo?, Albina Wide'*, Noraida Zerpa®, Jacinta Capaldo',
Alfredo Noda*, Anibal Carrasquel® & Oscar Noya'?

Se evalud la prueba Now® malaria ICT Pf/Pv. en personas con sintomas de malaria
provenientes de dos areas endémicas de Venezuela: estado Sucre en la region noreste costera
(n=71) y el estado Amazonas en el sur (n=86). 102 muestras resultaron positivas (73 P. vivax, 25
P. falciparum, 2 P. malariae y 2 infecciones mixtas), 55 muestras resultaron negativas mediante el
examen microscopico. La sensibilidad, especificidad, VPP y VPN del Now® malaria ICT P.f/P.v. para
el diagnostico de malaria fue 81,4%, 100%, 100% y 74,3%, respectivamente y un Kappa de 0,75. En
Sucre la sensibilidad fue de 96,3%, especificidad 100%, VPP 100%, VPN 89,5% y Kappa 0,93 para
P. vivax. En Amazonas, la sensibilidad fue 81%, especificidad y VPP 100%, VPN 90,5% y Kappa
0,85 para infecciones activas por P. vivax y P. malariae. Esta sensibilidad para P. vivax aumenta con
parasitemias entre 101-500 par/uL. Para P. falciparum la sensibilidad fue 51,9%, especificidad de
100%, VPP de 100%, VPN de 74,5% y un Kappa de 0,56. La sensibilidad del método es de 100%
para densidades mayores a 500 par/uL. La concordancia encontrada en este estudio entre la prueba
Now® malaria ICT P.f/P.v. y el método parasitolégico para las especies P. vivax / P. malariae, aunque
no para P. falciparum, aporta un valor adicional a las ya conocidas caracteristicas de la prueba tales
como procedimiento facil, rapidez e interpretacion de los resultados en areas de dificil acceso, por
lo que concluimos que es una herramienta alternativa para el diagnéstico de malaria, sin llegar a

sustituir el método parasitolégico convencional.
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INTRODUCCION

La malaria junto con la tuberculosis,
constituye una de las enfermedades infecciosas
mas importantes del mundo por su alta morbilidad
y mortalidad (Greenwood & Mutabingwa, 2002),
produciéndose entre 300 a 500 millones de casos
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anualmente y aproximadamente 3 millones de muertes,
de los cuales 90% ocurren en Africa, especialmente en
nifios y el resto en el continente asiatico y en América
del Sur (WHO, 2005).

En Venezuela se producen alrededor de
45.000 casos por afo, siendo los estados Amazonas,
Bolivar y Sucre los de mas alta incidencia (MSDS,
20006). En nuestro pais hay una tendencia al incremento
en el nimero de casos, reportandose 29.744 casos para
el 2002 y 37.062 casos para 2006 (Caceres & Vela,
2002; MSDS, 2006). Una del las herramientas claves
en el control de la malaria es el diagnostico oportuno
y preciso que conduzca al tratamiento adecuado. La
microscopia de extendidos de sangre para detectar
los parasitos causantes de la malaria continta siendo
la prueba de oro para el diagndstico parasitologico
(Petersen, et al., 1996; Hanscheid, 1999), permitiendo
estimar la parasitemia, diferenciar las cuatro especies
y sus estadios. Sin embargo, tiene ciertas limitaciones
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(personal capacitado y microscopios con Opticas de
calidad), las cuales han conducido al desarrollo de
nuevos métodos de diagnodstico disponibles para
las condiciones de campo. Esos métodos incluyen
diferentes técnicas basadas en la biologia molecular
(PCR anidada y PCR en tiempo real). El limite de
deteccion de estos métodos (2.5 a 10 parasitos/pL)
es similar a los de la microscopia, pero en general
son mas dificiles de realizar y su uso esta restringido
a los centros de referencia (Snounou et al., 1993a;
Snounou et al., 1993b; Ndao et al., 2004; Siribal
et al., 2004; Malhotra et al., 2005). Otras técnicas
de laboratorio para el diagnéstico de la malaria
consisten en la deteccion de anticuerpos y captura
de antigenos circulantes de Plasmodium spp. La mas
simple, y por consiguiente conveniente para el uso
en el campo, es una prueba inmunocromatografica,
basada en la captura de antigenos de Plasmodium
spp. El ParaSightTM-F (Beckton y Dickinson)
(Makler, 1998) detecta la proteina rica en histidina
(HRP2); el OptiMAL (Flow Inc., Portland, Org.)
(Piper et al., 1999; Quintana et al., 1998), captura la
enzima lactato deshidrogenasa del parasito (pLDH);
y la prueba PATH Malaria Falciparum IC (Moody,
1998) usa un anticuerpo monoclonal (Ig M) que se
une al antigeno HRP2 y el Now® malaria ICT Pf/P.v.
(Binax, Inc., Portland, ME) (Srinivasan et al., 2000),
el cual se basa en la captura de dos antigenos: la HRP2
especifica de P. falciparum y la enzima aldolasa que
es comun tanto para P. falciparum como para P. vivax
y P. malariae. El objetivo de este fue determinar la
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo
(VPP) y el valor predictivo negativo (VPN) de la
prueba de diagnostico rapida Now® malaria ICT
Pf/Pv. para el diagnostico de malaria causada por
P. falciparum y P. vivax en dos areas endémicas en
Venezuela.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

La investigacion se llevo a cabo durante
los meses de mayo y agosto de 2002, en dos focos
malaricosde Venezuela. Los Municipios seleccionados
fueron considerados de alto riesgo, basados en el
Indice Parasitario Anual (IPA) para el 2001-2002. En
el foco Oriental, se estudié el Municipio Cajigal del
Estado Sucre con un indice parasitario anual (IPA) de
11,47. En este foco predominan las infecciones por
P, vivax (99,77%) reportandose el mayor numero de
infecciones para el afio 2001. En el foco meridional, se
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estudiaron las poblaciones de los Municipios Atures,
Manapiare y Alto Orinoco del Estado Amazonas con
un Indice Parasitario Anual (IPA) de 71,58. Aunque
en este foco predomina P. vivax, es relevante las
infecciones por P falciparum (32,21%) (MSDS,
2002).

Pacientes

Se estudiaron un total de 157 pacientes,
de cualquier edad que presentaran en las 48 horas
previo a la consulta, fiebre (> 38°C) con o sin otro
concomitante, en los centros de referencia de
Malariologia. Del total de pacientes 71 pertenecian
al Municipio Cajigal del Estado Sucre y 86 al estado
Amazonas (29 de Manapiare, 9 de Atures y 48 de
Mavaca).

Todos los participantes ingresaron volunta-
riamente a la evaluacion, habiendo firmado el
consentimiento informado. Se tomaron tres muestras
de sangre, por puncion con lanceta en el 16bulo de la
oreja, dos para la realizacion de la gota gruesa y el
extendido, y 15 uL en un tubo capilar para la prueba
de Now® malaria ICT Pf/Pv.

Prueba inmunocromatogrdafica (Now® malaria ICT
Pf/P.v.)

Este ensayo permite la deteccion en sangre
completa de antigenos circulantes: uno especifico
de P falciparum y otro especifico del género
Plasmodium. El estuche contiene anticuerpos
especificos contra el antigeno HRP2 de P. falciparum
y anticuerpos especificos para la enzima aldolasa
(antigeno pan-malaria) inmovilizados en una tira de
papel de nitrocelulosa. Los ensayos fueron realizados
de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los
resultados fueron examinados e interpretados por
3 observadores independientes sin conocimiento
de los resultados obtenidos por microscopia. Los
resultados finales de los ensayos fueron registrados
como positivo o negativo basandose en el acuerdo de
la mayoria.

Diagnostico por microscopia

Las laminas conteniendo gota gruesa y
extendido fueron coloreadas con solucion de Giemsa
por 15 minutos. La presencia de parasitos fue
detectada con un objetivo de inmersion (1.000 x de
magnificacién) y comparado con la prueba rapida
a “ciegas”. La parasitemia fue medida contando el
nimero de formas asexuales en 500 leucocitos y se
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aplico la formula siguiente: el Numero de parasitos x
6.000 leucocitos/pL/ 500 leucocitos (Quifionez ef al.,
1997).

Andalisis estadistico

La informacion obtenida fue almacenada en
una base de datos y analizada con el programa Epi-
info version 6.0 (Dean et al., 1995) considerando
como prueba “oro” a la gota gruesa y al extendido de
sangre coloreados con Giemsa.

Las variables consideradas fueron el
numero de verdaderos positivos (VP), los verdaderos
negativos (VN), los falsos positivos (FP) y los falsos
negativos (FN). La sensibilidad se calculd de la
manera siguiente VP / (VN + FN), la especificidad se
calcul6 como VN / (NV + FP), los valores predictivos
positivo (VPP) y negativo (VPN) se calcularon como
VPP=PV / (PV+FP), VPN: NV/(NV+FN). También,
se calculo el coeficiente de concordancia (Kappa) de
la siguiente formula: k&= Po-Pe / 1-Pe; donde Po es la
proporcion de concordancias observadas y Pe es la
proporcion de concordancias esperadas.

Po= VP +VN/ N° de muestras totales

Pe= (VP +FP) x (VP +FN) + (FN +VN) x (FP + VN)
/ (N° total)2

Los datos fueron calculados con un intervalo de
confianza (IC) del 95%.

El indice Kappa representa la proporcion de
concordancia ademas de la esperada por casualidad
y su valor varia de -1 (desacuerdo total) a +1
(concordancia total). El cero indica lo mismo que
las lecturas hechas por casualidad, observandose
valores de: < 0,00 = mala, 0,00-0,20= “pobre”, 0,21-
0,40 = “sufrible”, 0,41-0,60 = “regular”, 0,61 — 0,80
“buena”, 0,81 — 0,99= “optima” y 1,00= “perfecta”
(OPS/OMS, 1999).

RESULTADOS

Se evaluaron 157 muestras de las cuales
54% pertenecian al sexo masculino y 46% al sexo
femenino, con un rango de edades entre 6 dias a 75
afios, y con un promedio de 23,4 afios, siendo los mas
afectados los menores de un 1 afio (45%). Un total
de 102 muestras resultaron positivas de los cuales 73
correspondieron a infecciones por P. vivax, 25 a P,
falciparum, 2 a P. malariae y 2 infecciones mixtas,
las restantes 55 muestras resultaron negativas para la
infeccion mediante el examen microscopico.
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La sensibilidad, especificidad, VPP y VPN
de la prueba Now® malaria ICT Pf/Pv. para el
diagndstico de malaria sin considerar las especies
parasitarias y las densidades fueron de 81,4% (IC
72,2-88,1), 100% (IC 91,9-100), 100% (IC 94,5-100)
y 74,3% (IC 65,6-83,5), respectivamente, con un
valor Kappa de 0,75 (Tabla I).

En el estado Sucre para P, vivax la sensibilidad
fue de 96,3% (IC 86,2-99,4), la especificidad de 100%
(IC 77,1-100) igualmente el VPP 100 (IC 91,4-100), el
VPN 89,5% (IC 65,5-98,2) y el valor de concordancia
Kappa fue de 0,93 (Tabla I).

En el estado Amazonas, se encontrd que la
sensibilidad para P. vivax y P. malariae fue de 81%
(IC 57,4-93,7), especificidad y VPP de 100% (IC
88,6-100 y 77,1-100) respectivamente, el VPN de
90.5% (IC 76,5-96,9) y Kappa de 0,85. También se
registraron variaciones en la sensibilidad segun las
densidades parasitarias, con un resultado del 25%
para densidades menores o iguales a 100 par/uL,
de 75% para aquellos entre 101-500 par/pL, no se
obtuvieron muestras con densidades entre 501-1.000
par/uL y con densidades mayores a 1.000 par/uL fue
de 100% (Tabla II).

Para los casos de infecciones por P
falciparum en el estado Amazonas particularmente
en el Municipio Alto Orinoco se encontrd que la
sensibilidad de la prueba inmunocromatografica fue
de 51,9% (IC 32,4-70.8), especificidad de 100% (IC
88,6-100), VPP de 100% (IC 73,2-100), VPN de
74,5% (IC 60,1-85,2) y un Kappa de 0,56, es decir,
los resultados en la escala de concordancia “Kappa”
fueron clasificados como regular (Tabla I). Con
respecto a las densidades parasitarias, la sensibilidad
del método fue 10% para densidades menores o
iguales a 100 par/uL, 64% para densidades entre 101-
500 par/uL y 100% para densidades mayores a 500
par/uL (Tabla II).

DISCUSION

En Venezuela a pesar del alto porcentaje de
clasificacion correcta de los diagnésticos de malaria
(99,6%) mediante la gota gruesa y extendido, se ha
encontrado que la concordancia entre los resultados
de infecciones mixtas solo alcanza la categoria de
buena (k=0,66) (Caceres ef al., 2000).
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Tabla I. Evaluacion de la prueba Now® malaria ICT Malaria P.f/P.v. en la deteccion de infecciones por P.
falciparum y P. vivax en pacientes con diagnéstico presuntivo de malaria en Venezuela.

Sensibilidad Especificidad o o
%(IC) %(1G) VPP %(IG) VPN %(IC) Kappa

Esb?fixsucre 96,3 (86,2-99.4) 100 (77,1-100) 100 (91,4-100) 89,5 (65,5-98,2) 0,93
Estado Amazonas
P vivax/ 81,0 (57,4-93,7) 100 (88,6-100) 100 (77,1-100)  90.5 (76,5-96,9) 0,85
P. malariae
P. faciparum 51,9(32,4-70,8) 100 (88,6- 100) 100 (73,2-100) 74,5 (60,1-85,2) 0,56
Total 64,6 (49,4-77,4) 100 (88,6-100) 100 (86,3-100) 69,1 (55,0-80,5) 0,62
Estados Sucre y Amazonas
P. vivax 92,0 (82,8-96,7) 100 (91,9-100) 100 (93,4-100) 90,2 (79,1-95,9) 0,91
Pvy Pf 81,4 (72,2-88,1) 100 (91,9-100) 100 (94,5-100) 74,3 (62,6-83,5) 0,75

IC: Intervalo de confianza 95%

Tabla Il. Sensibilidad de la prueba Now® malaria ICT Malaria P.f/P.v. en la deteccién de infecciones por P.
falciparum y P. vivax, en relacion a las densidades parasitarias.

Densidades <100 101-500 501-1.000 1.000-5.000 >5.000
Plasmodium vivax
Estado Sucre 50,0 100 87,5 100 100
Estado Amazonas 25,0 75,0 -- 100 100
Estados 33,3 92,31 87,5 100 100
Sucre y Amazonas
Plasmodium falciparum
Estado Amazonas 10,0 64,0 100 100 100

Densidad parasitaria en par/uL Sensibilidad en %

En paises como el nuestro, donde coexisten
infecciones por P. vivax, P. falciparum y P. malariae
es necesario disponer de métodos capaces de detectar
y diferenciar estas especies (MSDS, 2002, 2006).

La prueba de Now® malaria ICT Pf/Pv.
es una prucba rapida de inmunodiagndstico que
detecta la proteina HPR2, especifica de P. falciparum
y concomitantemente un antigeno comun a todas las
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especies de plasmodios, permitiendo asi el diagndstico
diferencial de las especies (Tjitra et al, 1999;
Walter Reed Army Institute of Research, Maryland
USA, 2001). Sin embargo, esta prueba no permite
discriminar las infecciones mixtas y diferenciar entre
P vivax y P. malariae (Wongsrichanalai et al., 2003).
El presente estudio se llevd a cabo con el proposito
de evaluar la prueba Now® malaria ICT Pf/Pv. en
areas endémicas del pais utilizando la gota gruesa y
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extendido de sangre coloreado con Giemsa como la
prueba de referencia (prueba oro) en personas con
diagnostico presuntivo de malaria.

La sensibilidad de la prueba Now® malaria
ICT Pf/P.v. para el diagnostico de malaria por P. vivax
0 P. malariae en este trabajo fue significativamente
superior a los reportados por otros autores (Tjitra et
al., 1999; Walter Reed Army Institute of Research,
Maryland USA. 2001). No obstante, la sensibilidad
fue variable seglin las densidades parasitarias siendo
de 33,3% para parasitemias menores o iguales a
100 par/uL y aumentando frente a parasitemias
superiores, lo cual concuerda con otros estudios
(Walter Reed Army Institute of Research, Maryland
USA. 2001). La intensidad de la linea indicadora de
positividad varié también de acuerdo con la densidad
parasitaria, tal como lo han reportado otros autores
(Wongsrichanalai ef al., 2003).

Al comparar la sensibilidad de este método
en las diferentes localidades se encontro que en el
Estado Amazonas fue menor que en el Estado Sucre.
Posiblemente, esto sea debido a que el nimero
de muestras con parasitemias menores o iguales a
100 par/uL fue mayor en Amazonas, caracteristica
de estas areas endémicas, donde la poblacion esta
constantemente sometida al estimulo antigénico y
por ende pudieran haber desarrollado una inmunidad
mayor que permita mantener densidades parasitarias
bajas. De alli que esta prueba no resulta ser costo
efectiva para el control de malaria en zonas altamente
endémicas donde existan pacientes asintomaticos
(Coleman et al., 2002). Sin embargo, si se consideran
parasitemias superiores, la sensibilidad es similar
en los Estados Amazonas y Sucre. Asi mismo, no se
encontrd diferencias en cuanto a la especificidad del
método en el diagndstico para infecciones por P. vivax
con respecto al origen de las muestras, observaciones
similares han sido referidas en otros estudios (Tjitra
et al., 1999; Walter Reed Army Institute of Research,
Maryland USA, 2001; Arospide et al., 2004). También
se encontrd que el VPP fue superior a los valores
reportados por otros autores (Tjitra, et al., 1999), esto
posiblemente sea debido a que en esta investigacion
no se encontraron falsos positivos. E1 VPN con esta
prueba para el diagnostico de P. vivax o P. malariae
fue de 90,2 %, con una diferencia de 1 % entre ambos
estados, coincidiendo con los resultados de otros
estudios (Tjitra et al., 1999). Por lo tanto, se puede
inferir que existe una concordancia optima (k=0,91)
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entre este método y el diagndstico microscopico. La
baja sensibilidad encontrada en este estudio (51,9
%) para el diagnostico de malaria por P. falciparum
difiere de la reportada por otros autores, quienes
reportan sensibilidades entre 93 y 100 % (Bustos et
al., 1997; Gholam- Hossein Edrissian Pharm D. 1997,
Valecha et al., 1997; Tjitra et al., 1999; Walter Reed
Army Institute of Research, Maryland USA, 2001).

La especificidad de la prueba para el
diagnostico de las especies de Plasmodium fue similar
a la reportada por otros investigadores, cuyos valores
oscilanentre 89,8 y 100 % (Bustos et al., 1997; Valecha
et al., 1997; Tjitra et al., 1999). La concordancia
encontrada entre la prueba Now® malaria ICT PJ/
Pv. y la microscopia fue optima (k=0,85) para el
diagndstico de infecciones por P. vivax, indicando
la utilidad de la prueba en areas donde predomina
P vivax y las parasitemias sean >500 parasitos/uL
de sangre. Es de hacer notar que aunque el valor de
Kappa entre la prueba Now® malaria ICT Pf/Pv. y
la microscopia para la deteccion de P, falciparum fue
regular (k=0,56) en aquellas areas donde la poblacion
ha estado expuesta a un mayor numero de infecciones
y por ende presentan densidades parasitarias bajas,
el método tiene igualmente utilidad debido a que a
un microscospista bien entrenado le resulta dificil
detectar parasitemias muy bajas, aunado a la carencia
de equipos con optica adecuada y una infraestructura
apropiada.

En conclusion la prueba Now® malaria
ICT Pf/Pv. (Binax) es rapido, facil de realizar e
interpretar, con una alta especificidad (100%) y
una considerable sensibilidad para P. falciparum y
P. vivax, que fueron las especies diagnosticadas en
este estudio. Aunque la sensibilidad disminuye a
parasitemias menores de 500 parasitos/uL de sangre.
Todas estas cualidades aseguran que este método sea
una alternativa aplicable en areas de dificil acceso,
permitiendo la aplicacion de un tratamiento oportuno,
evitando asi las complicaciones, especialmente en
la malaria causada por P. falciparum, cuando los
parasitos no son detectados por microscopia ya que
estan secuestrados en el endotelio vascular (Simalut
et al., 1999). Consideramos que este método no
puede sustituir la gota gruesa y extendido para el
diagndstico de malaria, sin embargo es una excelente
herramienta complementaria tanto en el campo como
en el laboratorio.
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Evaluation of the Now® malaria ICT Pf/Pv.
test for the diagnosis of malaria in Venezuela

SUMMARY

We evaluated the Now® malaria ICT Pf/
Pv. test in symptomatic malaria patients from two
different endemic areas of Venezuela: Sucre state in the
northeastern costal region (n=71) and the Amazonas
state in the south (n=86). One hundred two patients
were positive by thick and thin blood smears, 73 with
Plasmodium vivax , 25 with P. falciparum , 2 with P,
malariae and 2 with mixed infections. Some 55 blood
samples were negative. The sensitivity, specificity,
PPV, NPV of the Now® malaria ICT Pf/Pv. test,
were 81.4%, 100%, 100% and 74.3%, respectively
and a Kappa of 0.75. With blood samples from Sucre
state, the sensitivity was 96.3%, the specificity 100%,
the PPV 100%, NPV 89.5% and a Kappa of 0.93 for
P, vivax. In Amazonas State, the sensitivity was 81%,
the specificity and PPV 100%, the NPV 90.5% and
a Kappa of 0.85 for P. vivax and P. malariae. This
sensitivity increased for P. vivax when parasitaemias
were above 101 parasites/ul. For P, falciparum , the
sensitivity was 51.9%, the specificity 100%, the PPV
100%, NPV was 74.5% and a Kappa of 0.56. The
sensitivity was 100%, with more than 500 parasites/
mL for this species. The high concordance found
in this test with the thick and thin blood smear for
all malaria species except P. falciparum gives an
additional value to this dipstick, along with other
well known characteristics such as the rapid and easy
handling and interpretation in areas of difficult access.
We concluded that the immunochromatographic test
is a valuable additional diagnostic tool for malaria but
not a substitute of the classical thin and thick blood
smear.
Key words: Malaria, diagnosis, immuno-
chromatographic test, Venezuela.
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