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Validacion de la prueba CareStart™ para la detecciéon de malaria en la
comunidad Cahaboncito, Panzos, Alta Verapaz

. RESUMEN

Las pruebas de diagndstico rapido estan siendo seleccionadas como una alternativa
para mejorar los indicadores de diagndstico y tratamiento oportuno de la malaria a
nivel mundial (WHO , 2017). La mayoria de las pruebas recomendadas estan
basadas en la deteccion de los antigenos de los parésitos en pacientes infectados
(World Health Organization, 2000). La prueba CareStart™ detecta cualitativamente
la proteina rica en Histidina 2 (HRP2) para el diagnéstico diferencial de Plasmodium
falciparum y la lactato deshidrogenasa parasitaria (pLDH) proteina comun a P.
vivax, P. falciparum, P. malariae y P. ovale. Para la realizacion de este estudio, se
llevo a cabo la evaluacion de esta prueba rapida con el estandar de oro para el

diagnéstico de malaria, la gota gruesa.

Se detectaron 7 casos de malaria en un total de 416 pruebas realizadas. Las 7
muestras dieron resultado positivo con la prueba rapida y la gota gruesa. La
sensibilidad y especificidad para diagnéstico de malaria con la prueba CareStart™

fue de 100%; con valores predictivos positivo y negativo de 100%.

La prueba CareStar posee un grado de concordancia muy bueno con el estandar
de oro, gota gruesa, para el diagndéstico de malaria en comunidades endémicas, con

una prevalencia alta de la enfermedad como Cahaboncito, Panzos, Alta Verapaz



[I. INTRODUCCION

La infeccion del ser humano por varias especies del género Plasmodium se
denomina paludismo o malaria. La alta incidencia y gravedad de la esta enfermedad
es la que la hace ser de impacto mundial, afectando a mas de 100 paises en todo
el mundo, principalmente el Africa subsahariana, Centro y Sudamérica y Sudeste
Asiético. El 40% de la poblacién mundial vive en zonas de riesgo paludico, lo que
supone entre 300 y 500 millones de enfermos al afio, de los cuales el 90% son nifios
menores de 5 afos. Ademas, de entre los 25-30 millones de viajeros a paises
endémicos de malaria, unos 30.000 contraeran la enfermedad. (World Health
Organization, 2014). Como reporte del afio 2015, el recuento mundial alcanz6 212
millones de casos y 429,000 muertes; Guatemala, con una poblacion en alto riesgo
de 4,069,177 habitantes, reporté 5,538 casos. (WHO, 2016)

Las interacciones entre los protozoos del género Plasmodium y el hospedador
constituyen un auténtico rompecabezas. Asi, dependiendo de mudltiples factores
puede desarrollarse una forma clinica grave, una forma clinica no complicada o
establecerse un estado de semi-inmunidad (habitualmente tras infecciones
repetidas), propio de areas endémicas. (Pérez-Arellano, Carranza-Rodriguez,
Rojas, & Muro, 2010)

La falta de diagndéstico oportuno conlleva una importante morbilidad ya que propicia
la transmision. La deteccion rapida, accesible y con alta sensibilidad de la malaria
desempefia una funcién importante para abordar y promover el uso racional de
farmacos. Las pruebas de diagnostico rapido (PDR) ofrecen la posibilidad de
proporcionar un diagnéstico alterno a todas las poblaciones vulnerables,
alcanzando a aquellas que no tienen acceso a servicios de microscopia de calidad.
El éxito de las PDR en el control de la malaria dependera de una planificacion y
ejecucion de calidad. (WHO, 2011)



Las pruebas de diagnéstico rapido de la malaria, detectan antigenos especificos
(proteinas) producidos por los parasitos de malaria. Las PDR detectan los antigenos
presentes en la sangre de las personas infectadas o recientemente infectadas y
muestran su presencia mediante un cambio de color en una tira de nitrocelulosa
absorbente. (OMS, 2006)

Se debe comprobar la sensibilidad y la especificidad de las PDR en un laboratorio
central al recibirlas del fabricante, y regularmente a lo largo del periodo
recomendado de duracion méxima de conservacion. El control de la sensibilidad a
nivel periférico y la formacion y supervision adecuadas de los usuarios deben
integrarse, en la medida de lo posible, a los programas de formacion de los agentes

de salud y de garantia de la calidad existentes. (WHO, 2011)

El objetivo de este estudio es validar la prueba “CareStart™” para la deteccion de
malaria en una comunidad con prevalencia alta de la enfermedad y que tiene
dificultad de acceso a un diagnostico parasitologico microscopico oportuno (menos
de 72 horas).



[ll. ANTECEDENTES

A. HISTORIA DE LA MALARIA

Es antigua la asociacion de aguas estancadas con formas especiales de fiebre, las
cudles fueron descritas por Hipdcrates (ca. 400 a. C.) en el libro “Las Epidemias”.
Aulo Cornelio Celso (25-54 a. C.) en los “De Medicina” describe tres tipos de fiebre
intermitentes, que hoy se sabe corresponden a enfermedades producidas por tres
especies de parasitos distintos. Textos chinos recomendaban el uso de plantas
como Dichroa febrifuga y Artemisia annua de la que en la actualidad se han derivado
los antimalaricos mas eficaces. (Najera, Gonzalez Bueno, & Baratas Diaz, 2009;
Cunha & Cunha, 2008)

Charles Louis Alphonse Laveran (1745-1822), médico militar francés, en 1880
observé estructuras de caracter parasitario que interpretdé como causantes de la
enfermedad, los cuales fueron confirmados por un grupo de investigadores italianos
dedicados al estudio de la patologia y clinica de la enfermedad. Su trabajo fue
reconocido con el Premio Nobel de Medicina en 1907. En 1897 el médico militar
inglés Ronald Ross (1857-1932) realizando un trabajo sobre malaria aviar logro
demostrar la participacion del insecto como vector de la enfermedad. La claridad
sobre el mecanismo de transmision de la malaria, permiti6 el desarrollo de
estrategias de lucha en respuesta a la enfermedad: acceso al diagnéstico y
tratamiento, lucha antilarval, informacién y educacién de la poblacién asi como el
saneamiento ambiental. En 1955 la OMS asumié como objetivo principal una
campafna mundial de erradicacion, sin embargo barrera principalmente sociales,
econémicas y culturales impidieron que esta estrategia se desarrollara
exitosamente en todos los paises. (Najera, Gonzalez Bueno, & Baratas Diaz, 2009);
(Zuckerberg & Barcat, 2007)



B. EPIDEMIOLOGIA

A nivel mundial se estima que 3.2 mil millones de personas estan en riesgo de
infectarse con malaria y desarrollar la enfermedad, y 1.2 mil millones estan en un
alto riesgo (probabilidad de >1 en 1000 de contraer malaria en un afo). De acuerdo
a las ultimas estimaciones, ocurrieron 198 millones de casos de malaria en el 2013
y la enfermedad ocasioné 584 000 muertes. Se estima que en Africa ocurre un 90%
de todas las muertes por malaria; nifilos menores de 5 afos, representan el 78% de
todas las muertes. (World Health Organization, 2014)
Existen cuatro patrones principales dentro de la epidemiologia de la malaria:
endémica, importada, introducida e inducida. (Pérez-Arellano, Carranza-Rodriguez,
Rojas, & Muro, 2010) (INSPM, 2008)

1. Endémica.
Se caracteriza por la presencia de vectores eficaces y un elevado nimero de
personas infectadas. P. falciparum se ha descrito en Africa, Latinoamérica, Asia y
Pacifico; P. ovale sélo en Africa; P. vivax en latinoamerica, Asia y Turquia; P.
malariae es de distribucion cosmopolita y P. knowlesi se limita al Sudeste Asiatico.

2. Importada.
Cuando la enfermedad es adquirida por via vectorial en regiones endémicas y
diagnosticada en zonas donde no hay casos autéctonos.

3. Introducida.
Es la aparicion de la enfermedad en una zona no estaba reportada transmision
autoctona. Requiere de vectores eficaces y la presencia de personas infectadas. La
relacion entre cambio climatico y malaria deja libre la posibilidad de la reemergencia
de la enfermedad en zonas descritas libres de transmision.

4. Inducida.
Formas de la enfermedad en que la transmision no es vectorial (post-transfusional,
drogas por via parenteral, pinchazo accidental, didlisis o trasplantes, congénita). En
estos casos el periodo de incubacion es corto y no se generan hipnozoitos en

aguellas especies con la capacidad de desarrollarlos.



C. TRANSMISION

La malaria se transmite, en condiciones naturales, por la picadura de mosquitos
hembra del género Anopheles. La transmision depende de la intensidad y
regularidad de los factores meteoroldgicos que favorecen la reproduccion de los
mosquitos vectores (temperatura, humedad y pluviosidad), la vulnerabilidad del
huésped humano y del parasito infectante. Aunque la distribucion de la enfermedad
también coincide con regiones cuya situacién socioeconémica e infraestructura
sanitaria son precarias. (Fumado & Bassat, 2011)

Hay unas 20 especies diferentes de Anopheles, y las especies transmisoras de la
malaria pican por la noche. Se crian en agua dulce de poca profundidad. La
inmunidad humana es otro factor importante, la inmunidad se desarrolla a lo largo
de afos de exposicion. (OMS, 2013)

Existen otros mecanismos de transmisién, como transfusion de productos
sanguineos que contengan parasitos, uso de jeringas infectadas, la via vertical
(madre-nifio) y los transplantes de 6rganos. (Purizaca-Benites, 2010)

Las especies de Plasmodium son estables en plasma y sangre completa durante,
al menos, 18 dias, si se almacenan a 4 °Cy durante periodos prolongados en estado
de congelacién, logrando sobrevivir en los componentes criopreservados. Cualquier
componente que contenga eritrocitos puede transmitir la infeccion de las formas
asexuales intraeritrocitarias del parasito. (World Health Organization, 2010)

La malaria congénita se explica por el paso del paréasito a través de la barrera
placentaria, durante el embarazo o trabajo de parto; su frecuencia es 0,3 a 3,6% en
hijos de mujeres con malaria gestacional, residentes en areas de endemicidad alta,

y 10% en areas de endemicidad baja. (Purizaca-Benites, 2010)

D. CICLO VITAL DEL PLASMODIUM



Los Plasmodium pertenecen al filum Apicomplexa, que presentan 3 fases invasivas:
merozoitos, oocinetos y esporozoitos. Un centenar de especies pertenecen al
género Plasmodium, de ellas, cinco infectan al hombre: P. falciparum, P. vivax, P.
malariae, P. ovale y la ultima descrita P. knowlesi. El ciclo de vida del Plasmodium
incluye dos hospederos, el vertebrado (fase asexual) y el mosquito (fase sexual).
(White, 2008) (Castro R. & Rodriguez, 2008)

La fase asexual inicia tras la picadura del mosquito y la inoculacién de esporozoitos
al hospedero, éstos infectan las células hepaticas y maduran a esquizontes (5-15
dias) cuya ruptura libera merozoitos. P. vivax y P. ovale pueden originar
hipnozoitos, que pueden permanecer silentes durante largos periodos de tiempo
(meses-afios) y ser responsables de recidivas. Los merozoitos invaden los glébulos
rojos y se multiplican dentro de ellos durante 48-72 horas, con ciclos repetidos y a
veces sincronicos, pasando por fases de anillo, trofozoitos y esquizontes heméticos.
Dentro del eritrocito, los parasitos se encuentran en una vacuola parasitéfora, donde
pueden seguir dos vias de desarrollo: crecer y diferenciarse en esquizontes
productores de nuevos merozoitos, que invaden a otros eritrocitos, o producir
formas sexuales: gametocitos macho y hembra. El esporozoito tarda 15 minutos
invadir el hepatocito; y un merozoito tarda 30 segundos en invadir un glébulo rojo.
(Castro R. & Rodriguez, 2008) (Centers for Disease Control and Prevention, 2016)

La fase sexual se inicia cuando el mosquito ingiere los parasitos que gracias a la
temperatura y acidez, son liberados en su intestino medio o “estomago”, ahi los
gametocitos hembra y macho se fusionan para formar un cigoto, que al madurar
adquiere movilidad (oocineto), éste atraviesa el estbmago del mosquito para formar
una capsula (ooquiste). Despues de 8 a 15 dias el ooquiste se rompe y libera los
esporozitos que viajan por el cuerpo del mosquito para llegar a las glandulas
salivales, en donde el parasito madura. El ciclo continuo cuando el mosquito
necesita alimentarse y pica a una persona sana. (CDC, 2016) (Gonzalez L6pez &
de la Cruz Hernandez, 2017)



E. MANIFESTACIONES CLINICAS

Las manifestaciones clinicas de la malaria son variadas y dependen de la
epidemiologia de la enfermedad, de la especie responsable y otros factores. Los
datos clinicos clasicos son fiebre, dolor de cabeza, escalofrios y vomitos).
(OPS/OMS, 2015)

1. Caracteristicas clinicas comunes

El periodo de incubacion, sin manifestacion clinica, varia de 10 a 40 dias segun la
especie. La rotura de globulos rojos saturados de pardsitos y residuos toxicos,
ademas de la liberacion de citosinas (respuesta leucocitaria) desencadenan los
sintomas. EIl acceso paludico inicia con escalofrios, seguido de aumento de la
temperatura corporal, malestar profundo con dolor de cuerpo, luego sudacién y al
final apirexia; el ritmo de esos accesos dependiendo de la especie adopta patrones
de cada 2 o 3 dias; debe destacarse es que aunque la presencia de fiebre es
caracteristica de la malaria su ausencia no la descarta. P. falciparum ocasiona una
hemolisis mas intensa y puede producir anemia. La esplenomegalia es de
desarrollo progresivo, frecuente en areas endémicas tras episodios repetidos. La
ictericia puede aparecer en todos los tipos de malaria. (Pérez-Arellano, Carranza-
Rodriguez, Rojas, & Muro, 2010) (INSPM, 2008)

2. Caracteristicas diferenciales

Segun epidemiologia. En areas endémicas los niflos suelen presentar
esplenomegalia y cuadro febril menos intenso incluso ausente, sin embargo en
algunos casos las infecciones son graves. La malaria importada presenta un cuadro
clinico mas floridos, y en ocasiones con manifestaciones atipicas (diarrea, tos,
vomitos) (Gancedo-Garcia, 2014). Se debe sospechar malaria en cualquier paciente
con fiebre o historia de fiebre, que haya visitado una regién tropical, haya o no
tomado tratamiento profilaxico, incluso si tiene otra enfermedad que explique la
fiebre. (Rivas Gonzélez, 2012)



Segun especie de Plasmodium responsable. P. falciparum promueve los
fenémenos de citoadherencia (capacidad de exportar proteinas parasitarias —knobs-
a la superficie del globulo infectado), y roseteo, responsables de las formas de
malaria grave; no genera hipnozoitos; puede presentar alta parasitemia (mayor
produccion de merozoitos e invasion de globulos jovenes y maduros), anemia
grave, distrés respiratorio del adulto, malaria cerebral. P. vivaxy P. ovale presentan
un periodo de incubacién mas largo con manifestaciones clinicas mas leves. La
patogenia de malaria grave por P. vivax no se debe a citoadherencia, sino a hiper-
produccién de citocinas. (Pérez-Arellano, Carranza-Rodriguez, Rojas, & Muro,
2010) (Vasquez & Tobon, 2012)

3. Criterios de gravedad

Malaria complicada. Implica la existencia de otro proceso asociado que puede llevar
a una evolucion fatal, a pesar de un correcto tratamiento de malaria (infecciones,
perforacion intestinal, rotura de bazo, leucocitosis).

Malaria grave. Depende directamente de la infeccion protozoaria y/o de la respuesta
inflamatoria a la misma. Los agentes causales en forma descendente de frecuencia
P. falciparum, P. vivax, y P. knowlesi. (Pérez-Arellano, Carranza-Rodriguez, Rojas,
& Muro, 2010). La definicibn de malaria grave se basa en un diagndstico
parasitolégico positivo para P. falciparum asociado por lo menos a un criterio de
gravedad segun la OMS de 2000. Entre los criterios de gravedad, los mas
pertinentes son la implicacion neurolégica, las fallas hemodindmicas y respiratorias,
acidosis metabolica y la hiperlactatemia. La perninencia de la parasitemia aun se
discute. (Bruneel, 2009)

F. DIAGNOSTICO

Los métodos mas utilizados para el diagndstico de la malaria, pueden dividirse en

tres tipos: diagnostico directo (macroscopico, microscopico), deteccion antigénica,



y estudios serolégicos. (Pérez-Arellano, Carranza-Rodriguez, Rojas, & Muro, 2010)
(Garcia Lopez, Fumado Perez, & Gonzélez Tomé, 2012)

La OMS recomienda la confirmacion parasitologica previa al uso de cualquier
antipaltudico, para evitar tratamientos presuntivos o automedicacion que son
factores determinantes para la aparicidon de resistencias. (Lanaspa, Renom, &
Bassat, 2010)

1. Diagndstico directo

El examen microscopico de la sangre de pacientes en gota gruesa es el método
mas empleado por los programas de malaria, es considerado como el estandar de
oro de la sensibilidad y especificidad de otros métodos diagndsticos. (Gonzalez-
Cerdn, Rodriguez, Betanzos, & Abadia, 2005)

Comprende la visualizacion de las diferentes formas del parasito, mediante el uso
de microscopia Optica de una muestra sanguinea. Las dos técnicas mas utilizadas
son la gota gruesa y el frotis, generalmente tefiido con giemsa. (Pérez-Arellano,
Carranza-Rodriguez, Rojas, & Muro, 2010). La tincién de giemsa permite observar
las marcas de Shuffner tipicas de la infeccién por P. vivax. (Castro-Sancho,

Munguia-Ramirez, & Avila-Agiiero, 2002)

Ventajas. Sensibilidad 50 a 100 parasitos/ml de sangre; brinda informacion sobre
especie(s) y estadio(s) del parasito circulante, pueden detectarse alteraciones
morfolégicas inducidas por medicamentos, también puede cuantificarse la densidad
necesaria para la determinacion de hiperparasitema asociada a la gravedad de la
infeccion y/o para monitorear la respuesta al tratamiento. Es relativamente barata
US$0.12 a US$ 0.40 por muestra. La técnica de diagnéstico puede ser aprovechada

para el diagnostico de otras enfermedades (tuberculosis). (WHO, 2000)
Desventajas. Requiere de un tiempo de 60 minutos aproximado para el diagnéstico

de una muestra; depende de técnicas, reactivos y microscopios de calidad, ademas

de electricidad y equipo, asi como de un técnico altamente capacitado. (WHO, 2000)
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2. Deteccion antigénica (PDR)
Pruebas de diagnadstico rapido (PDR). Basados en la deteccidn de antigenos de los
parasitos, usando meétodos inmunocromatograficos, sensibles de 100 a 500
parasitos/ul de sangre. Los antigenos actualmente disponibles son (Kundu,
Ganguly, & Ghosh, 2009):
HRP-II, Proteina rica en Histidina 2 (estructural) producida por estadios sexuales y
gametocitos jovenes de P. falciparum.
pLDH, pan Lactato deshidrogenasa del parasito, enzima producida por estadios
sexuales y asexuales de las cuatro especies de parasito conocidas, generalmente
conocida por “pan” antigeno especifico. Expresada solo por parasitos vivos.
Pan-Aldolasa, algunos kits nuevos incluyen la deteccion de aldolasa producida por

las cuatro especies.

Utilidad. El uso de las PDR’s de malaria esta indicado con la finalidad de mejorar
los indicadores de diagndstico y tratamiento oportuno. La OMS recomienda para
vigilancia pasiva como diagnéstico en sitios de toma de muestra distantes de un
centro de microscopia, y como diagnéstico fuera de horaria en laboratorios de
primer y segundo nivel de atencién. Para actividades de vigilancia activa se
recomiendan como diagndéstico remoto en personal laboral organizado (militares,
mineras) en zonas endémicas, con poblacién migrante, y en la investigacién de

brotes y estudios de prevalencia. (OMS, 2006)

Interpretacion de resultados. Como cualquier prueba de diagndstico, la PDR
depende de la atencién y pericia con la que se prepara e interpreta. Un resultado
negativo, no siempre descarta con certeza la malaria ya que los parasitos pueden
ser insuficientes para evidenciar un resultado positivo o la prueba puede estar
dafiada. Un resultado positivo no siempre implica la existencia de malaria, porque
pueden detectarse los antigenos de parasitos muertos, o existen en la sangre

algunas otras sustancias que pueden producir un falso positivo. (OMS, 2006)
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El Laboratorio Nacional de Salud recomienda un algoritmo de uso en Guatemala:

Paciente
sospechoso

(Criterio Clinico)

3
Pruebas répidas
& ¥ :
Reactivo No reactivo Sin resultado
: |
3 ¥
P. Falciparum Plasmadium sp. Alta sospet.:ha de Repet’lr.prueba
malaria rapida

L Tratamiento Ll Tratamiento Repetir 24-48

horas

L i

Reactivo No reactivo

(LNS, 2008)

Ventajas. No se necesita de un técnico altamente capacitado, ni equipos
sofisticados, tampoco energia eléctrica; el resultado del diagndstico se obtiene mas
rapido. Son capaces de detectar P. falciparum aun cuando los parasitos son

secuestrados por la microvasculatura. (Kundu, Ganguly, & Ghosh, 2009)

Desventajas. Presentan una baja sensibilidad con bajas parasitemias, no permiten
evaluar el grado de parasitemias, y no permiten valorar la existencia de parasitemias
mixtas; puede presentar resultados falsos positivos cuando solo hay estadios
sexuales. (Pérez-Arellano, Carranza-Rodriguez, Rojas, & Muro, 2010). Su costo
respecto a lo reportado para la microscopia es elevado (US$ 0.60 a US$ 2.5), dado
gue la deteccién de antigenos parasitarios persiste durante algunos dias, incluso
después del tratamiento adecuado, estos test tienen el inconveniente que no puede

ser usados para evaluar la respuesta al tratamiento. (WHO, 2000)
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CareStart™. Es una prueba combo que detecta cualitativamente la proteina rica en
Histidina 2 (HRP2) y la lactato deshidrogenasa parasitaria (pLDH) en sangre. Esta
disefiada para el diagnostico diferencial entre Plasmodium falciparum y otras
especies de Plasmodium. Contiene un tira de membrana, la cual ha sido cubierta
con dos anticuerpos monoclonales como dos lineas separadas. Un anticuerpo
monoclonal (linea de prueba 2) es especifico al pLDH de las especies de
Plasmodium (P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale) y la otra linea consiste
de un anticuerpo monoclonal especifico a la proteina rica en Histidina 2 (HRP2) de
las especies de Plasmodium falciparum. EI cojin del conjugado se dispensa con
anticuerpos monoclonales, los cuales son especificos a las proteinas parasitarias.
Limitaciones e interferencias. Los anticoagulantes, como la heparina, EDTA y citrato
no afectan el resultado de estas pruebas.

Las caracteristicas del desenvolvimiento, segun el fabricante: Muestra confirmada
positiva a P. vivax mostré sensiblidad de 96%, 98% de sensibilidad para la deteccién
de infecciones por P. falciparum y 97.5% de sensibilidad en muestra humana al
azar. La precision fue determinada empleando 10 réplicas de tres muestras dando
una concordancia de 100% entre los resultados de la prueba y los esperados.

Un estudio realizado con 590 muestras de pacientes viajeros sospechosos de
malaria en Belgica, concluyé que la sensibilidad general para la deteccion de P.
falciparum es de 88.8% mientras que en un 77.6% para P. vivax; los resultados de
la PDR fueron comparados contra microscopia corregida por PCR como método de
referencia (indice de Kappa >0.81) (Maltha, y otros, 2010)

En Etiopia, otro estudio tuvo como resultado de una sensibilidad y especificidad
general de 95% y 94.2% respectivamente, al comparar muestras de 254 pacientes
con sospecha de malaria diagnosticados mediante microscopia y esta PDR (indice
de Kappa 0.918). (Moges, y otros, 2012)

En Guatemala, estda documentado el uso de la prueba Optimal IT “Diamed” con
especificidad de 97.3 — 99% y sensibilidad de 90.5 — 92.0%. (LNS, 2008). Sin
embargo no hay documentacion que respalde la sensibilidad y especificidad de

CareStart™ en el pais.
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3. Otras técnicas
Microscopia utilizando la tincién fluorescente con naranja de acridina, detecta
parasitos en sangre periférica. Puede ser un método mas rapido que la gota gruesa.
(Castro-Sancho, Munguia-Ramirez, & Avila-Agiero, 2002). Es mas costoso y
requiere de méas equipo e insumos (centrifuga, tubos de centrifuga, fuentes de luz y
filtros especiales). (WHO, 2000)
PCR. Reaccion en cadena de la polimerasa, utilizado cuando la parasitemia no es
detectable por métodos convencionales, y también para el diagndstico de
infecciones mixtas. (Pérez-Arellano, Carranza-Rodriguez, Rojas, & Muro, 2010).
Mas sensible y especifica que cualquier otra técnica, sin embargo el procedimiento
es complejo y tardado, ademas necesita de condiciones de laboratorio y equipo
sofisticados. (WHO, 2000). El método mas sensible es nested-PCR que tiene un
umbral de deteccion de 1 parasito/ul de sangre, ha permitido demostrar que la
prevalencia de infecciones mixtas y asintomaticas es superior que la detectada
mediante microscopia. Se han realizado varias modificaciones las cuales permiten
detectar ADN de P. falciparum en orina y saliva. Con el fin de tener un método
cuantitativo se han desarrollado métodos basados en la amplificacion de secuencias
de acidos nucleicos del gen SSUrRNA (QT-NASBA en tiempo real). (Borras
Salvador, Cuenca-Estrella, Dominguez Marquez, & Gironés, 2008)
Detecciéon de anticuerpos. Existen varias pruebas serolégicas que permiten la
deteccién de anticuerpos frente a Plasmodium spp. Ninguna de ellas es util en el
diagnostico de la enfermedad ni en la identificacion del agente causal. Su principal
valor consiste en descartar en viajeros o expatriados con historia de fiebre por
malaria la infeccién por este protozoo. (Pérez-Arellano, Carranza-Rodriguez, Rojas,
& Muro, 2010)
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G. TRATAMIENTO

El tratamiento de la malaria no complicada tiene tres objetivos: salvar la vida, reducir
la posibilidad de desarrollar complicaciones, lograr una rapida y sostenida
eliminacion de parésito en sangre y de sus sintomas mediante una sola dosis o0 con
un ciclo corto de tratamiento. El tratamiento adecuado depende de la especie del
parasito, zona de procedencia, estado clinico y criterios de gravedad en el paciente.
(Garcia Lopez, Fumado Perez, & Gonzéalez Tomé, 2012)

Las recomendaciones de OMS para el tratamiento del paludismo (2010) por P.
vivax, la cloroquina sigue siendo el farmaco de eleccién (en paises donde no se han
detectado resistencia). Para P. falciparum, siempre es necesario completar el
tratamiento con un farmaco hipnozoiticida, para evitar recaidas secundarias a los
estadios durmientes intrahepaticos, el Unico farmaco disponible es la primaquina
(PQ) que tiene peligrosos efectos hemoliticos en aquellos pacientes con déficit de
la enzima G6PDH. Como alternativa, se halla en avanzado estado de desarrollo la
tafenoquina, con actividad similar a la primaquina pero con una accion mucho mas
rapida (3 dias en lugar de 14 con PQ). (Lanaspa, Renom, & Bassat, 2010). El
tratamiento de la malaria grave, se ha basado fundamentalmente en el uso de la
quinina parenteral, complementada siempre por un segundo farmaco antimalérico.
(Fumado & Bassat, 2011)

1. Tratamiento de las complicaciones de malaria

La OMS aconseja realizacion de exanguinotransfusion en el caso de parasitemias
elevadas y persistentes (>20%) en un paciente sintomatico, en el que se haya
iniciado en las 24 h previas quimioterapia antimalarica correcta sin objetivar mejoria.
ET debe restringirse unicamente a hospitales y paises desarrollados con unidades
de cuidados intensivos. Para malaria cerebral utilizar tratamiento anticonvulsivo.
Las benzodiacepinas pueden también emplearse en el manejo inicial de estos
pacientes (monitorear depresién respiratoria). No se aconseja el uso de corticoides
como medida antiedema. (Fumado & Bassat, 2011) (OMS, 2012)
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2. Pautas nacionales
En Guatemala, las normas de atencion indican que para el tratamiento de P. vivax
el esquema es de 3 dias con CQ y 14 dias con PQ, y para P. falciparum el esquema
es de 3 dias con CQ; toda vez que la muestra haya sido confirmada
microscépicamente. (Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social, 2010) (Anexo
1).
1. Seguimiento con control de gota gruesa

En caso Plasmodium falciparum, realizar gota gruesa al dia 4 y 14 post tratamiento.

En caso de Plasmodium vivax, realizar gota gruesa al dia 15 y 28 post tratamiento.

2. Recomendaciones
Vigila la adherencia al tratamiento para asegurar la cura radical del paciente.
En malaria asociada (presenta las 2 clases de Plasmodium) trate con el esquema
de Plasmodium vivax (14 dias), dando prioridad al Plasmodium falciparum (vigilar
gue se elimine el P. falciparum).
Refiera en caso de sospecha de malaria complicada o severa, criterios de referencia
por sospecha de malaria complicada o severa:
Todo paciente con diagnostico sospechoso o confirmado de malaria, especialmente
a Plasmodium falciparum, que no tiene mejoria en dos dias de tratamiento.
Cualquier sintoma del sistema nervioso central, postracién, ictericia, parasitemia

elevada.

H. PREVENCION Y CONTROL
La prevencién de la malaria plantea diferentes problemas dependiendo del contexto

en el que se apliquen las diferentes estrategias. Actualmente, las estrategias

utilizadas para luchar contra el paludismo se centran en un diagnostico precoz, el
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tratamiento de los episodios agudos y la prevencion de nuevos casos. (Lanaspa,
Renom, & Bassat, 2010)

Los métodos preventivos disponibles actualmente se basan en el control vectorial,
e incluyen el uso de redes mosquiteras impregnadas de insecticida de larga
duracion, rociamiento intradomiciliario con insecticidas y el uso de larvicidas y otras
medidas medioambientales para evitar la proliferacion de mosquitos en aguas
estancadas. (Lanaspa, Renom, & Bassat, 2010). La OMS presenta el ABCD de la
prevencion de malaria en el viajero. ABCD: (A) Ser consciente de los riesgos,
clasificando a los paises segun la sensiblidad de los parasitos a los farmacos. (B)
Evitar picaduras de mosquitos. (C) Emplear quimioprofilaxis. (D) Buscar atencion
inmediata en caso de fiebre durante o después del viaje. (Lanaspa, Renom, &
Bassat, 2010)

Respecto a una vacuna contra la malaria, en octubre de 2004 se publicaron los
resultados preliminares de un ensayo doble ciego, realizado en un grupo de 2,022
nifios de Mozambique, con 3 dosis de una vacuna preeritrocitaria que contiene un
antigeno de superficie del circunsporozoito de P. falciparum. A los 6 meses
objetivaron una eficacia que oscil6 entre un 57,7 y un 45%, segun los grupos de
edad. (Alonso, y otros, 2004). El Dr. Manuel Elkin Patarroyo actualmente esta en el
desarrollo de una vacuna quimica que ha sido probada en monos de la Amazonia.
Segun las pruebas, esta vacuna ha sido efectiva con estos animales, sin embargo

aun hacen falta investigaciones para poder utilizarla en humanos (Jiménez, 2014).

. MALARIA EN GUATEMALA
Segun el Informe Mundial sobre el Paludismo 2012, Guatemala tiene el segundo

namero mas alto de los casos de malaria en América Central después de Honduras.
En 2015, hubo un total de 5,538 casos de malaria confirmados. (WHO, 2016)
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Durante la ultima década, ha habido reducciones en la morbilidad por malaria y
mortalidad. La incidencia de casos confirmados de malaria en Guatemala se ha
reducido en méas de 87% en comparacion con el afio 2000, la malaria por P. vivax
se redujo en un 85% y por P. falciparum disminuy6 en un 95%. Desde 2008, no ha
habido muertes por malaria reportados en el pais, y el nUmero de casos en los
ualtimos cinco afios se ha mantenido relativamente estable.

La malaria en Guatemala no se transmite de manera uniforme en todo el pais. En
2012 el 83% de todos los casos confirmados de malaria fueron reportados en sélo
5 de los 27 departamentos del pais. De estos cinco, Escuintla fue responsable de
41% los casos y del 100% de todos los casos de P. falciparum. Cerca de 100% de
sospechoso casos se confirman parasitologicamente, y todos los casos confirmados
son tratados con cloroquina y primaquina. La tasa de positividad de muestras
tomadas ha sido de aproximadamente 5% desde 2008.

Aproximadamente el 45 % de la poblacion de Guatemala esté en riesgo de malaria,
con el 26% se considera de alto riesgo. Los grupos de riesgo incluyen a mujeres
embarazadas, nifios menores de cinco afios, migrantes agricolas y todas las
personas que viven en los departamentos endémicos de malaria. Hombres y
mujeres son casi igualmente afectados por la malaria en Guatemala con el 53 % de
los casos reportado en los hombres 'y 47 % en mujeres en 2011.

Actualmente el Fondo Mundial brinda apoyo al pais a través de la Iniciativa
multisectorial para implementar y consolidar las estrategias de prevencion y control
para la pre-eliminacién de la malaria en Guatemala cuya meta principal es contribuir
al logro de los objetivos de desarrollo del milenio. Las principales estrategias de
esta subvencién son ampliacion de la prevencion y el control selectivo de la malaria
(distribucidn de mosquiteros tratados con insecticida y control de criaderos),
fortalecimiento del sistema de vigilancia epidemiologica, fomento de la participacion
de la sociedad civil en la promocion, prevencion, seguimiento y control de la
enfermedad, mejora del acceso al diagnéstico precoz (implementacion de centros

periféricos de microscopia) y el aseguramiento del tratamiento oportuno vy

18



fortalecimiento de la capacidad técnica y de gestion de los centros de salud locales.
(The Global Found, 2012)

En linea con el apoyo del Fondo Mundial para la Iniciativa contra la Malaria Regional
para la Eliminacion de la Malaria en Mesoamérica (EMMIE), Guatemala esta

reorientando su estrategia de malaria hacia la eliminacién.
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IV. JUSTIFICACION

La gota gruesa es el Estandar de Oro para el diagnostico de malaria, sin embargo
las pruebas de diagnostico rapido han surgido como una opcion para Su uso,
principalmente en lugares postergados, acortando los tiempos de diagnéstico y
tratamiento a los casos detectados. Para tener una utilidad extendida, una prueba
de diagndstico rapido debe tener sensibilidad, especificidad y estabilidad altas.
(WHO, 2011)

La OMS presenta informes periodicos del desempefio in vitro de estas pruebas,
como un filtro para que los paises puedan elegir a conveniencia segun sus
necesidades. Sin embargo no hay datos documentados sobre su uso y resultados

en Guatemala que demuestren el desempeio de esta prueba.

Durante el 2015 se detectaron 5538 casos de malaria en Guatemala, de los cuales
796 corresponden al area de salud de Alta Verapaz. La region del rio Polochic,
representa el 9% de la malaria de todo el pais. A nivel nacional, el porcentaje de
casos diagnosticados oportunamente es de 75%, y solo en Alta Verapaz se reporta
un 64% de casos tratados segun las pautas nacionales (menos de 72 horas). La
demografia del departamento, entre otras caracteristicas, hace que la cobertura de
los centros de microscopia no sea Optima para brindar un diagndéstico oportuno.
(PNETV , 2016)

La validacién de esta prueba permitirA conocer los parametros de sensibilidad y
especificidad en campo, asi como sus caracteristicas de equivalencia respecto a la
gota gruesa; ademas los resultados obtenidos como respaldo en la documentacion

del proceso rumbo a la pre-eliminacion de la malaria en el pais
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V. OBJETIVOS

A. GENERAL
Validar la prueba “CareStart™” para la detecciéon de malaria en

la comunidad de Cahaboncito, Panzos, Alta Verapaz.

B. ESPECIFICOS

1. Determinar la exactitud (sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo, valor predictivo negativo) de la prueba
“‘CareStart™”, comparada con el estandar de oro gota

gruesa.

2. Determinar la precision de la prueba, estableciendo

concordancia entre esta y la gota gruesa.
3. Determinar las caracteristicas de equivalencia de la
prueba con respecto a la gota gruesa (incluyendo tiempo

de realizacion, los costos, el equipo necesario y la

necesidad de capacitacion del personal).

VI. HIPOTESIS

Debido a que éste es un estudio de tipo descriptivo, no aplica enunciar una

hipotesis.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

A. MUESTRA

1. Universo
Todas las pruebas rapidas de malaria “Care Start ™” disponibles para uso en el

pais.

2. Muestra

Pruebas rapidas de malaria “Care Start ™ en Alta Verapaz

3. Tamafio de la muestra

400 Pruebas rapidas de malaria “Care Start ™”

4. Disefio de muestreo
Para la validacién de las pruebas, se realizard un muestreo en la comunidad
Cahaboncito, Panzos, Alta Verapaz que tiene una poblacion de 3,525 habitantes;

con 530 casas

Prevalencia 2014 de 3.6% (127 casos/3,525 hab. * 100)
Nivel de confianza de 95%

Tamafio de muestra: se muestreara hasta completar como minimo 400 muestras.
5. Criterio de inclusion
Se incluirdn dentro del estudio a todos los pacientes de casas malaricas (historia de

malaria de 3 afos), y a todos los convivientes. Todo aquel que desee patrticipar

firmara un consentimiento informado.

22



B. MATERIALES

1. Equipo
Microscopio

Computadora

2. Insumos
200 Kit de pruebas de diagnéstico rapido de malaria “Care Start™, que incluye
lanceta, algoddn con alcohol, buffer, casette y pipeta.
Laminillas portaobjetos
Cajas portalaminillas
Formularios de solicitud de muestra
Marcador permanente
Lapiz

3. Reactivos
Colorante Giemsa
Aceite de inmersion

Agua destilada

C. METODOS

1. Disefio de la investigacion

Descriptivo, prospectivo, de evaluacion de método por sistema simple ciego.
2. Seleccién de pacientes

Con el croquis actualizado de la comunidad, se seleccionaran viviendas al azar. Se

visitard cada una de las casas seleccionadas hasta completar 400 muestras. Todo
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residente que esté de acuerdo en participar, firmard el consentimiento informado

(anexo 2).

3. Obtencion de muestras de sangre

Se tomaran los datos del paciente en una boleta de solicitud de examen para
malaria, formulario E-1 del Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social de
Guatemala, que recolecta la siguiente informacion: edad, sexo, si esta 0 no
embazada, direccion, fecha de inicio de sintomas, fecha de toma de muestra,
tratamiento presuntivo, nombre del notificante; al reverso de dicho formulario debe
registrarse los resultados del examen y el tratamiento administrado al paciente
(anexo 3).

Se obtendra una muestra de sangre capilar para la realizacion de gota gruesa
(segun la normativa del pais en el manual de normas y procedimientos para el
diagndstico de malaria) de igual manera para la realizacién de la prueba rapida en
cada paciente segun las normas del fabricante incluidas en el inserto de la prueba

(anexo 4).

4. Procedimiento para la realizacion de la gota gruesa
Preparar el material. Formulario de solicitud de examen, alcohol, algodoén, lancetas,
laminillas portaobjetos, guantes, lapiz.
Preparacion del paciente. Explicar al paciente el procedimiento que se realizara.
Seleccionar el area de puncion. Generalmente la parte lateral de la yema del dedo
anular de la mano izquierda. En los bebes puede utlizarse el dedo gordo del pie o
el talon y también puede usarse el I6bulo de la oreja.
Realizar la puncién capilar. Limpiar el dedo con una torunda de algodén con alcohol,
dejar salir 3 gotas de sangre y removerlas con algodon seco, colocar dos gotas de
sangre sobre el portaobjetos separadas de 2 cm.
Realizar gota gruesa. Esparcir rapidamente la gota de sangre y extenderla

uniformemente hasta tener una gota gruesa de 1 cm de diametro.
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Realizar frotis. Deslizando el extensor a lo largo de la laminilla portaobjetos con
cuidado de no mezclar con la gota gruesa.

Identificar las muestras en la parte gruesa del frotis.

5. Procedimiento para la realizacidn de la prueba répida.
Revisidn de kit debe incluir: cassete, pipeta, lanceta, almohadilla con alcohol,
buffer.
Rotular el cassette.
Hacer puncion capilar.
Colectar muestra de sangre con pipeta hasta la linea guia (5uL).
Agregar 5 uL de sangre en el pozo de la muestra “S”.
Girar y jalar el tapon para abrir el buffer de ensayo.
Agregar 3 gotas de buffer con presion en el pozo de buffer “A”.
Inicie el conteo del tiempo, 20 minutos.

Lea el resultado en 20 minutos.

6. Control de calidad del diagnéstico microscépico
Las gotas gruesas seran procesadas y analizadas en un laboratorio cercano
certificado por el LNS para el diagndstico microscépico de malaria, en donde se
desconoceran los resultados obtenidos en pruebas rapidas (simple ciego), su
diagnéstico sera sometido a control de calidad en el LNS, el cual consiste en la

revision del 100% de muestras positivas y el 10% de muestras negativas.

D. ASPECTOS ETICOS DE LA INVESTIGACION
Todo residente que esté de acuerdo en participar, firmara el consentimiento
informado; casos mayores de 5 afios pero menores de 18 afios daran su
asentimiento y el padre, madre o tutor firmara el consentimiento (anexo 2).
Se notificara a las autoridades locales de salud sobre los casos positivos

confirmados con gota gruesa para que se inicie el tratamiento de los pacientes.
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VIIl. RESULTADOS

En el estudio se incluyeron 416 muestras tomadas al azar en la comunidad de
Cahaboncito, Panzos, Alta Verapaz, durante un periodo comprendido de enero a
marzo 2017. Las 416 muestras fueron observadas por gota gruesa y prueba rapida,
7 fueron positivas (1.7%) y 409 negativas (98.3%) por los dos métodos (Tabla 1).
Todas las muestras fueron analizadas en el laboratorio de la comunidad y sometidas

posteriormente a su respectivo control de calidad.

Tabla 1. Comparacién del diagndstico obtenido por gota gruesa y prueba rapida.

Gota Gruesa

Prueba rapida Positivo Negativo
Positivas 7 (1.7%) 0
Negativas 0 409 (98.3%)

La sensibilidad de la prueba fue de 100% (IC 95%: 92.86 — 100) y la especificidad
fue de 100% (IC 95%: 99.89 — 100). Entre el estdndar de oro y la prueba rapida
evaluada se obtuvo una concordancia casi perfecta (McHugh, 2012); un valor
predictivo positivo de 100% (IC 95%: 99.89 - 100) y un valor predictivo negativo de
100% (IC 95%: 99.89 — 100). En la Tabla 2 se encuentran los valores obtenidos
con EpiDAT 3.1.

Tabla 2. Evaluacion de la exactitud y fiabilidad de las prueba en estudio (N=416)

Valor IC (95%)
Sensibilidad 100.00 92.86 100.00
Especificidad 100.00 99.89 100.00
Valor predictivo positivo  100.00 99.89 100.00
Valor predictivo negativo 100.00 99.89 100.00

Datos obtenidos con EpiDAT version 3.1
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En cuanto al tiempo de realizacion de las pruebas, desde la toma de muestra a la
obtencién del resultado, para la prueba rapida fueron de 20 a 25 minutos y para la
gota gruesa 30 a 40 minutos desde la toma de muestra (no se ha tomado en cuenta
tiempos de traslado de muestra). El costo por examen de la prueba rapida fue
aproximadamente de Q2.70 a Q3.00, mientras que de la gota gruesa se encontraba
en un rango de Q1.60 a Q2.00; datos segun cotizaciones, (para la prueba rpida no
se han incluido los costos indirectos de envio y seguro). La realizacion de la prueba
rapida no necesitd de ningun equipo, el andlisis de la gota gruesa requirié de un
microscopio con objetivo de inmersion (100X) en buen estado. La capacitacion para
el procedimiento e interpretacion de esta prueba rapida se lleva a cabo en un dia;
en Cahaboncito, se han capacitado a trabajadores de salud varios e incluso
personal comunitario para llevar a cabo pruebas rapidas. La capacitacién para un
microscopista requiere por lo menos 3 meses, en el entendido que el personal a
especializar ya sea un técnico de laboratorio.

En la Tabla 3 se menciona una comparacion entre las caracteristicas de la prueba

rapida CareStart™ con el estandar de oro gota gruesa.

Tabla 3. Caracteristicas de equivalencia de la prueba rapida
respecto a la gota gruesa

Gota Gruesa Prueba Rapida Care Start™
Tiempo de realizacion 30 — 40 minutos 20 - 25 minutos
Costos Q1.60 — Q2.00 Q2.70 — Q3.00
Equipo necesario Microscopio Ninguno
Capacitacion del personal 1 a 3 meses 1 dia
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IX. DISCUSION

Care Start™ Malaria Combo PAN/Pf fue una prueba confiable para el diagnostico
de malaria, segun los resultados obtenidos tiene altos valores de sensibilidad y
especificidad. A pesar de diversos estudios internacionales, a nivel de pais aun
existe incertidumbre, especialmente respecto a la sensibilidad de las pruebas
rapidas, pues en la literatura se estima el limite de deteccion alrededor de 100
parasitos/ul (World Health Organization, 2000).

Los resultados del diagnéstico por la prueba rapida y la gota gruesa obtenidos en
este estudio son altamente comparables, con especificidad y sensibilidad general
del 100%, que se acerca a lo reportado en otros estudios (Maltha, y otros, 2010) y
(Moges, y otros, 2012).

Las pruebas rapidas Care Start™ utilizadas en el muestreo realizado en
Cahaboncito contaban con instrucciones precisas y faciles de realizar e interpretar,
no se obtuvo ningun diagnostico indefinido por lo que puede decirse que su
desempefio en campo fue bueno. Las pruebas de diagndstico deben tener un buen
desempefio en campo, y buenos niveles de sensibilidad y especificidad, facil de
realizar, econémica; caracteristicas que la gota gruesa cumple, por lo que continta
siendo el estdndar de oro para el diagndstico de malaria, sin embargo, presenta la
desventaja de requerir de un recurso humano altamente calificado y un microscopio
en buen estado (Arréspide V, Flores P, & Ruiz C, 2006).

El uso adecuado de las pruebas de diagnéstico rapido pueden ayudar a mejorar la
cobertura del diagnéstico de malaria, y contribuir a tener un mejor control del
tratamiento antimalarico, disminuyendo la automedicacion y tratamientos
presuntivos, ademas permite la deteccion oportuna de casos, que es determinante
en la transmision de la enfermedad (Cabezas, y otros, 2004). No obstante los
costos son un dato importante a considerar antes de incluirlas en los programas de
atencion. Segun esta investigacion, el costo de la prueba rapida fue mas alto que el
de la gota gruesa, aungque en caso de la microscopia no se estan considerando

costos de infraestructura, mantenimiento de equipo.
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Care Start™ para el diagndstico de malaria se ha distribuido a todos los
departamentos del pais como una opcion para mejorar los indicadores de
diagnéstico oportuno, diagnostico antes de 72 horas de tomada la muestra (MSPAS,
2010). Se ha documentado que las condiciones de almacenamiento y transporte
podrian afectar el rendimiento de las pruebas rdpidas, su calidad puede ser de bajo
rendimiento cuando estan expuestas al calor y humedad (Endeshaw, y otros, 2008),
por lo que durante este estudio se verificd que el transporte, almacenaje y estado
en general de las pruebas utilizadas fuera adecuado (OMS, 2006).

Se recomienda realizar estudios que evallen si el uso de estas pruebas en los
progamas nacionales de malaria es costo efectivo, especialmente por las
metodologias utilizadas en los estudios de tamizaje como parte de la vigilancia
epidemioldgica activa, donde son utilizadas en par con la gota gruesa, ademas es
necesario establecer directrices oficiales para su uso y reporte.

Este estudio muestra que la prueba CareStart™ tiene una concordancia casi
perfecta frente a la microscopia en una comunidad endémica de malaria, lo que
podria proporcionar una base para establecer una normativa para su uso

comunitario en el pais.
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X. CONCLUSIONES

1. El grado de concordancia entre la prueba rapida CareStart™ y la gota gruesa

fue casi perfecto.

2. La sensibilidad de la prueba rapida CareStart™ en este estudio fue de 100%
(IC 95%: 92.86 — 100). La especificidad de la prueba rapida CareStar™ fue
de 100% (IC 95%: 99.89 — 100). El valor predictivo positivo y negativo fueron
de 100% (IC 95%: 99.89 - 100).

3. Las ventajas de la prueba rapida respecto de la gota gruesa fueron que no
necesita equipos y que es de facil ejecucién e interpretacion. Las desventajas
de la prueba rapida respecto de la gota gruesa son que su costo es mas
elevado, su efectividad depende de la garantia en el transporte y

almacenamiento de las mismas.
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XI. RECOMENDACIONES

1. Utilizar la prueba rapida CareStart™ como una alternativa para diagnosticar

de manera oportuna casos de malaria en comunidades de dificil acceso.

2. Para un desempefio Optimo, garantizar las condiciones adecuadas de
transporte y almacenamiento de la pruebas en todos los niveles de

distribucion.

3. Realizar estudios en comunidades con baja prevalencia de la enfermedad

para determinar los alcances de la prueba en estas poblaciones.
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