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1 RESUMEN DEL DESEMPENO DE LAS PRUEBAS
DE DIAGNOSTICO RAPIDO DE LA MALARIA.
EVALUACION DE LA OMS: PRIMERA Y

SEGUNDA RONDAS

Introduccioén

La Organizacién Mundial de la Salud calcula que la mi-
tad de la poblacién mundial corre el riesgo de contraer
la malaria. El afio pasado, 243 millones de personas
presentaron malaria clinica (86% en Africa), con casi
863.000 muertes (89% en Africa, la mayor parte de
ellos, nifos). La malaria sigue siendo una enfermedad
endémica en mas de 108 paises v, si bien el diagnosti-
co basado en el parasito esta en aumento, todavia no
se identifica adecuadamente la mayoria de los casos
presuntos de esta enfermedad, lo que se traduce en un
uso excesivo de antimaléricos y una vigilancia deficiente
de la enfermedad.

La OMS recomienda que, en todos los casos, el trata-
miento de la malaria se sustente en el diagnéstico basa-
do en el parésito.? El uso de las pruebas de deteccién
rapida del antigeno constituye una parte fundamental de
esta estrategia y es la espina dorsal de la expansién del
acceso al diagnostico de la malaria, ya que proporciona
un diagndstico basado en el parasito en las regiones

en las que no puede mantenerse una microscopia de
calidad adecuada. La cantidad de pruebas de diagnos-
tico rapido existentes y la escala de su uso han aumen-
tado répidamente en los Ultimos afios. Sin embargo, las
limitaciones de los estudios comparativos en el terreno,
asi como la naturaleza heterogénea de la transmision y
las caracteristicas epidemiolégicas de la malaria, han
restringido la disponibilidad de datos de desempefio de
buena calidad que los programas antimalaricos nacio-
nales precisan para tomar decisiones fundamentadas

" Informe Mundiial Sobre el Paludismo, 2009. Ginebra, Organizacién
Mundial de la Salud, 2009.

2 Guidelines for the Treatment of Malaria, Segunda edicion. Ginebra,
Organizacion Mundial de la Salud, 2010.

sobre las compras y la ejecucién, y limitan la capacidad
para extrapolar los resultados de los estudios en el te-
rreno a diferentes poblaciones y periodos. Con este fin,
en el 2006, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
el Programa Especial de Investigaciones y Ensefianzas
sobre Enfermedades Tropicales y la Fundacion para
Diagnésticos Nuevos e Innovadores (FIND) pusieron

en marcha un programa de evaluacion del desempefio
comparativo de las pruebas de diagndstico rapido de la
malaria existentes en el mercado. Estos datos servi-

ran de guia para las decisiones sobre las compras y
ayudaran a mejorar la calidad de la fabricacién de estas
pruebas. Los resultados de la primera ronda de la eva-
luacién de los productos se publicaron en abril del 2009
y, actualmente, constituyen la base de los criterios de
compra para la OMS, otros organismos de las Naciones
Unidas y los gobiernos nacionales.

En este resumen se presenta un panorama de los resul-
tados de las dos primeras rondas de evaluacion realiza-
das por la OMS de las pruebas de deteccion rapida de
los antigenos de la malaria, que tuvieron lugar en el 2008
y el 2009, respectivamente, y se publican conjuntamente
con los resultados de la segunda ronda. Los resultados
de las dos rondas de examenes deberan considerarse
un Unico conjunto de datos; para mas detalles acerca de
los resultados de los productos, y a la interpretacion y
uso de estos resultados, deben consultarse los informes
completos de las dos primeras rondas.
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Programa de la OMS
de evaluacién de productos

Las evaluaciones de las pruebas rapidas de diagnostico
que se resumen en este documento se realizaron como
una colaboracién entre la OMS, el Programa Especial
de Investigaciones y Ensefianzas sobre Enfermedades
Tropicales, la Fundacién para Diagndsticos Nuevos

e Innovadores, los Centros de Control y Prevencién

de Enfermedades de los Estados Unidos (CDC) y

otros asociados.® Se invit6 a todas las empresas que
fabrican segun las normas del sistema de calidad ISO
13485:2003 a que enviaran hasta tres pruebas para ser
evaluadas dentro de este programa. En la primera ronda
de pruebas, se evaluaron 41 productos de 21 fabrican-
tes frente a grupos de sangre preparada de cultivos del
parasito Plasmodium falciparum; en la segunda ronda,
se evaluaron 29 productos de trece fabricantes. De
estos productos, en 68 se procedio a la realizacion de la
prueba frente a grupos de P. falciparum y P. vivax deriva-
dos de pacientes, y un grupo negativo para el parasito.
Se evalud la termoestabilidad después de dos meses
de conservacién a una temperatura y una humedad
elevadas, y se tomo nota de la evaluacién descriptiva de
su facilidad de uso. De los 68 productos, 22 detectan
Unicamente P. falciparum, 39 detectan y diferencian la
malaria causada por P. falciparum de la no causada por
esta especie (panespecifica o especifica de la especie),
seis detectan la malaria causada por P. falciparumy la
no causada por esta especie, sin distinguir entre ambas,
y un producto se ide6 para detectar Unicamente P. vivax.
Los fabricantes remitieron dos lotes de cada producto
para la evaluacion.

El grupo de cultivos del parasito P. falciparum de la
primera fase se derivd de los mismos cultivos de P. falci-
parum en la primera y la segunda rondas. Sin embargo,
los grupos de P. falciparum y P. vivax salvajes (muestras
clinicas) se ampliaron en la segunda ronda. En concreto,
las pruebas de P. falciparum se aumentaron de 79 en la
primera ronda a 100 en la segunda, siendo 76 muestras
de P, falciparum comunes a ambas rondas de pruebas.
El grupo de P. vivax aumenté de 20 muestras en la

primera ronda a 40 en la segunda, y el grupo negati-

Vo para el parasito de 42 muestras negativas limpias*

y 48 muestras positivas para la enfermedad o para el
factor inmunitario de la primera ronda aumenté a 50 de
cada uno en la segunda. Para garantizar la congruen-
cia, se compard la distribucién de las concentraciones
de antigenos de las muestras de cultivos y salvajes,
correspondientes a P. falciparum-HRP2, P. falciparum-
pLDH y P. vivax-pLDH, entre las dos rondas de pruebas.
Las medianas de las cantidades de P. falciparum-HRP2
y P. falciparum-pLDH fueron marginalmente inferiores
en el grupo de la segunda ronda, en comparacion con
la primera; sin embargo, la diferencia no fue estadis-
ticamente significativa para ninguno de los antigenos

(p > 0,2; prueba de Mann-Whitney). La mediana de la
concentracion de P. vivax-pLDH fue mas alta en el grupo
de la segunda ronda; sin embargo, esta diferencia no
fue estadisticamente significativa (p = 0,68; prueba de
Mann-Whitney). Por lo tanto, los resultados de las dos
primeras rondas son comparables y deben considerarse
un unico conjunto de datos para fines de compras.

La evaluacién ha sido concebida para proporcionar
datos comparativos del desempefio de los lotes de
produccion remitidos de cada producto. Estos datos
se usaran para guiar las decisiones de compra de la
OMS, asi como las de otros organismos de las Na-
ciones Unidas y gobiernos nacionales. La evaluacion
de productos forma parte de un programa continuo

de trabajo para mejorar la calidad de las pruebas de
deteccion rapida que se usan, asi como para respaldar
una puesta en marcha amplia del diagndstico fiable

de la malaria en las zonas en la que esta enfermedad
es prevalente. En abril del 2010 comenz6 una tercera
ronda de evaluacién de productos.

8 Véase una lista completa de los asociados colaboradores en los
informes completos de la primera y segunda rondas.

Muestras negativas limpias: muestras de sangre de voluntarios
sanos que no tienen ninguna enfermedad ni anomalia sanguinea
actual conocida.



Resultados de la evaluacion

Los resultados (que se resumen en las figuras S1y S2,
y en los cuadros S1y S2) ofrecen datos comparativos
de dos lotes de productos con respecto a un grupo de
muestras de parasitos diluidas a una densidad baja de
parasitos (200 parasitos/ul) y una densidad mas alta

de parasitos (2000 o 5000 parasitos/l). La primera

es inferior a la densidad media de parasitos que se
observa en muchas poblaciones en las que la malaria es
endémica, y se considera cercana al valor umbral que
las pruebas deben detectar para identificar de manera
fiable la malaria clinica en muchos entornos.® Para los
fines de este informe, la medida principal de desempefio
es la “puntuacion de deteccién de las pruebas” (PDP):®
el porcentaje de muestras de malaria en el grupo que
da un resultado positivo en dos pruebas de deteccion
rapida por lote a una densidad mas baja de parasitos,

y en una Unica prueba de deteccidn rapida por lote a

la densidad mas alta de parasitos. Asi pues, no es una
medida de la sensibilidad clinica de las pruebas de de-
teccion rapida, ni una tasa de positividad con respecto
al grupo, sino una medida combinada de la tasa de
positividad, ademas de la uniformidad entre pruebas y
entre lotes. Las figuras también muestran las tasas de
resultados positivos falsos frente a muestras de sangre
que no contienen parasitos de la malaria ni marcadores
conocidos de otras enfermedades, y la tasa a la cual se
produjeron resultados no validos.

La sensibilidad clinica de una prueba de deteccién rapi-
da para detectar la malaria depende en gran medida de
las condiciones locales, incluida la densidad parasitaria
en la poblacion destinataria, por lo cual variara entre

las poblaciones con diferentes grados de transmision.
Los resultados de este informe muestran el desempefio
comparativo entre las pruebas de deteccion rapida y
dan una idea de cuales son los productos que proba-
blemente proporcionen una mayor sensibilidad en el

5 WHO Technical Consultation on Parasitological Confirmation of
Malaria Diagnosis. Report. Ginebra, Organizacion Mundial de la
Salud, 2010 (inédito).

6 Se denomina “tasa de deteccidn” en el informe completo de
la primera ronda, publicado en el 2009. Véase una explicacion
completa de la puntuacion de deteccion de las pruebas (PDP)
en el informe de la segunda ronda.

terreno, en especial en las poblaciones con infeccio-
nes de baja densidad. En general, a medida que los
paises reducen la prevalencia de la malaria e incluso se
acercan a la eliminacion de la enfermedad, la deteccion
de densidades bajas de parasitos es cada vez mas
importante en la atencion de los casos. Como indica la
tasa de deteccion a densidades de 2000 parasitos/yl, la
sensibilidad de muchos de estos productos sera similar
en poblaciones con densidades més altas de parasitos,
aunque un subgrupo de cualquier poblacion incluira a
individuos vulnerables que pueden contraer la enferme-
dad con densidades bajas del parasito (por ejemplo, los
nifios de corta edad, las embarazadas, los que estan
bien protegidos por mosquiteros de cama) y deben
tenerse siempre en cuenta al interpretar los resultados
de las pruebas de deteccion rapida.

La termoestabilidad (resumida en el cuadro S2) es de
vital importancia para el mantenimiento de la sensibili-
dad de la prueba en el terreno. En consecuencia, a los
fines de compras es fundamental que se preste especial
atencion a los resultados de estabilidad, de manera de
garantizar que los productos que se van a usar en zonas
con temperaturas altas de transporte y conservacion
cuenten con una estabilidad demostrada en el progra-
ma de evaluacion de productos. Los requisitos variaran
segun el pais: por ejemplo, si las pruebas se van a uti-
lizar en zonas en las que las temperaturas rara vez son
superiores a 30 °C, hay que hacer menos hincapié en la
estabilidad a temperaturas altas.

Los requisitos relativos a la facilidad de uso también
variaran en funcion del grado de capacitacién y del
entorno de trabajo de los usuarios. En particular, en los
entornos de atencién primaria de salud, cuanto mas
sencillas sean las pruebas, mas facil resultara evitar los
errores de preparacion e interpretacion.

Pueden encontrarse resultados detallados de las
evaluaciones en los informes de cada evaluacién’ y
en www.wpro.who.int/sites/rdt.

T Malaria Rapid Diagnostic Test Performance: Results of WHO
product testing of malaria RDTs: Round 1 (2008). Ginebra, Orga-
nizacion Mundial de la Salud, 2009. ISBN 978 92 4 1598071.



Resumen de los resultados

Esta evaluacién en laboratorio proporciona una medida
comparativa del desempefio de las pruebas de detec-
cién rapida de una manera estandarizada, para distin-
guir entre las pruebas con un desempefio adecuado

de las deficientes, a fin de fundamentar las decisiones
de los programas de control de la malaria sobre las
compras y guiar la politica de compras de las Naciones
Unidas.

Varias pruebas de deteccion rapida de las dos prime-
ras rondas demostraron una deteccién uniforme de la
malaria a densidades bajas del parasito (200 parasitos/
ul), tienen tasas bajas de resultados positivos falsos, son
estables a las temperaturas tropicales, son relativamente
faciles de usar y pueden detectar las infecciones por P,
falciparum, P. vivax o ambas.

El desempefio entre los productos mostré una gran va-
riacién con una densidad baja de parasitos (200 parasi-
tos/l); sin embargo, la mayoria de los productos mostro
un nivel alto de deteccion a 2000 o 5000 parasitos/pl).
Las pruebas de deteccion de P. falciparum dirigidas al
antigeno HRP2 registraron las tasas de deteccion mas
altas; sin embargo, algunas pruebas dirigidas a la detec-
cién del antigeno pLDH también presentaron una tasa
de deteccion alta.

El desempefio de las pruebas varié entre los lotes y am-
pliamente entre productos similares, lo que confirma que
es aconsejable que se evallen los lotes tras la compra 'y
antes de su uso en el terreno.

Los resultados subrayan la necesidad de que los fabri-
cantes cuenten con materiales de referencia suficientes
para el desarrollo de los productos y la liberacion de

los lotes. El programa de evaluacion de las pruebas de
deteccion rapida de la malaria de la OMS y la Fundacién
para Diagnosticos Nuevos e Innovadores, en colabo-
racion con los CDC, ofrece grupos de pruebas de la
calidad a los fabricantes como ayuda en este proceso.

Uso de estos resultados

En dltima instancia, es imprescindible que en las decisio-
nes de compra, basadas en estos resultados, se tengan
en cuenta las condiciones locales de transmision y de la
enfermedad en las que se usaran las pruebas (por ejem-
plo, la especie de Plasmodium, la variacién del antigeno
destinatario, las densidades parasitarias, el clima). Un
diagnostico certero es de vital importancia para una aten-
cion adecuada de los casos de malaria, sea que se base
en la microscopia o en las pruebas de deteccion rapida.
Estos resultados deberan usarse para preseleccionar los
productos que se compraran para su uso en los casos
en los que no se disponga de una microscopia adecua-
da. Otras consideraciones, como la capacitacion y los
requisitos de actualizacién profesional, son componentes
esenciales de la seleccién de los productos.

Asimismo, se recomienda evaluar cada lote de pruebas
de detecciodn rapida de manera estandarizada, antes

de su distribucion en el terreno, a fin de garantizar que
se mantenga el desempefio 6ptimo demostrado por

los lotes evaluados en el programa de evaluacion del
producto.® No se debe realizar la compra de pruebas
de deteccidn rapida sin una preparacion programatica y
de las infraestructuras para un uso correcto, incluidas la
gestién de la cadena de suministro, la capacitacion en
el uso y eliminacién de las pruebas, y la capacitacion en
la atencion de los pacientes en respuesta a los resulta-
dos. Ambos informes proporcionan un algoritmo para
ayudar en este proceso de toma de decisiones (primera
y segunda rondas: Anexo 5).

El Programa de Evaluacion de las Pruebas de Deteccion Répida
de la Malaria de la OMS-FIND proporciona gratuitamente la
capacidad de evaluacion de lotes en varios laboratorios regionales.
Para acceder a este programa se puede escribir a las direcciones
mal-rdt@wpro.who.int e info@finddiagnostics.org.



2 ANTECEDENTES

En el afio 2006, la OMS calcul6 que 3.300 millones de
personas corrian el riesgo de contraer la malaria. De
estas, 243 millones estaban infectadas (86% en Africa) y
casi 863.000 (la mayor parte, nifios africanos) murieron
a causa de la infeccion. En el 2009, la malaria seguia
siendo endémica en 109 paises, 45 de ellos en Africa.
La OMS calcula que, ese afio, aproximadamente 1,1
millones de personas seguian muriendo a causa de la
enfermedad.

En el ultimo decenio, han aparecido nuevas e importan-
tes oportunidades para el control de la malaria, como

el uso de mosquiteros con accion insecticida de larga
duracion, el rociado residual de los espacios interiores
con insecticidas y el tratamiento combinado basado en
la artemisinina. Es probable que estos instrumentos, jun-
to con el aumento de la cobertura de los programas de
control de la malaria, reduzcan la carga de la infeccién
por la enfermedad en los paises en los que se ejecu-
ten de manera adecuada. A su vez, es probable que la
proporcion de episodios febriles atribuibles a la malaria
disminuya considerablemente.

A pesar de las recomendaciones de la OMS para que
se confirme el diagndstico de las infecciones maléricas
en el laboratorio en todos los casos antes de iniciar el
tratamiento (2), el diagnostico se basa muchas veces en
el cuadro clinico (4). Sin embargo, en la mayoria de las
regiones endémicas, la malaria constituye una minoria
de enfermedades febriles “similares a la malaria”. La
microscopia ha sido la piedra angular del diagndstico
y se la recomienda para el diagndstico de esta enfer-
medad si se puede mantener su calidad; sin embargo,
la necesidad de personal capacitado y de reactivos y
equipo adecuados limita su disponibilidad y accesibili-
dad para muchas personas de las regiones endémicas
de malaria. Los instrumentos de diagnéstico rapidos,

precisos y accesibles son cada vez mas importantes

a medida que los programas amplian el diagnéstico
basado en el paréasito y la prevalencia de la malaria dis-
minuye. En los Ultimos afios, las pruebas de deteccién
rapida, que detectan los antigenos especificos (protei-
nas) de Plasmodium en la sangre entera de las personas
infectadas, han surgido como una opcion atractiva a la
microscopia. Las pruebas de deteccion rapida que se
fabrican actualmente vienen en distintas presentaciones
(tira reactiva, casete o tarjeta) y contienen anticuerpos
fijados a antigenos especificos, como la proteina rica
en histidina 2 (HRP2) (especifica de P. falciparum), la
lactato deshidrogenasa panespecifica o especifica de la
especie de Plasmodium (pLDH) o la aldolasa (especifica
de todas las especies principales de Plasmodium: P.
falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale, figura 1).

Para tener una utilidad extendida, una prueba de detec-
cién rapida debe tener una sensibilidad elevada, a fin de
garantizar que se detecten todas las infecciones de ma-
laria clinicamente significativas; una especificidad alta,
para permitir la vigilancia de la prevalencia baja de la
malaria y la atencion adecuada de la fiebre no malarica;
y una estabilidad alta, para permitir su transporte y con-
servacion en condiciones ambientales en las regiones
en las que la malaria es endémica. Los estudios en el
terreno de las pruebas de deteccion rapida publicados
muestran una variabilidad elevada en el desempefio,
debido probablemente a una calidad inadecuada de
fabricacion, la conservacién y manipulacion incorrectas,
la preparacién e interpretacion deficientes y, en ocasio-
nes, métodos, andlisis y notificacién deficientes de los
estudios (5-13). En general, las pruebas de diagnostico
(por microscopia o por pruebas de deteccion rapida)
hasta un nivel de 200 parasitos/ul detectaran de manera
fiable casi todas las infecciones clinicamente pertinentes
en las regiones en las que la malaria es endémica (4).
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El nimero de pruebas de deteccion rapida existentes en
el mercado ha aumentado rapidamente desde su intro-
duccion a finales de los afios noventa. Se calcula que
actualmente se comercializan 60 marcas y mas de 200
pruebas, y se calcula que, en el 2008, se usaron de 50 a
70 millones de pruebas.® Sin embargo, muchas veces,
la supervisién normativa de los diagnésticos es débil

y los organismos encargados de las compras se han
enfrentado a considerables problemas en la seleccion
de las pruebas de deteccion rapida adecuadas y en la
garantia de la calidad. En vista de la falta de uniformidad
de los resultados de los estudios en el terreno y de las
dificultades inherentes a la evaluacién de una gran canti-
dad de productos de manera estandarizada en estudios
en el terreno, en el 2002, la OMS y varios asociados
emprendieron un Programa de Evaluacién de Productos
de Pruebas de Deteccion Rapida de la Malaria, con el
fin de elaborar y emplear una evaluacion estandarizada
del desempefio de las pruebas de deteccion rapida

de esta enfermedad, y para guiar las decisiones y los
mecanismos normativos de las compras. El Programa
ha sido supervisado por la OMS y el Programa Especial
de Investigaciones y Ensefianzas sobre Enfermeda-

des Tropicales, en asociacion con la Fundacién para
Diagndsticos Nuevos e Innovadores (FIND), y ha estado
dirigido por un Comité Directivo y por consultas técnicas
que tuvieron lugar del 2003 al 2010, supervisando la
elaboracion de procedimientos de trabajo normalizados

% Datos de la OMS sin publicar.

para el programa (14). Se establecié una red de lugares
de recogida de muestras con el fin de contribuir con
muestras para el banco mundial en los CDC y para
facilitar las actividades locales de control de calidad (fi-
gura 2). El informe de la primera ronda de evaluacién de
productos se publico en el 2009 (3) y en este segundo
informe se afaden datos de desempefio de 29 prue-
bas de deteccion rapida. Las pruebas de la segunda
ronda se realizaron en comparacién con un grupo de
evaluacion ligeramente ampliado, con muestras nuevas
con caracteristicas similares en cuanto a la concentra-
cion total de antigenos, el origen de los parasitos y las
muestras de sangre negativas al parasito. Los resulta-
dos deberan considerarse conjuntamente con los de la
primera ronda (2008) (3).
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3 OBJETIVO

Evaluar las pruebas de deteccion rapida de la malaria con el fin de generar datos de desempefio que sirvan como
guia para las compras de las pruebas de deteccion rapida para su uso en el terreno en los paises en los que la mala-
ria es endémica.

DESEMPENO DE LAS PRUEBAS DE DIAGNOSTICO RAPIDO DE LA MALARIA RESULTADOS DE LA EVALUACION REALIZADA POR LA OMS DE LAS PRUEBAS DE DIAGNOSTICO RAPIDO DE LA MALARIA: 2.2 RONDA (2009)




4 PROCEDIMIENTOS
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Seleccion de las pruebas

En octubre del 2008, el Programa de Evaluacion de las
Pruebas de Deteccion Rapida de la Malaria de la OMS/
FIND hizo una convocatoria de manifestacion de interés
dirigida a los fabricantes de pruebas de deteccion
rapida de la malaria, junto con informacion en relacion
con los requisitos para la remision de un producto a la
segunda ronda del programa de evaluacién de produc-
tos y las condiciones para la participacion en el Progra-
ma de Evaluacién.” Los requisitos eran los siguientes:
certificacion 1ISO 13485:2003, suministro de cantidades
suficientes de productos (1100 pruebas de cada uno de
dos lotes) y cumplimiento del protocolo de la prueba de
la estabilidad interna y en tiempo real (14).

Después de una convocatoria inicial para las manifes-
taciones de interés, 13 fabricantes enviaron un total de
29 productos para su inclusion en la segunda ronda.
Después de una evaluacion inicial frente a un grupo
derivado de cultivo de P. falciparum (primera fase), 27
productos cumplieron los requisitos minimos de desem-
pefio y pasaron a la evaluacién completa.

En resumen, de los 27 productos completamente
evaluados, 6 estan disefiados para detectar Unicamente
P. falciparum; 17, para detectar y diferenciar la malaria
causada por P. falciparum de la no causada por esta
especie;'" tres, para detectar la malaria causada por

P. falciparum y la no causada por esta especie, sin
distinguir entre ellas; y uno, para detectar unicamente

P. vivax. En los anexos 1y 2 se proporciona un resumen
completo de las caracteristicas de los productos.

10 http://www.wpro.who.int/sites/rdt/who_rdt_evaluation/call_for__
testing_round2.htm

™ Uno es sélo para P. vivax.

Esquema del protocolo
de evaluacién de productos

El proceso de evaluacién se muestra en la figura 1y en
el manual de métodos para la evaluacion de produc-
tos de pruebas de diagnostico rapido de la malaria,
segunda version (14). En pocas palabras, se evaluaron
las pruebas de deteccion rapida de dos lotes de cada
producto frente a un grupo de muestras de sangre crio-
conservadas, positivas y negativas para el parasito, y un
grupo de muestras negativas para el parasito. En ambos
lotes se examind también la termoestabilidad, evaluada
antes y después de dos meses de conservacion a 4 °C,
35 °Cy 45 °C. Finalmente, se elaboré una descripcién
de la facilidad del uso, con ayuda de un formato de
evaluacion estandar.

El proceso de realizacion de la prueba y todos los
resultados fueron supervisados por el comité directivo
del banco de muestras, y se dio a los fabricantes 60
dias para comentar los resultados de cada producto
individual antes de su publicacion.



Grupos de evaluacion

Las pruebas de deteccion rapida se evaluaron frente a
tres grupos, especificamente:

a) Lineas de cultivo de P. falciparum (incluye un subgru-
po, grupo del “fabricante”) a bajas densidades de
parasitos (200 parasitos/pl) y altas densidades de
parasitos (2000 parasitos/pl).

b) Especies salvajes de Plasmodium (P. falciparum,
P. vivax) de seres humanos infectados naturalmente y
muestras negativas para el parasito a bajas densida-
des (200 parasitos/l) y altas densidades de parasi-
tos (2000 0 50007 parasitos/pl).

¢) Grupo negativo para el parasito (muestras “limpias” y
muestras especificas de la enfermedad o especificas
del factor sanguineo).

En los manuales de métodos elaborados con este fin
puede encontrarse un panorama del proceso de ex-
traccion y caracterizacion de las muestras (14-15). Los
resultados de la caracterizacion pueden encontrarse en
la pagina web de las pruebas de deteccion rapida de la
OMS/WPRO. 8

En resumen, se caracterizé cada muestra del grupo en
cuanto a:

1) el origen geografico;

2) la especie por microscopia por duplicado (dos
microscopistas) y la confirmacion por reaccién en
cadena de la polimerasa anidada de la infeccion
mOonoespecie;

3) la secuencia del antigeno HRP2 por amplificacion de
la reaccion en cadena de la polimerasa;

12 Seis (6%) de los 100 conjuntos de muestras de dilucién de
P, falciparum fueron 200 y 5000 parasitos/pl y dos (5%) de
los 40 conjuntos de muestras de dilucion de P, vivax fueron
200 y 5000 parésitos/ul

'8 http://www.wpro.who.int/sites/rdt/who_rdt_evaluation/call_for_
testing_round2.htm

4) la concentracién de antigenos, determinada median-
te ELISA cuantitativo para HRP2, pLDH, aldolasa;

5) lareaccion en cadena de la polimerasa para la mala-
ria y pruebas confirmatorias para otras patologias en
el caso de las muestras negativas para el parasito.

Composicidn del grupo

Grupo de parasitos cultivados de P. falciparum

Se seleccionaron veinte cepas adaptadas al cultivo de P,
falciparum de origenes geograficos variados, incluidas 15
cepas con secuencia de HRP2 de tipo B, tres con el tipo
A'y dos con el tipo C. Todas las muestras se derivaron del
banco de cultivos de los CDC y se diluyeron en sangre de
donantes de Estados Unidos del grupo O+ (14).

Grupo de parasitos salvajes

El grupo (clinico) positivo para el parasito salvaje con-
sistio en muestras de 100 casos de P. falciparum y 40
casos de P, vivax, derivadas de diez centros de recogida
de Asia, Africa y América del Sur (figuras 2, 4a y 4b).
Quince cepas de P. falciparum fueron de la secuencia
de tipo B del antigeno HRP2; 59, de tipo A; 10, de tipo
C, y 16, si bien expresaban HRP2, tenian secuencias

no uniformes (probablemente debido a infecciones
multiclénicas).

Las muestras se recogieron de pacientes febriles y se
procesaron segun métodos estandarizados concebidos
para conservar la concentracion del antigeno destinata-
rio (15). Después de diluciones y de crioconservacion,
las muestras se transfirieron al banco mundial de los
CDC para su mayor caracterizacion. Las distribuciones
de las concentraciones de HRP2, aldolasa y pLDH se
determinaron en una muestra mas grande, y se desa-
rrollé un grupo de prueba que excluyé las muestras con
extremos de concentracion alta o baja de antigeno.



Muestras de sangre negativas

El grupo negativo consistié en muestras negativas para
el parasito, “limpias”, de bancos de sangre derivados
de donantes en zonas no endémicas de las Filipinas,
Madagascar, Estados Unidos, Senegal y Nigeria, y en
muestras negativas para el parasito de donantes con
enfermedades que pueden estar potencialmente en los
diagnosticos diferenciales de la malaria, o con factores
de sangre especificos comprobados por ser frecuentes
en la comunidad o comprobados por tener el potencial
de causar reacciones positivas falsas en las pruebas
inmunocromatograficas (cuadro 2). Pueden encontrar-
se mas detalles del grupo negativo para el parasito en
http://www.wpro.who.int/sites/rdt.

Registro de las pruebas
de deteccidn rapida

La recepcion de cada envio de pruebas de deteccion
rapida en el centro de evaluacion se anotd en un registro
especifico de pruebas de deteccion rapida. Se ofrecie-
ron dispositivos de control de la temperatura a los fabri-
cantes de manera gratuita, para acompanar los envios
de pruebas de deteccién rapida a los CDC. Todas las
pruebas de deteccion rapida se conservaron inmedia-
tamente a < 25 °C, y los monitores de temperatura se
rotularon con la fecha de recepcion y, si procedia, se
reenviaron para la descarga de la informacion.

14 Seis (6%) de los 100 conjuntos de muestras de dilucion de P
falciparum fueron 200 y 5000 parasitos/ul y dos (5%) de los 40
conjuntos de muestras de dilucién de P. vivax fueron 200 y 5000
paréasitos/pl.

Registro de los grupos de muestras

A todas las muestras del grupo se les asignaron nume-
ros de identificacion Unicos en los centros de recogida
y se conservaron en alicuotas de 50 pl, a -70 °C hasta
el momento de la prueba. Todos los datos relativos a la
identificacién de las muestras, la localizacion de la con-
servacion y los resultados de la caracterizacion estan
almacenados en una base de datos segura y especifica.

Fases de las pruebas

La evaluacién se dividio en dos fases de pruebas:

Primera fase. Un paso de cribado, para permitir la
seleccion de pruebas de deteccion rapida que cumplian
los requisitos minimos de calidad. Se evaluaron los
productos de dos lotes frente a un grupo de 20 mues-
tras de P, falciparum derivadas de cultivos, a densida-
des altas de parasitos (2000 parasitos/pl) y densidades
bajas de parasitos (200 parasitos/pl). Los productos no
concebidos para detectar P. falciparum se excluyeron
de la primera fase. Para pasar a la evaluacion completa
(segunda fase), un producto evaluado en la primera fase
debe haber logrado una puntuacion de deteccion de las
pruebas del 80% frente a las muestras de 2000 parasi-
tos/pl (figuras 5y 6).

Segunda fase. Los productos de dos lotes se evaluaron
frente a un grupo de muestras de sangre clinica diluidas
que contenian parasitos salvajes y un grupo negativo
para el parasito, en los que se evaluaron la termoestabi-
lidad y la facilidad de uso.

a. El grupo positivo para el parasito y negativo para el
parasito estaba comprendido por 100 P. falciparum,
40 P, vivax a dos densidades de parasitos (200 para-
sitos/pl y 2000 o 5000 parasitos/pl), y 100 testigos
negativos para el parasito.



b. Evaluacion de la termoestabilidad: Evaluacion inicial
de diez pruebas de deteccidn rapida de cada uno
de dos lotes frente a una Unica cepa aislada de P,
falciparum derivada de cultivo (cepa Nigeria XlI, Pf
HRP2, de secuencia de tipo B, con concentracion
caracteristica de antigeno) a 200 parasitos/ul y 2000
parasitos/ul, cuatro pruebas de deteccién répida de
cada lote frente a una muestra negativa. Este proce-
dimiento se repitié después de que las pruebas de
deteccion rapida se mantuvieron durante 60 dias a 4
°C, 35 °Cy 45 °C, con una humedad del 75%.

c. Evaluacion de la facilidad de uso: Después de fami-
liarizarse con el dispositivo de evaluacion, los técni-
cos describieron conjuntamente las caracteristicas
de seguridad de la sangre en la prueba, la calidad de
las instrucciones, el nimero de pasos sincronizados
y el tiempo total hasta la obtencion del resultado,
con ayuda de una guia de referencia estandar (14).

d. Se requirié también una evaluacion de la estabili-
dad a ser realizada por los fabricantes en el lugar
de fabricacion. Se solicité a los fabricantes que
evaluaran la termoestabilidad en tiempo real en
intervalos de tres meses, frente a densidades altas y
bajas de parasitos, suministradas por la OMS en el
limite superior de su temperatura de conservacion
recomendada durante la vida Util y al final de la vida
util. Los resultados se envian a la OMS a intervalos
periddicos, solo para uso interno.

Realizacion de las pruebas rapidas

Todas las pruebas de deteccion rapida se llevaron a
temperatura ambiente antes del primer uso. Se inspec-
cionaron los cambios de color en el desecante y, en
caso de haber cambios, los productos se desecharon.
Las pruebas de deteccién rapida se rotularon con el
numero de identificacién de la muestra, la dilucién y la
fecha cuando se realizé la prueba. La realizacion de las
pruebas rapidas se hizo de conformidad con las instruc-
ciones del fabricante, excepto la transferencia de san-
gre, que se realizé con una micropipeta desde el tubo
de muestra. Un técnico anoté el resultado en el tiempo
minimo de lectura especificado. Un segundo técnico re-
piti6 la lectura del resultado en un intervalo de una hora
para control interno e informacién de los fabricantes.
Los técnicos se rotaron, y se les enmascaré en cuanto al
tipo de muestra y en cuanto a los resultados obtenidos
entre si durante la segunda fase. En los anexos 1y 2 se
brinda un resumen descriptivo e ilustrado de las carac-
teristicas de las pruebas, los pasos realizados y la guia
para la interpretacion de los resultados.

Interpretacion de los resultados

Cada técnico anoto los resultados de las lineas testigo y
de examen como positivos o negativos. Cada prueba se
leyd contra un gréafico de colores estandar, y la intensi-
dad de la banda se puntué como 0 (ausencia de banda
visible), 1, 2, 3 0 4. Si la linea testigo era registrada
como ausente por alguno de los técnicos, la prueba se
anotaba como no valida.

En las figuras 5 y 6 se muestra la secuencia de las prue-
bas con densidades baja y alta de parasitos.
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La recepcion de los productos se anoté a mano en un
registro de pruebas de deteccioén rapida en los CDC,
segun los procedimientos normalizados de trabajo. Los
datos relacionados con la extraccién y la caracterizacion
de las muestras se anotaron primero en formularios de
informe impresos, segun los procedimientos normaliza-
dos de trabajo, en los centros de recogida (figura 2), el
Hospital de Enfermedades Tropicales de Londres (no-
tificacion de ELISA) y los CDC (PCR), y a continuacion,
se introdujeron directamente en hojas de célculo Excel
formateadas que posteriormente se importaron en una
base de datos elaborada especialmente.

Cada técnico anotd individualmente, segun los procedi-
mientos normalizados de trabajo, los resultados de las
pruebas del grupo de productos y de termoestabilidad
realizadas en los CDC en los formularios de informe. Es-
tos resultados se introdujeron como datos por duplicado
y se analizaron las discrepancias observadas.

Todos los documentos de origen vy los registros electro-
nicos del estudio se mantienen en un almacenamiento
seguro hasta la conclusion de la evaluacion, el andlisis
de los datos y la publicacién de los resultados.

Los informes individuales de la evaluacion de los pro-
ductos y los datos sin procesar adjuntos se distribuye-
ron a los fabricantes para su examen sesenta dias antes
de la publicacion del informe final.
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Las pruebas de los productos se realizaron segun los
procedimientos normalizados de trabajo elaborados
mediante experiencias de pruebas previas y se basan en
las recomendaciones de las consultas de expertos; se
hicieron modificaciones menores segun las recomenda-
ciones del Comité Directivo, antes de la segunda ronda
(14). Se controld la calidad de los pasos cruciales, de la
siguiente manera:

c)

a) Calidad de las pruebas de deteccién
rapida de la malaria y su uso
Todas las pruebas de deteccion rapida se conserva-
ron en un medio controlado, a < 25 °C; la bolsa se
abrio y se comprobé el desecante inmediatamente
antes de su uso; se siguieron las instrucciones del
fabricante, excepto el uso del dispositivo de trans-
ferencia de sangre suministrado por el fabricante
(se us6 una micropipeta para garantizar un volumen
correcto de sangre). d)
Se ofrecié un dispositivo de control de la tempera-
tura para su inclusién con las pruebas de deteccion
rapida al ser enviadas al centro de evaluacion. Se
analizaron los registros en busca de cualquier tem-
peratura que hubiera sobrepasado las condiciones
de conservacion recomendadas por el fabricante.
b) Calidad y objetividad de los resultados de
lectura de las pruebas de deteccion rapida
Unos técnicos capacitados, a quienes se les exa-
mind la agudeza visual, leyeron los resultados en
buenas condiciones de luz, y los introdujeron por
duplicado en una base de datos. Se rotaron los
técnicos y se usaron las lecturas de un segundo
técnico con fines de control interno. Se examinaron
en detalle los resultados resumidos, y las posibles
discrepancias se identificaron y comprobaron contra
los formularios de informe de laboratorio originales.

Todas las muestras de parasitos salvajes se asigna-
ron aleatoriamente con las muestras negativas para
el parasito y se volvieron a rotular para una lectura
enmascarada de los resultados de las pruebas de
deteccién rapida.

Calidad de las muestras de los bancos de muestras
Se establecieron procedimientos normalizados de
trabajo para la preparacién de todas las muestras
de los bancos de muestras (15). Se seleccionaron
lineas de cultivos de parasitos y muestras salvajes,
teniendo en cuenta los datos probatorios anteriores
y los datos de estudios realizados especificamente.
Todas las muestras de parasitos diluidas se conser-
varon y transportaron a -70 °C, y se usaron sélo una
vez dentro de un lapso de ocho horas después de su
descongelacion.

Calidad del centro de evaluacion de los productos
La Divisién de Malaria y Enfermedades Parasitarias
de los CDC es uno de los principales componentes
operativos del Departamento de Salud y Servicios
Sociales de los Estados Unidos. El laboratorio
ostenta la acreditacion del programa de modifica-
ciones para el mejoramiento de los laboratorios
clinicos (CLIA por su sigla en inglés) y esté sometido
a vigilancia por programas internos de sistemas de
gestion de la calidad.
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7 CONSIDERACIONES ETICAS

Cada centro de recogida de muestras obtuvo la aprobacién de un Comité de Etica de la Investigacion de la OMS y del
comité de ética local para la recogida, el transporte y el archivo de muestras de sangre para fines de evaluacién del
producto, evaluacion de los lotes y procedimientos de garantia de la calidad.

DESEMPENO DE LAS PRUEBAS DE DIAGNOSTICO RAPIDO DE LA MALARIA RESULTADOS DE LA EVALUACION REALIZADA POR LA OMS DE LAS PRUEBAS DE DIAGNOSTICO RAPIDO DE LA MALARIA: 2.2 RONDA (2009)




8  ANALISIS DE LOS DATOS

Medidas de deteccion

de parasitos: puntuacién de
deteccidn de parasitos y
tasa de positividad

Las pruebas de deteccion rapida de la malaria detectan
el antigeno derivado del parasito. La relacion entre la
concentracion del antigeno disponible de la muestra
de sangre (después de la lisis de los hematies y los
parasitos) y la densidad del parasito periférico muestra
una gran variacién debido a factores tanto del hués-
ped como del parasito. Ademas, la frecuencia en la
poblacion de factores especificos que pueden tradu-
cirse en un resultado positivo falso puede variar. Por

lo tanto, la sensibilidad y la especificidad en el terreno
de una prueba de deteccion rapida pueden cambiar en
diferentes situaciones epidemiolégicas. La evaluacion
que se comunica en este documento no predice la
sensibilidad ni la especificidad en una situacién dada en
el terreno; notifica la deteccion comparativa de anti-
genos destinatarios y las tasas de resultados positivos
falsos de las pruebas de deteccion rapida frente a un
grupo estandarizado, de manera controlada y repetible.
Como el grupo se elabora para ser una aproximacion
estrecha de las muestras en el terreno, se espera que
las tasas de deteccion comparativa entre los productos
se reflejen en tasas de deteccion comparativa similares
en el terreno. Como el grupo esta ideado para incluir
una gran cantidad de muestras cercanas a los limites
de deteccidn de las pruebas de deteccion rapida (200
parasitos/pl), es probable que el grupo discrimine mas
claramente que un estudio en el terreno. Se desprende
de ello que, en algunos entornos, por ejemplo, cuando

la densidad de parasitos es muy alta, quiza no se obser-
ven en poblaciones de pacientes algunas diferencias en
la puntuacién de deteccion de las pruebas (PDP) y en
las tasas de positividad entre pruebas observadas frente
al grupo de evaluacion de la OMS, o estas diferencias
pueden ser mucho mas pequefias. Ademas, cuando las
densidades de parasitos son muy bajas, las tasas de
deteccion pueden ser mas bajas que las indicadas en
este documento.

En referencia a la figura 5, un producto debe dar cuatro
resultados positivos de la prueba al tiempo minimo de
lectura recomendado por el fabricante (dos del lote uno,
dos del lote dos, al tiempo inicial de lectura) cuando se
analiza frente a una densidad de parasitos de 200 para-
sitos/pl para contribuir a su puntuacion de deteccion de
las pruebas. Si se analiza frente a 2000 o 5000 parasi-
tos/pl (figura 6), el producto debe dar dos pruebas po-
sitivas al tiempo minimo de lectura recomendado por el
fabricante (uno de cada lote). Asi pues, la puntuacion de
deteccion de las pruebas es una medida de la uniformi-
dad entre pruebas y entre lotes, asi como la capacidad
para detectar antigenos. La puntuacion de deteccion de
las pruebas correspondiente a P. falciparum indica un
resultado de la prueba de deteccion rapida que confirma
la presencia de P. falciparum, cuando se analiza frente a
muestras de P. falciparum cultivado y salvaje, mientras
que la puntuacién de deteccion de las pruebas que no
corresponde a (deteccion de P. vivax en este informe)
indica unos resultados positivos para Plasmodium y
negativos para P. falciparum cuando se analiza con
muestras de P. vivax salvaje.

La tasa de positividad es el porcentaje de todas las
pruebas de un producto determinado que dieron un
resultado positivo de la prueba, al tiempo minimo de
lectura recomendado por el fabricante, cuando se anali-
z6 frente a una muestra de P. falciparum o P. vivax.
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Resultados positivos falsos

Los resultados positivos falsos se analizan y notifi-

can como dos grupos separados: los que tenian una
identificacion incorrecta de la especie y los que dieron
un resultado positivo para muestras que no contenian
parésitos de especies de Plasmodium. Especificamente,
la tasa de resultados positivos falsos es el porcentaje de
todas las pruebas de un producto concreto que dieron
un resultado positivo cuando no debiera haber sido asi,
a partir de los resultados en el tiempo minimo de lectura
recomendado por el fabricante.

a) Identificacion incorrecta de las especies
Se considera que una prueba da un resultado inco-
rrecto de la especie si aparece una linea de prueba
positiva de P. falciparum en el andlisis frente a una
muestra que contiene parasitos que no son P. falcipa-
rum (P. vivax). Las muestras de P. falciparum que dan
solo una linea de prueba panespecifica visible (0 no
especifica de P. falciparum en las pruebas de asocia-
cion también se consideran positivas falsas.

b) Resultados positivos falsos en muestras
negativas para Plasmodium
Cualquier prueba que produce una lectura positiva
a muestras sin parasitos Plasmodium se considera
un resultado positivo falso. En la segunda fase, las
muestras negativas para el parasito consisten en
muestras negativas limpias y también muestras que
contienen otros agentes infecciosos (por ejemplo,
dengue, Leishmania, Chagas) y factores inmunol6-
gicos (por ejemplo, factor reumatoide, anticuerpos
antinucleares y anticuerpos antirratén) (cuadro 2).

Intensidad de banda

Todos los resultados positivos de las pruebas se anota-
ron segun la intensidad de banda frente a un grafico de
referencia estandar, emparejado estrechamente con el
color de la linea. Basandose en los primeros resultados
del lector, la distribucion de los resultados de la intensi-
dad de banda se presenta como la intensidad media de
banda de los resultados positivos. Ademas, la intensi-
dad se expres6 por cada resultado positivo (0, 1,2, 3 0
4),'s como el porcentaje anotado en ese nivel.

Coincidencia entre
los distintos lotes

La falta de coincidencia entre los lotes de pruebas se
calcula a partir del niumero de muestras que dieron un
resultado positivo en ambas pruebas de deteccion ra-
pida analizadas en ese lote, frente a muestras positivas
para el parasito a 200 parasitos/l, y en la prueba de
deteccion rapida Unica de cada lote analizada frente a
muestras a 2000 (o 5000) parasitos/pl. Asi pues, una
coincidencia alta entre lotes indica la uniformidad en la
deteccion de los parasitos de la malaria.

Pruebas no validas

El nimero total de pruebas que se consideraron no vali-
das durante el andlisis de ambos lotes, usando muestras
a 200 parasitos/ul y 2000 (o 5000) parasitos/ul.

Termoestabilidad

Los resultados de las pruebas de termoestabilidad se
notifican como el nimero de pruebas positivas (maximo
20)'® y la intensidad de banda media (solo para prue-
bas positivas), al inicio y después de que los lotes se
conservaran a 4 °C, 35 °C y 45 °C durante dos meses,
frente a una muestra de parasito P. falciparum a 200 y
2000 parasitos/l.

'8 Se usa un grafico estandar de comparacion de la intensidad que
permite emparejar hasta la mas cercana entre cuatro variantes de
colores comunes de anticuerpos marcados usados en las pruebas
de deteccidn rapida, cada una a cuatro niveles de intensidad.

16 Diez pruebas por lote, con los resultados no validos excluidos del
analisis.
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COMPARACION CON LAS BASADAS EN EL TERRENO

A pesar de las cualidades del programa de evaluacién
de productos, la evaluacién no es completamente
analoga a la evaluacion en el terreno de las pruebas de
deteccion rapida de la malaria. Con el fin de obtener

un grupo que pudiera utilizarse de manera reproducible
para evaluar las pruebas de deteccion rapida, las mues-
tras de sangre se diluyeron, congelaron y conservaron

a una temperatura inferior a =70 °C. La sangre que ha
sufrido un proceso de congelacién y descongelacion
quiza no tenga exactamente las mismas caracteristi-
cas que la sangre fresca, pero como en las pruebas de
deteccion rapida se produce una lisis de hematies como
primer paso, el efecto de esto es limitado. Otra variacion
con respecto a la equivalencia en el terreno radica en

el uso de una micropipeta para administrar sangre al
dispositivo de la prueba de deteccién rapida, en lugar
del dispositivo de transferencia de sangre suministrado
por el fabricante. Esto era necesario porque la sangre se
recoge de un criotubo en lugar de una digitopuncion, y
los dispositivos de transferencia de sangre suministra-
dos con un producto determinado pueden variar. Esta
técnica también garantizé la uniformidad de la evalua-
cién al reducir la probabilidad de error del usuario.

Los estudios en el terreno tienen una importancia en

la seleccion del producto, especialmente en la deter-
minacién de cuél de una lista corta de productos es el
mas adecuado para los técnicos y la situacién de su
uso previsto por un programa (por ejemplo, las carac-
teristicas de facilidad de uso). Estos estudios deberian
tener objetivos definidos minuciosamente y procedi-
mientos concebidos para lograr estos objetivos. Los
estudios para determinar la sensibilidad y especificidad
probables de un producto en el terreno también son
importantes, pero requieren muestras de tamafio grande
y poblaciones con densidades bajas de parasitos para
detectar diferencias significativas entre los productos
con un buen desempefio, tienen que estar controlados
minuciosamente y, por lo tanto, son costosos. No permi-
ten la comparacion de una gran cantidad de productos.
La OMS elaboré recomendaciones sobre practicas ade-
cuadas para los estudios de la malaria en el terreno que
deben seguirse para mejorar la capacidad de repeticion
y la calidad de los resultados (16).
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Resumen

En la segunda ronda de la evaluacion de la OMS de las
pruebas de deteccion rapida de la malaria, se evaluaron
29 productos frente a muestras de cultivo de P. falcipa-
rum, y 27 procedieron a la evaluacion frente a muestras
de parasitos de tipo salvaje recogidas de pacientes
parasitémicos de tres continentes y un grupo grande
de muestras negativas para el parasito. Se evaluo la
termoestabilidad a las temperaturas que habitualmente
se registran en los paises en los que la malaria es endé-
mica. Trece centros de investigacién se comprometieron
a realizar la recogida o la caracterizaciéon de muestras
para establecer los grupos de evaluacién. Entre abril y
noviembre del 2009, en los CDC se realizaron mas de
38.000 pruebas en total.

Los resultados de la evaluacion revelan los siguientes
resultados fundamentales:

a) La gama total de resultados, incluidas las puntuacio-
nes [anteriormente la “tasa de deteccion”], la tasa de
positividad, las tasas de resultados positivos falsos y
de termoestabilidad, fue similar a la notificada en la
primera ronda (3).

b) Algunas pruebas de deteccion rapida demostraron
una deteccion uniforme de la malaria a densidades
bajas del parasito (200 parasitos/pl), tienen una tasa
baja de resultados positivos falsos, son estables a
temperaturas tropicales, son relativamente faciles de
usar y pueden detectar infecciones por P. falcipa-
rum, P. vivax o ambos, lo que se afiade a la cantidad
de pruebas con buenos resultados incluidas en la
primera ronda.

c) El desempefio entre productos varié ampliamente a
una densidad baja de parasitos (200 paréasitos/ul);
sin embargo, la mayoria de los productos mostré un
nivel alto de deteccion de P. falciparum y P. vivax a
2000 (o 5000) parasitos/pl.

d) Las pruebas de deteccion de P. falciparum dirigi-
das al antigeno HRP2 demostraron las tasas mas
altas de deteccion para P. falciparum; sin embargo,
algunas pruebas dirigidas a la deteccion del antigeno
pLDH también detectaron P. vivax con una uniformi-
dad alta.

e) El desempefio de la prueba vario entre los lotes de
algunos productos.

En los cuadros 3 y 4 se resume el desempefio de las
pruebas de deteccion rapida de la malaria frente a
parasitos P. falciparum cultivados (cuadro 3) y a sangre
que contenia parasitos P. falciparum y P. vivax salvajes
y a muestras negativas de Plasmodium spp. (cuadro 4).
Los datos tienen codigos de colores segun categorias
arbitrarias con el fin de facilitar la interpretacion de los
resultados, aunque esto no indica limites de desem-
pefio aceptable o inaceptable. En los anexos 3y 4 se
presenta informacion detallada referente a los resultados
de la primera y la segunda fases, respectivamente, de
la evaluacion de los productos. En las figuras 7 a 15 se
muestra una interpretacion grafica de estos datos.



Primera fase: grupo de cultivos
de P. falciparum

La mayoria (90%) de las pruebas detect6 de manera
uniforme > 95% de los parasitos P. falciparum culti-
vados a densidades altas del parasito (2000 o 5000
parasitos/pl); sin embargo, la puntuacion de deteccion
de las pruebas fue muy variable (0 al 100%) a densida-
des bajas del parasito (200 parasitos /ul). A densidades
bajas del parasito, los productos con la puntuacién mas
alta de deteccion de las pruebas estaban dirigidos al
antigeno HRP2 (figura 7).

Segunda fase: muestras de

P. falciparum y P. vivax salvajes y
muestras negativas para Plasmo-
dium spp.

Los siguientes resultados se refieren a los 27 productos
que pasaron a la segunda fase.

a) Deteccion de P. falciparum
Veintiséis de los 27 productos de la segunda fase
estaban concebidos para detectar P. falciparum. En
comparacion con el grupo de parasitos cultivados de
P. falciparum, la puntuacién de deteccién de las prue-
bas de y las tasas de positividad de muestras salvajes
fueron en general mas altas, lo que refleja el aumento
del contenido de antigenos de las muestras salva-
jes. Al igual que en la primera fase, la mayoria de las
pruebas (25; 92%) tuvo una puntuacién de deteccion
de las pruebas > 95% de muestras de P. falciparum a
densidades altas del parasito, pero solo dos pruebas
(7%) obtuvieron esta puntuacién alta de deteccion
a una densidad baja de parasitos (200 parasitos/
ul). Ambos productos estaban dirigidos al antigeno
HRP2. Seis productos especificos Unicamente para
P. falciparum alcanzaron valores de la puntuacion de
deteccidn de las pruebas de > 50% (figura 8).

b) Deteccién de P, vivax
La figura 9 muestra que, de los 20 productos pensa-
dos para detectar P. vivax, la mayoria detectaron las
densidades altas del parasito (2000 o 5000 parasitos/
ul) de manera uniforme y varios lograron un valor
alto de la puntuacién de deteccion de las pruebas
frente a muestras de 200 parasitos/pl. Sin embargo,
la deteccion total de la densidad baja de muestras
de parasitos P. vivax salvaje fue mas baja que la de
P. falciparum. A densidades bajas del parasito (200
parasitos/pl), solo cuatro productos (20%) tuvieron
una puntuacion de deteccion de las pruebas > 90% y
11 tuvieron una PDP > 50% (cuadro 4).

b) Deteccion combinada de P. falciparum y P. vivax
Considerando las 19 pruebas de asociacion, siete
(87%) tuvieron una puntuacién de deteccién de las
pruebas de > 50% para P. falciparum y P. vivax por
igual, a la densidad baja de parasitos (200 parasitos/
pl) (cuadro 4). Varias tuvieron un buen desempefio a
densidades altas del parasito. Las tres pruebas Unica-
mente panespecificas tuvieron una mejor puntuacion
de deteccidn de las pruebas para P. vivax que para P.
falciparum.

c) Tasa de positividad de P. falciparum y P. vivax
Ademaés de la PDP, también se midi6 la tasa de posi-
tividad. Esto pone a un lado las diferencias entre las
pruebas y los lotes capturadas en la puntuacién de
deteccion de las pruebas y mide el nimero total de
veces en que una prueba dio un resultado positivo.
Como cabia esperarse, las tasas de positividad fue-
ron mas altas que la puntuacion de deteccion de las
pruebas pero reflejaron la PDP frente a muestras de P.
falciparum y P. vivax salvajes (figuras 10y 11).

d) Intensidad de banda
Aunque las pruebas de deteccion rapida no son
cuantitativas, los técnicos calificaron los resulta-
dos positivos segun un grafico de colores estandar
y se calcul6 una intensidad de banda media (para
resultados positivos) (anexo 4, cuadros A4.2 y A4.3).
Hubo una correlacion positiva entre la puntuacion de
deteccién de las pruebas, la intensidad de banda y
la concordancia entre los lectores, lo que indica que,
como se esperaba, las bandas de examen intensas
se interpretaron de manera mas fiable.



e) Tasas de resultados positivos falsos

Las tasas totales de resultados positivos falsos fueron
bajas; sélo cuatro pruebas tuvieron tasas de > 10%
en muestras negativas limpias, en cualquier linea de
pruebas (una para la linea de pruebas de P. falcipa-
rum, tres en las lineas de pruebas panespecificas)
(figura 12). Se observaron tasas altas de resultados
positivos falsos con algunas pruebas contra sangre
negativa para el parasito con las cuatro anomalias
sanguineas inmunoldgicas, en el grupo que contenia
muestras con RPR, factor reumatoide, anticuerpo an-
tiADN y anticuerpo humano antirratén (figura 13). Sin
embargo, las muestras fueron de tamaro pequefio.

Para informacién detallada referente a la anomalia
sanguinea o patégeno que genero resultados positi-
vos falsos para un producto determinado, consultese
el anexo 4 (cuadros A4.8 y A4.9).

Hay que destacar que no hubo una tendencia clara
de tasas mas altas de resultados positivos falsos para
las pruebas con una puntuacion mas alta de detec-
cién, lo que indica que no hubo un equilibrio claro
entre la sensibilidad y la especificidad de las pruebas
a estos umbrales de deteccion (figuras 14 y 15).
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Se usé una Unica muestra de cultivo de P. falciparum
como muestra de referencia para la evaluacion de la ter-
moestabilidad. Las variaciones en el desempefio inicial
reflejan la variacion entre pruebas, ya que la muestra

a 200 parasitos/ul estaba en el limite de deteccién de
algunos productos.

Varios productos eran estables, lo que significa que de-
tectaron una muestra de P. falciparum cultivado el mismo
numero de veces al inicio y después de la incubacién
durante dos meses (humedad del 75%), a4 °C, 35°Cy
45 °C (cuadro 5). Se presentan los resultados detallados
en el anexo 4 (cuadros A4.11 a A4.13a) y en las figuras

16 a 23; los resultados de ambos lotes estan combinados
(puntuacién maxima, 20; 10 pruebas por lote).

En total, los productos mostraron una estabilidad supe-
rior frente a muestras con densidades de parasitos altas
(2000 parasitos/pl), en comparacién con densidades
bajas (200 parasitos/pl), figuras 16, 18, 20, 22, y figuras
17,19, 21, 23, respectivamente, ya que no se apreciara
un pequefio deterioro a estas densidades altas del pa-
rasito. En algunos casos, los productos que tenian una
positividad inicial inferior a 20 de 20 pruebas mostraron
una variacién imprevisible en las tasas de positividad

en una evaluacion posterior después de dos meses, lo
que es congruente con las lineas de pruebas en el limite
de la visibilidad. Algunas lineas de pruebas mostraron
un alto grado de estabilidad a 35 °C, pero perdieron

la capacidad para detectar antigenos después de la
incubacion a 45 °C. Al igual que en la primera ronda,
algunos productos mostraron un desempefio mejorado
con la incubacién (figuras 18 y 23), pero esto se aprecid

menos en la segunda ronda. En general, la estabilidad
de las lineas de pruebas de deteccion de pLDH fue
inferior que la de las lineas de pruebas de deteccion de
HRP2; sin embargo, al igual que en la primera ronda,
algunas pruebas mostraron una estabilidad adecuada
de las lineas de pruebas de pLDH, lo que indica pruebas
combinadas termoestables.

El resumen de los resultados de las pruebas de ter-
moestabilidad se presenta en el cuadro 5. Obsérvese
que, como para el examen de la termoestabilidad se usa
una muestra de P. falciparum derivada de cultivo, no es
posible proporcionar datos de estabilidad en lineas de
pruebas que detectan Unicamente parasitos que no son
P. falciparum. Tales datos y los datos confirmatorios sobre
la estabilidad de lotes de produccién recientes de todas
las pruebas deberan obtenerse siempre de los fabrican-
tes durante los procesos de seleccion de productos al
adquirir pruebas de deteccion rapida (anexo 5).



12 DESCRIPCION DE LA FACILIDAD DE USO

Después de adquirir suficiente experiencia en el uso de un producto, dos técnicos produjeron conjuntamente una
evaluacion acordada de la facilidad de uso de los productos. Los resultados, que constituyen una descripcion del
producto, con hincapié en aspectos considerados de importancia para la facilidad del uso en un entorno en el terre-
no, se presentan en el cuadro 6. Se recomienda que también se evalle la facilidad del uso durante los procesos de
seleccion de los productos al adquirir pruebas de deteccién rapida (anexo 5).
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13 DISCUSION DE LOS PRINCIPALES RESULTADOS

En este informe se describe el desempefio de muchas
de las pruebas comercializadas de deteccion rapida de
antigenos de la malaria, que se fabrican segun la norma
de calidad ISO 13485:2003. Las pruebas de deteccién
rapida de la malaria tienen el potencial de proporcionar
un gran paso hacia delante en la atencion de la enfer-
medad febril en las zonas endémicas de la malaria. Para
que las pruebas de deteccion rapida de esta enferme-
dad sean Utiles en este contexto, deben tener suficiente:

a) sensibilidad, para detectar casi todos los casos clini-
camente significativos de malaria;

b) especificidad, para discriminar con precision entre la
enfermedad febril no malérica y la malaria, con el fin
de garantizar una atencién adecuada y una vigilancia
certera de la enfermedad;

c) estabilidad, para que se mantenga la precisién des-
pués del transporte y la conservacion en condiciones
ambientales;

d) facilidad de uso e inocuidad, para permitir una
preparacion segura y correcta, y una interpretacion
correcta de los resultados.

A fin de ayudar a los programas nacionales de control

de la malaria y a otros organismos de compras en la
seleccion de los productos adecuados para sus necesi-
dades, se evaluaron las pruebas de deteccién rapida de
la malaria en cuanto a estos cuatro requisitos principales.
El grupo usado discrimind satisfactoriamente entre las
pruebas de deteccion rapida evaluadas, lo que muestra
una gama considerable de rendimiento. Hay que destacar
que varios productos demostraron una tasa elevada de
deteccién de antigenos, combinada con una tasa baja
de resultados positivos falsos y una termoestabilidad
adecuada, atributos esenciales si hay que fiarse de ellos
como base para tomar decisiones en el tratamiento de la
malaria en la mayoria de las poblaciones endémicas.

Los principales resultados de este informe se presentan
en los cuadros 3y 4. En estos las pruebas de deteccion
rapida se agrupan por tipos, en funcién de lo que tienen
la finalidad de detectar, por ejemplo, Unicamente

P. falciparum, P. falciparum y especies que no son
falciparum, solo especies que no son P. falciparum o
todas las especies de malaria sin discriminacion. Se
presentan las puntuaciones de deteccién de los grupos
a concentraciones altas y bajas del parasito, al igual que
las tasas de resultados positivos falsos y el porcentaje
de resultados no validos de las pruebas. Las pruebas en
cada categoria se enumeran en orden alfabético, pero los
resultados tienen cédigos de colores para ayudar al lector
en la interpretacion rapida de los datos. Estos codigos
de colores tienen la finalidad de usarse para comparar
rapidamente el desempefio en las diferentes categorias
y no como valores umbrales de desempefio para guiar

la seleccién o la adquisicion de las pruebas. Al elegir un
producto adecuado, también es importante examinar los
resultados de estabilidad (cuadro 5) en el contexto de las
condiciones esperadas de transporte y conservacion de
las pruebas de deteccion rapida en el terreno.

Esta evaluacion se realiza frente a un grupo estanda-
rizado de muestras de cultivo de P. falciparum y de
sangre congeladas por técnicos experimentados, en un
laboratorio de investigacién, y no es una evaluacion en
el terreno de la precision de las pruebas de deteccion
rapida en un contexto epidemioldgico especifico, en
las manos de los usuarios a los que estan destinadas
las pruebas. El grupo esta pensado para imitar lo mas
estrechamente posible las muestras de sangre fresca
de los casos reales, permitiendo al mismo tiempo una
comparacion directa y simultanea de una gran cantidad
de productos, de una manera que controle los factores
de confusion y se calibre a un nivel que probablemente
discrimine las diferencias de desempefio de diversos
productos. Por lo tanto, en la interpretacion de los
resultados, es importante que se tengan en cuenta los
siguientes puntos de examen.



La puntuacion de deteccidn
de las pruebas (PDP) y su relacion
con la sensibilidad

La evaluacion de las pruebas de deteccién rapida contra
un grupo de parasitos salvajes de la segunda fase, con
densidades de 200 parasitos/pl (figuras 8 y 9), reveld
una amplia gama de frecuencias y uniformidad de la
deteccion de antigenos entre los productos, lo que se
registré como la “puntuacion de deteccion de las prue-
bas” (PDP)."” Como era de esperarse, la evaluacion a
densidades mas altas de parasitos (2000 o 5000 parasi-
tos/ul) se traduce en diferencias menores en el desem-
pefio. Como se examinaron dos pruebas, cada una de
dos lotes diferentes, a una densidad de 200 parasitos/
ul, y como los cuatro resultados tenian que ser positivos
para que una muestra se considerase detectada por una
prueba de deteccion rapida, un resultado positivo indico
por igual la capacidad de un producto para detectar el
antigeno destinatario en la muestra y hacerlo de manera
uniforme (ambas pruebas de ambos lotes). Deberan
detectarse densidades de parasitos de aproximada-
mente 200 parasitos/pl para garantizar en el terreno

una sensibilidad elevada para la infeccion clinicamente
significativa de malaria en muchas poblaciones en las
que la malaria es endémica (4).

Se preveé que la puntuacion de deteccion de las pruebas
frente a los grupos usados en esta evaluacién sea
diferente de la sensibilidad de la prueba, en un contexto
clinico especifico, por cinco razones principales.

1) El desempefio puede variar entre los lotes del mismo
producto. La variabilidad del desempefio entre lotes
es un problema con todas las pruebas de diagnos-
tico y no se puede garantizar que los resultados en-
contrados aqui predigan los resultados de diferentes
lotes de pruebas de deteccion rapida. Es importante
examinar los lotes antes de su distribucion en el
terreno, con el fin de garantizar que se mantenga el
desempefio esperado (apartado 15.2).

7 En el informe de la Evaluacion de Productos de la OMS: en la
primera ronda, la PDP se denominé “tasa de deteccion” (3).

2) Enlos contextos clinicos, los pacientes muestran
una gran variedad de densidades de parasitos,
cuya amplitud dependera de las caracteristicas
epidemioldgicas locales de la enfermedad. La magni-
tud de la densidad de parasitos en la poblacion exa-
minada afecta a la sensibilidad clinica de la prueba. Es
probable que la PDP frente al grupo de pruebas de
muestras de sangre diluidas a 200 parasitos/pl infravalo-
re la sensibilidad clinica de una prueba de deteccién
rapida en zonas de transmision alta, donde muchas
veces los pacientes sintomaticos tienen densidades
mucho mas altas de parasitos en la sangre. Muchas
pruebas que mostraron solo una deteccién mode-
rada del grupo de 200 parasitos/pl pueden tener un
desempefio muy bueno en tales entornos, como se
demuestra por la mejor puntuacion de deteccion de
las pruebas de la mayoria de los productos frente al
grupo fijado a 2000 parasitos/pl.

Es importante tener en cuenta que, al interpretar las
figuras S1, S2, 7 a9, y los codigos de colores de los
cuadros 3y 4, es poco probable que las pequefas
diferencias en la puntuacién de deteccién de las
pruebas observadas en las pruebas de deteccion ra-
pida con un mejor desempefio en esta evaluacion se
traduzcan en diferencias notorias en la sensibilidad
clinica, y otros factores, como la estabilidad, el cos-
to, o la facilidad de uso y la capacidad de fabricacion
pueden ser factores mas importantes en la seleccién
de las pruebas.

Teniendo en consideracion la densidad de parasi-
tos de las poblaciones a las que estan destinadas
las pruebas y la probable sensibilidad en el terreno
de las pruebas de deteccién rapida, es importante
sefalar que, incluso en las zonas con una transmi-
sion elevada y una inmunidad intensa a la malaria,
las poblaciones pueden comprender a personas con
densidades bajas del parasito pero con infecciones
clinicamente significativas (por ejemplo, nifios de
corta edad, embarazadas, los que usan con regu-
laridad mosquiteras para la cama, los inmigrantes y



otros que presentan una disminucion de la inmuni-
dad). Por lo tanto, es muy importante la capacidad
para detectar de manera fiable las infecciones con
una densidad baja de parasitos. Como algunos pai-
ses avanzan hacia la eliminacion, la inmunidad de la
poblacion disminuird y cada vez sera mas importante
usar pruebas de diagnostico que detecten densida-
des bajas del parasito (es decir, con una puntuacion
alta de deteccion de grupos frente a muestras de
200 parasitos/pl).

El desempefio de las pruebas contra el grupo de
exposicion tal vez no esté directamente relaciona-
do con la sensibilidad en las pruebas clinicas y hay
una variabilidad en la secuencia de aminoacidos del
antigeno HRP2 de P, falciparum que puede afectar

a la capacidad de las pruebas de deteccion rapida
para detectarla. En algunos parasitos P. falciparum el
antigeno HRP2 quiz& no sea detectable en absoluto.
Concretamente, hay pruebas de que las cepas de P.
falciparum en algunas zonas de América del Sur no
expresan antigenos HRP2 debido a eliminaciones del
gen (17). Si una proporcion significativa de parasitos
en una zona determinada no expresa el antigeno
HRP2, es necesario usar pruebas que detecten

otros antigenos destinatarios (pLDH o aldolasa).
Actualmente se esta cartografiando la distribucién de
dichas cepas.

Los métodos usados para transportar y conservar
las pruebas pueden afectar a su sensibilidad en el
terreno. Las pruebas usadas en esta evaluacién se
enviaron y conservaron en condiciones destinadas

a protegerlas contra la degradacién causada por la
temperatura elevada u otras condiciones extremas.
Si no se toman precauciones parecidas con las prue-
bas de deteccion rapida compradas, podria produ-
cirse una pérdida de la funcionalidad. Las temperatu-
ras ambientales de las condiciones de conservacion
presentan una gran variacion en los contextos en los
que estas pruebas se usan con frecuencia, al igual
que las temperaturas durante el transporte y, por lo
tanto, los requisitos para la termoestabilidad de un
producto seran diferentes.

5) La sensibilidad y la especificidad diagndsticas estan
en funcion de la calidad de preparacion e interpreta-
cién de las pruebas. En esta evaluacion de produc-
tos, personas con una alta capacitacion realizaron
todos los examenes. En el ambito clinico, los traba-
jadores con una capacitacion y supervision limitadas
usaran muchas veces las pruebas de deteccién
rapida de la malaria. Un disefio sencillo y resultados
claramente interpretables tendran un efecto en ga-
rantizar que la competencia técnica de un producto
se traduzca en un diagnostico certero en el terreno.

Tasa de resultados positivos
falsos y especificidad

En este documento se informan las tasas de resultados
positivos falsos frente a un grupo de muestras negativas
limpias, obtenidas de sangre donada en contextos de
transmision baja por personas sin sintomas de malaria.
Ademas, se calcularon las tasas de resultados positivos
falsos frente a un nimero mas pequefio de muestras
con caracteristicas especificas que afectan la proba-
bilidad de obtener un resultado positivo falso de una
prueba de inmunodiagnostico (por ejemplo, el factor
reumatoide, los anticuerpos antinucleares) o que pueden
tener significacion en una poblacion especifica en regio-
nes endémicas para la malaria (por ejemplo, leishmania-
sis, dengue). La importancia de estos resultados variara
segln la zona de uso prevista. Por ejemplo, una tasa
alta de resultados positivos falsos frente a muestras de
sangre de pacientes con dengue tal vez no sea un factor
significativo a tener en cuenta en las regiones en las
que no hay presencia de dengue. En vista del pequefio
numero de muestras en cada categoria de esta evalua-
cién, los resultados deberan considerarse principalmen-
te como una guia para destacar posibles reacciones
cruzadas, que precisaran una vigilancia estrecha si son
pertinentes para la poblacién destinataria.



En general, es preferible adquirir un producto con una
tasa baja de reacciones positivas falsas. En el caso de
muchas pruebas de diagndstico, debe lograrse un equi-
librio entre una tasa alta de deteccién de antigenos (sen-
sibilidad) y una tasa baja de resultados positivos falsos
(especificidad). El contexto en el cual se usara la prueba
guiara la importancia relativa de estos dos factores en la
eleccion de un producto frente a otro. En esta evalua-
cién no hubo ninguna correlacién entre las puntuaciones
mas bajas de deteccién de grupos (pérdida de sensibili-
dad) asociadas con tasas bajas de resultados positivos
falsos (especificidad alta). Algunos productos lograron
una puntuacion alta de deteccion de las pruebas y una
tasa baja de resultados positivos falsos.

Termoestabilidad

Las pruebas de deteccidn rapida que se usaron en esta
evaluacion se mantuvieron durante dos meses a 35 °C
y a45 °C, y a una humedad del 75%, y luego se las
probd nuevamente para evaluar la estabilidad a estas
temperaturas. La importancia de la termoestabilidad
variara en funcion de las condiciones ambientales bajo
las cuales se espera que se transporte y conserve un
producto. Asi pues, la estabilidad a temperaturas altas
sera de vital importancia si una prueba de deteccién
rapida se va a conservar a un nivel clinico en un pais
cuyas temperaturas ambientales pueden llegar a 45 °C
en la estacion calurosa, pero seran menos importantes
en un entorno de gran altitud o tropical mas frio, donde
las temperaturas rara vez sobrepasan los 35 °C. La ma-
yoria de las pruebas de deteccion rapida existentes en
el mercado indican 30 °C como la temperatura maxima
de conservacién. Se usaron temperaturas mas altas
para esta evaluacion porque es frecuente que los paises
en los que la malaria es endémica tengan temperaturas
ambientales maximas de 35 °C o superiores, aunque

el uso de métodos de conservacion en frio permitira la
conservacion y el uso seguros de productos concebidos
para ser conservados a temperaturas inferiores a estas.
Cuando sea probable que el transporte y la conserva-
cién de las pruebas de deteccion rapida se produzcan a
temperaturas ambientales altas, la termoestabilidad de-
bera considerarse un factor significativo para asegurar el
mantenimiento de la sensibilidad.

La humedad alta acelerara la degradacion de las
pruebas de deteccion rapida de la malaria y de otras
pruebas de flujo lateral. Todos los productos de esta
evaluacion se envasaron en sobres individuales, que
contienen un desecante y han sido concebidos para
protegerlos de la humedad. Esto permite al usuario
abrir el sobre de una prueba especifica en el momento
de su uso, limitando la exposicién a una humedad alta.
Durante la fase de examen de la estabilidad de esta
evaluacion, las pruebas de deteccion rapida se conser-
varon a una humedad de 75%. El envasado, si esta en
buenas condiciones, debera proteger el contenido de la
exposicion a una humedad alta durante la conservacion.
Asi pues, los resultados de las pruebas de estabilidad
presentados en este documento proporcionan una
evaluacion de la estabilidad de la prueba de deteccién
rapida y de la calidad de su envasado.

Varios productos mostraron una gran estabilidad a las
temperaturas y los tiempos usados en esta evaluacion.
En general, las lineas panespecificas (pLDH) fueron
menos estables que las lineas de pruebas de HRP2,
pero hubo un solapamiento entre la estabilidad de las
pruebas frente a estas dianas, y una linea de pruebas de
pLDH en unas pruebas de asociacion mantuvo tasas de
positividad muy buenas después de dos meses a 45 °C.
Aunque la temperatura y la humedad se mantuvieron
constantes en esta evaluacion, las temperaturas en

el terreno fluctdan segun la hora del dia y la estacion.
Mientras que la conservacion durante dos meses a

una temperatura fija no puede predecir con precision la
estabilidad a largo plazo en condiciones en el terre-

no, la pérdida de deteccion del parasito durante este
periodo indica una probabilidad de que se pierda una
sensibilidad significativa cuando unas temperaturas de
conservacion parecidas o mas altas comprenden una
cantidad significativa del tiempo de conservacién, e
indica la probabilidad de una sensibilidad mas alta a la
degradacién durante periodos breves de exposicion, a
temperaturas mucho mas altas, por ejemplo, durante el
transporte (18, 19).



Descripcion de la facilidad de uso

La sensibilidad y la especificidad de los resultados de
las pruebas de deteccion rapida estan en funcién de la
calidad de preparacion e interpretacion de la prueba. En
general, es probable que un formato mas sencillo, con
menos pasos 0 una menor cantidad de materiales extra-
fos requeridos, se prepare e interprete de manera mas
fiable. Asi pues, en general, las pruebas de deteccién
rapida en formato de casete se preparan e interpretan
de manera mas fiable que los productos en formato de
tira reactiva (20). El costo adicional que supone dicho
formato puede equilibrarse por las ventajas de la mayor
precision y, en algunos casos, de menos equipo adicio-
nal requerido para realizarlas.

El método de transferencia de sangre del paciente a la
prueba es importante para la seguridad del usuario y
para la exactitud del volumen de sangre transferido. Los
dispositivos para la transferencia de sangre se suminis-
tran con las pruebas de deteccion rapida y su disefio
muestra una gran variacién. En esta evaluacién no se
examino formalmente el desempefio de los dispositivos
de transferencia de sangre, ya que la sangre se transfirio
desde un tubo mediante una micropipeta para garantizar
que se usara el volumen especificado por el fabricante.
Los programas que adquieren pruebas de deteccion
rapida deben sopesar la idoneidad del dispositivo
suministrado para la transferencia de sangre, incluida

la experiencia previa de los profesionales sanitarios, asi
como los costos y el tiempo requeridos para la actuali-
zacion profesional. Muchas veces puede ser convenien-
te hablar con los fabricantes acerca de la posibilidad

de cambiar el dispositivo de transferencia de sangre
suministrado normalmente por otro.

La claridad de los resultados es importante para la
interpretacién de las pruebas. Es menos probable que
se pase por alto una linea de prueba claramente visible
(intensa) que una linea que es apenas visible. Si bien
siempre deben garantizarse una buena competencia de
lectura y un lugar de trabajo adecuado, los trabajadores
sanitarios a veces pueden tener una vision suboptima o
pueden trabajar en condiciones de iluminacion insufi-
ciente. La intensidad de la linea de la banda de prueba
estd estrechamente relacionada con la puntuacién de
deteccidn de las pruebas lograda por las pruebas de
deteccidn rapida en este informe (cuadros A4.2, A4.3).

La importancia del formato y la sencillez del disefio de
la prueba estaran en funcion de los usuarios a los que
esta destinada la prueba. Los técnicos de laboratorio
capacitados pueden manipular un procedimiento com-
plicado de manera mas fiable que los voluntarios en las
aldeas, que tienen una supervision limitada. En todos los
casos, deberan incluirse una capacitacion especifica,
basada en la competencia, y una supervisién adecuada
en cualquier programa de diagndstico basado en las
pruebas de deteccion rapida, y deberan darse instruc-
ciones claras, en un lenguaje y un formato adecuados
para el usuario' (20-22).

Variabilidad entre los lotes

En este programa de pruebas se evaluaron solo dos
lotes de produccion de cada producto. Las pruebas de
deteccion rapida de la malaria son productos biolégicos
complejos, elaborados con componentes suministrados
con frecuencia de diversas fuentes y que estan sujetos

'8 Para ejemplos genéricos y especificos del producto, consulte
http://www.wpro.who.int/sites/rdt/using_rdts/training/ y
http://www.finddiagnostics.org/programs/malaria/.



a condiciones variadas durante su fabricacién, que
pueden afectar a la calidad del producto final. Todos
los fabricantes que entraron en esta evaluacién cuentan
actualmente con la certificacion 1ISO 13485:2003, una
norma concebida para brindar garantia de uniformidad
de la calidad del producto final, si se la ejecuta correc-
tamente. Los resultados presentados en este docu-
mento indican que, en efecto, existe variabilidad entre
los lotes, y la OMS recomienda encarecidamente que
una muestra de pruebas de deteccidn rapida de cada
lote de produccion se someta a pruebas antes de su
distribucion en el terreno, a fin de garantizar que cumpla
la norma adecuada. La OMS puede facilitar este tema
(apartado 15.2).

Dado que también se produce una variabilidad entre las
pruebas, esto se detectara en cierta medida mediante

el examen sistematico de los lotes. Garantizar que los
fabricantes tengan normas de fabricacién adecuadas
deberia reducir al minimo la probabilidad de incongruen-
cias debidas a practicas inadecuadas en el proceso de
fabricacion. Se dispone de grupos basados en cultivos'®
que son subconjuntos del grupo de la primera fase de
esta evaluacién como patrones de referencia para que
los fabricantes fijen sus propios criterios de liberacion
de los lotes, y el desarrollo de grupos basados en anti-
genos recombinantes es un punto central del trabajo de
la Fundacion para Diagnésticos Nuevos e Innovadores,
el Programa Especial de Investigaciones y Ensefianzas
sobre Enfermedades Tropicales y la OMS.

Antigenos y especies detectadas

Las pruebas de deteccion rapida de la malaria incluidas
en esta evaluacién detectan uno o mas de tres antige-
nos del parasito (HRP2, pLDH y aldolasa) en diversas
combinaciones. HRP2 esta presente solo en P. falcipa-
rum, mientras que la aldolasa y el antigeno pLDH estén
presentes en las cuatro especies, y pueden utilizarse
como dianas panespecificas o para todas las especies.
Algunas pruebas usan diferencias en las secuencias
del antigeno pLDH entre las especies como medio para
diferenciar P. falciparum de P. vivax y otras especies.
Hay un solapamiento considerable en la puntuacion de
deteccidn de las pruebas de los productos dirigidos a

19 Para acceder a estos grupos, pdngase en contacto con:

mal_rdt@wpro.who.int, cunninghamj@who.int o info@finddiagnostics.org.

los diferentes antigenos de esta evaluacién. Si bien los
productos con la puntuacion mas alta de deteccién de
grupos para P. falciparum estaban dirigidos a HRP2, va-
rios productos que detectan el antigeno pLDH demos-
traron una PDP alta contra P. vivax. Las estabilidades
de las pruebas dirigidas a estos antigenos diferentes
también se solaparon.

En la eleccion de la prueba de deteccidn rapida se de-
beria tener en cuenta el antigeno al que esta destinada
la prueba: las pruebas de deteccion rapida que detectan
el antigeno HRP2 no deberan usarse en las regiones en
las que se presentan tasas altas de ausencia de expre-
sion de HRP2 (17). Las pruebas que detectan solo HRP2
(sin lineas de pLDH o aldolasa) tendran una utilidad
limitada en los lugares donde sea frecuente la malaria
no causada por P. falciparum. Las pruebas de deteccion
rapida de pLDH (y, posiblemente, de aldolasa) pueden
tener otras ventajas cuando la persistencia del antigeno
(frecuente con HRP2) puede resultar en una tasa alta

de resultados positivos falsos en las zonas en las que

la repeticion temprana de la prueba es frecuente en las
semanas inmediatamente posteriores al tratamiento.

La sensibilidad requerida de una prueba también puede
variar segun la especie; una prueba menos sensible
puede ser aceptable para la deteccion de P. vivax, en
comparacion con la deteccion de P. falciparum, ya que
los desenlaces graves a causa de diagndsticos pasados
por alto son menos probables. El uso de una prueba
panespecifica suficientemente sensible puede ser ade-
cuada en las zonas en las que se presentan P. falcipa-
rumy P. vivax, si todas las infecciones fueran a tratarse
inicialmente como si fueran una infeccion causada por
P. falciparum con un tratamiento asociado, basado en
artemisinina. En la primera ronda de evaluacion de los
productos se demostraron pruebas con puntuaciones
de deteccidn altas, tanto para P. falciparum como para
P. vivax ().

Debe senalarse que, en esta evaluacion, no se evaluo

la deteccion de P. ovale o P. malariae por las pruebas
panespecificas, debido a la falta de fuentes de infeccion
adecuadas, causadas por una sola especie de estos
parasitos.



14 USO DE ESTOS RESULTADOS PARA GARANTIZAR
LA CALIDAD DEL DIAGNOSTICO EN EL TERRENO

En este informe se proporcionan datos para guiar los
programas de lucha contra la malaria en la seleccién

de los productos con una probabilidad de desempe-
farse en un nivel alto en los contextos concretos en

los que funciona el programa. La decisién final sobre la
seleccion de los productos requiere que estos datos se
consideren de manera sistematica, teniendo en cuenta
la distribucién de las densidades de paréasitos de la po-
blacion destinataria en las cuales se usaran las pruebas,
asi como la experiencia y la capacitacién de los usuarios
previstos. Debe solicitarse mas informacion al fabricante
y a otras fuentes. En el anexo 5 se presenta un algoritmo
que sirve de guia para este proceso.?

Si bien las pruebas de deteccion rapida de la malaria
pueden aplicarse en varios entornos, el potencial mas
alto para la repercusion sobre la salud publica esta en la
ampliacién del acceso a un diagnostico certero y basa-
do en el parasito de la malaria a regiones y poblaciones
en las que no resulta practico mantener un analisis
basado en la microscopia de buena calidad, lo que hace
posible la puesta en marcha de las recomendaciones re-
cientes de la OMS sobre el diagnéstico universal, basa-
do en el parasito, antes del tratamiento antimalarico (2).
Esto se aplica actualmente a la mayoria de las personas
con riesgo de sufrir malaria en los paises endémicos

(1). En muchos entornos en los que se han introducido
pruebas de deteccion rapida, se ha observado que la
tasa verdadera de parasitemia es considerablemente
mas baja que la esperada, lo que permite a los sistemas
de salud reducir el desperdicio de los medicamentos

antimaldricos y centrarse en la atencion adecuada de las
causas de fiebre no atribuibles a la malaria, incluidas la
neumonia y la sepsis tempranas. Por lo tanto, un progra-
ma satisfactorio de pruebas de deteccidn rapida debe
dirigirse no solo a la malaria sino también al tratamiento
de otras enfermedades febriles comunes y graves que
se producen localmente, en los diagnosticos diferencia-
les de la malaria, si se desea lograr la repercusion plena
posible de un programa de pruebas de deteccién rapida
en la salud publica.

Mas alla de las compras

Las pruebas de diagndstico representan normalmente
el punto de partida en una intervencién en un sistema
sanitario y su uso presupone que se logre una atencion
adecuada de los pacientes, basada en las pruebas. Asi
pues, la introduccion satisfactoria de las pruebas de
deteccion rapida requiere una planificacion meticulosa,
mas alla de la adquisicion racional, a fin de garantizar
suministros uniformes de todos los materiales necesa-
rios (incluidos guantes, recipientes de eliminacion de
objetos punzocortantes y suministros requeridos para la
posterior atencion de los casos), la capacitacion de los
usuarios, la sensibilizacion de la comunidad, y la vigi-
lancia de la calidad y los resultados diagnosticos. Esto
se extiende mas alla de la atencion de la malaria, a la
atencion de otras enfermedades febriles y a los sistemas
de suministro de los servicios de salud, y requiere un

20 Se puede consultar una guia interactiva ideada para ayudar a
preseleccionar la prueba segun las necesidades individuales del
programa, basada en el desempefio de las pruebas en la primera
y segunda rondas del Programa de Evaluacién de Productos de
la OMS-TDR-FIND en http://www.finddiagnostics.org/programs/
malaria/find_activities/product_testing/.
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abordaje integrado con otros programas de salud que
repercuten en la atencion de las enfermedades febriles.
Este informe ofrece informacion para que sirva como
guia para la compra de las pruebas de deteccion rapida
dentro de este contexto. Varios factores, ademas de las
caracteristicas del rendimiento que se informan aqui,
deben afectar a las decisiones acerca de las compras.
En el anexo 5 se presenta un ejemplo de un algoritmo
para guiar estas decisiones.

Los detalles de la puesta en marcha variaran amplia-
mente entre los programas, segun la capacidad y las
necesidades locales. En el anexo 6 pueden encontrarse
mas recomendaciones sobre los presupuestos, la plani-
ficacion y la puesta en marcha.

Evaluacioén de los lotes

De manera complementaria al programa de evalua-

cion de productos, la OMS, el Programa Especial de
Investigaciones y Ensefianzas sobre Enfermedades
Tropicales y la Fundacion para Diagnosticos Nuevos e
Innovadores respaldan actualmente a los laboratorios
que realizan una garantia de la calidad continua de las
pruebas de deteccion rapida, en forma de evaluacién de
los lotes. Este programa responde a las solicitudes de
los programas nacionales de la malaria, los fabricantes y
los organismos de compras de evaluar la calidad de los
lotes de pruebas de deteccion rapida antes de su adqui-
sicion o cuando llegan al pais, antes de su distribucion
en el terreno y su uso clinico. La evaluacion se realiza
frente a grupos positivos y negativos para el parasito,
preparados y caracterizados de la misma manera que
los grupos usados en esta evaluacion. Otras institucio-
nes nacionales también han desarrollado esta capaci-
dad. La evaluacién de los lotes brinda la tranquilidad a
los paises de que el producto que han adquirido tiene
un desempefio en un nivel alto antes de su distribucién,
y ayuda a garantizar que los fabricantes produzcan lotes
uniformemente buenos y mejoren sus productos.

Los paises o los fabricantes envian entre 125y 175
pruebas de deteccion rapida al centro regional de
evaluacioén de lotes, donde son evaluados contra un
grupo pequefo de parasitos, a densidades altas y
bajas del parasito y de muestras negativas (figura 2).

A continuacion, se incuban a una temperatura cercana
a la temperatura de conservacién especificada por el
fabricante, y se repite el analisis cada seis meses, hasta
su fecha de caducidad. Los resultados iniciales estan
disponibles después de cinco dias y luego se envian a
intervalos periddicos. Los detalles del protocolo pueden
encontrarse en el manual de métodos publicado para la
evaluacion de los lotes (15). Se alienta a los programas
nacionales de malaria y a los organismos encargados de
las compras a que participen en el programa de evalua-
cion de los lotes.

Para tener acceso a la evaluacion de los lotes por medio
del programa de la OMS - Fundacion para Diagnosti-
cos Nuevos e Innovadores, pongase en contacto con:
mal-rdt@wpro.who.int o info@finddiagnostics.org, por
lo menos dos semanas antes de que las pruebas de
deteccidn rapida estén listas para su envio. Al recibirse
una solicitud, se enviaran un formulario e instrucciones
para el envio. Después de que los envios de pruebas de
deteccidn rapida se reciben en el laboratorio de evalua-
cion de los lotes, los resultados iniciales se devuelven al
cabo de cinco dias héabiles. Se puede encontrar mas in-
formacion en www.wpro.who.int/sites/rdt/who_rdt_eva-
luation/lot_testing.htm o en www.finddiagnostics.org.



15 CONCLUSIONES

Este estudio sirve como complemento del importante
conjunto de datos sobre el desempefio de las pruebas
de detecciodn rapida de la malaria publicado en el 2009,
después de la primera ronda de evaluaciones (3). El
programa de evaluacién de productos constituye un
hito en el campo de la evaluacion de las pruebas de
deteccidn rapida de la malaria, a causa de la cantidad
de productos evaluados y su magnitud, incluidas las
muestras con densidades altas y bajas del parasito,
una caracterizacion detallada del parésito, varios lotes
de pruebas y la evaluacién de la termoestabilidad. Se
crearon y validaron nuevos métodos de laboratorio para
respaldar la caracterizacion de los parasitos, y este

trabajo generd nuevos resultados en lo que respecta a
la variacion del contenido de antigenos a densidades
similares de parasitos, y a la variacion en la estructura

y expresion de las proteinas HRP. La publicacion de los
resultados de la primera ronda de evaluacion de los pro-
ductos de la OMS tuvo una repercusion en las practicas
de compras de los paises y los organismos encargados
de las compras, y este informe de la segunda ronda
ampliaréd considerablemente el nimero de pruebas de
deteccion rapida que tienen un buen desempefio y de
las cuales se dispone actualmente de datos completos
de rendimiento.
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Figura S1. Desempeiio de las pruebas de deteccion rapida de la malaria en la segunda fase de la primera 'y
segunda rondas frente a muestras salvajes (clinicas) que contienen P. falciparum a una densidad de
parasitos (parasitos/pl) baja (200) y alta (2000 o 5000), y muestras negativas limpias.

a Puntuacién de deteccion de las pruebas: una muestra se considera detectada solo si todas las pruebas
rapidas de deteccion de ambos lotes leidas por el primer técnico, al tiempo de lectura minimo especifi-
cado, son positivas.

b Muestras negativas limpias: muestras de sangre de voluntarios sanos que no tienen ninguna enferme-

dad ni anomalia sanguinea actual conocida.

Indica las pruebas que también detectan otros parasitos que no son P. falciparum (véase la figura S2)

*

Figura S2. Desempeiio de las pruebas de deteccion rapida de la malaria en la segunda fase de la primera 'y
segunda rondas frente a muestras salvajes (clinicas) que contienen P, vivax a una densidad de para-
sitos (parasitos/pl) baja (200) y alta (2000 o 5000), y muestras negativas limpias.

a Puntuacion de deteccidn de las pruebas: una muestra se considera detectada solo si todas las pruebas
rapidas de deteccion de ambos lotes leidas por el primer técnico, al tiempo de lectura minimo especifi-
cado, son positivas.

b Muestras negativas limpias: muestras de sangre de voluntarios sanos que no tienen ninguna enferme-
dad ni anomalia sanguinea actual conocida.
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Standard Diagnostics, Inc.

Zephyr Biomedicals

05FK70

Pf: Plasmodium falciparum - Pv: Plasmodium vivax - pan: especies de Plasmodium

Parabank Rapid Test for Malaria Pan (dispositivo) 50301025

SD BIOLINE Malaria Ag Pv

DESEMPENO DE LAS PRUEBAS DE DIAGNOSTICO RAPIDO DE LA MALARIA RESULTADOS DE LA EVALUACION REALIZADA POR LA OMS DE LAS PRUEBAS DE DIAGNOSTICO RAPIDO DE LA MALARIA: 2.2 RONDA (2009)
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