
RESUMEN
Introducción: la malaria gestacional afecta a las madres y al embrión o feto en desarrollo; 
requiere diagnóstico rápido y tratamiento oportuno y efectivo para evitar las complicaciones 
y muertes. 

Objetivo: comparar las técnicas de gota gruesa, PCR anidada y PCR en tiempo real (qRT-PCR), 
para diagnosticar infecciones submicroscópicas por Plasmodium falciparum y P. vivax.

Metodología: se estudiaron 21 mujeres con manifestaciones clínicas de malaria, incluyendo 
gestantes y no gestantes, en Puerto Libertador, Córdoba, Colombia; de todas se obtuvieron 
muestras de sangre periférica y, en las gestantes, de placenta y cordón umbilical. Se extrajo el 
ADN y se lo amplificó por PCR anidada y cuantitativa (qRT-PCR). Para el análisis estadístico se 
usaron los programas Graphpad PRISM y EPIDAT.

Resultados: las tres técnicas diagnosticaron satisfactoriamente la presencia de P. falciparum 
y P. vivax en sangre periférica, cordón y placenta. Las pruebas moleculares presentaron sensi-
bilidad y especificidad del 100%; dos casos de infección por P. falciparum no identificados por 
gota gruesa (submicroscópicos) se diagnosticaron con las dos técnicas de PCR.

Conclusión: la qRT-PCR es ventajosa en comparación con la PCR anidada porque su estanda-
rización es más corta, requiere menos infraestructura y permite cuantificar el ADN.
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SUMMARY
Detection of submicroscopic infection with Plasmo-
dium spp., using classical and molecular techniques 
in pregnant patients from Córdoba, Colombia

Introduction: Gestational malaria affects both the 
mother and the development of her embryo or fetus. 
Rapid diagnosis and timely and effective treatment 
are required to prevent complications and deaths.

Objective: To compare thick blood smear with nested 
PCR and real-time PCR (qRT-PCR) for the diagnosis 
of submicroscopic infections with Plasmodium falci-
parum and P. vivax.

Methodology: 21 women with clinical manifestations 
of malaria, including both pregnant and non-preg-
nant, were studied in Puerto Libertador, Córdoba, 
Colombia. Peripheral blood specimens were obtained 
from all of them; umbilical cord and placenta blood 
specimens were taken in the pregnant ones. DNA was 
extracted and amplified for nested PCR or qRT-PCR. 
Statistical analysis was done using Graphpad PRISM 
and EPIDAT softwares.

Results: The three techniques were satisfactory for 
the detection of Plasmodium falciparum and P. vivax 
in peripheral blood and in the umbilical cord and 
placenta specimens. Molecular tests were 100% sen-
sitive and specific. Two submicroscopic cases of P. 
falciparum infection were detected with the two PCR 
techniques.

Conclusion: qRT-PCR is advantageous over nested PCR 
because its standardization is shorter, it requires lesser in-
frastructure and it allows the quantification of DNA.
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INTRODUCCIÓN 
La malaria es causada por especies del género Plas-
modium. Representa un gran problema mundial de 
salud pública (1) debido a que es una de las enfer-
medades transmitidas por vectores que causa mayor 
morbilidad y mortalidad. La imperiosa necesidad, en 

vista de la creciente mortalidad global y la falta ge-
neral de progresos en el control de la malaria, es la 
investigación sobre los mejores métodos para el des-
pliegue y el uso de los enfoques existentes, métodos 
rápidos de diagnóstico y los tratamientos combina-
dos con artemisinina (2).

Las condiciones ideales para la proliferación del mos-
quito del género Anopheles que transmite el parásito 
por medio de su picadura son los territorios ubicados 
hasta los 1.600 metros sobre el nivel del mar con tem-
peratura media de 25 °C, los climas cálidos y húmedos 
y las zonas con abundante vegetación selvática (3). El 
85% del territorio colombiano reúne las condiciones 
ambientales que favorecen el desarrollo del vector y 
por ende la transmisión de la enfermedad (1).

La malaria en humanos puede ser causada por cin-
co especies: Plasmodium falciparum, P. vivax, P. ma-
lariae, P. ovale y P. knowlesi (4). Según el Informe 
mundial sobre el paludismo 2011 (5), en 2010 hubo 
216 millones de casos y se produjeron unas 655.000 
defunciones. En Colombia los casos de malaria son 
causados principalmente por P. falciparum y P. vivax; 
en el 2011 se notificaron 62.716 casos de malaria, de 
los cuales 46.188 (73,6%) correspondieron a P. vivax, 
15.662 (25,0%) a P. falciparum, 841 (1,3%) a infecciones 
mixtas y 25 (0,04%) a P. malariae (6). Las regiones 
colombianas con mayor riesgo de transmisión de 
malaria son: Antioquia (43,3% de los casos), Córdoba 
(9,8%), Chocó (15,7%) Nariño (12,2%) y Bolívar (6,7%) (6), 
que representan más del 50% del territorio del país (7).

Una preocupación mundial importante sobre esta en-
fermedad es la transmisión de las madres a los fetos, 
dado que el parásito se puede alojar en la placenta (8). 
Las complicaciones asociadas a la malaria en el emba-
razo afectan tanto a la gestante como al crecimiento y 
desarrollo del embrión y el feto (9). Una vez infectada 
con el parásito, la gestante puede desarrollar malaria 
placentaria (10) porque los eritrocitos infectados por 
P. falciparum se pueden unir al sincitiotrofoblasto, lo 
que lleva al secuestro de parásitos en el espacio in-
tervelloso y produce otras complicaciones como la 
presencia de pigmento malárico en dicho sincitio, el 
depósito fibrinoide intervelloso, la concentración de 
macrófagos en el espacio intervelloso y el engrosa-
miento de la lámina basal. El parásito se adhiere especí-
ficamente al receptor (condroitín-sulfato A, CSA) que 
se expresa en el sincitiotrofoblasto (11).
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En Colombia, las infecciones por P. falciparum y P. 
vivax son altamente endémicas y no se tiene infor-
mación oficial de la prevalencia de la infección en 
las mujeres gestantes (12); sin embargo, los efectos de 
esta infección son bien conocidos: la malaria en las 
embarazadas no inmunes produce tasas elevadas de 
aborto, hasta del 60% en el caso de la infección por P. 
falciparum, y tasas de mortalidad materna entre 10% 
y 50%, mientras que en las gestantes previamente in-
munizadas la malaria puede producir abortos y bajo 
peso del niño al nacer (5).

La malaria en el embarazo plantea un reto diagnós-
tico por la baja especificidad de los signos y sínto-
mas y por las infecciones submicroscópicas que son 
comunes durante él. Durante años se han utilizado 
métodos clásicos de microscopía como la gota grue-
sa, que es una técnica sencilla, económica y rápida, 
que permite la identificación de la especie del pará-
sito. En condiciones óptimas, el límite de detección 
de la gota gruesa está entre 10 y 30 parásitos por µL 
de sangre, equivalentes a 0,001% de glóbulos rojos 
infectados (13). Por otra parte, requiere personal ca-
pacitado, en particular cuando las parasitemias son 
bajas en cuyo caso los resultados pueden ser falsos 
negativos (14).

Entre las alternativas diagnósticas para las especies 
de Plasmodium se han venido empleando métodos 
serológicos y de identificación de ácidos nucleicos 
(PCR); la técnica más usada es la PCR anidada. Su 
importancia radica en la alta sensibilidad (100%) y 
especificidad (97,1%) (15). Sin embargo, con ella no 
se obtienen resultados cuantitativos, es poco práctica 
cuando se requieren diagnósticos de urgencia y puede 
dar falsos positivos (14). Una variante de esta técnica 
es la PCR en tiempo real (RT-PCR) y su subvariante la 
PCR cuantitativa (qRT-PCR) que tiene el potencial de 
superar las restricciones de otras técnicas de PCR con 
mayores sensibilidad (entre 99,1% y 100%) y especifici-
dad (entre 94,1% y 100%), mejor detección de niveles 
bajos de parasitemia y que, además, permite diferen-
ciar entre especies cuando se presentan infecciones 
mixtas (16). Todas estas ventajas son esenciales para 
el tratamiento adecuado y el seguimiento del paciente. 
A esta técnica se le atribuyen otras ventajas sobre las 
demás como, por ejemplo: la qRT-PCR requiere un 
solo proceso técnico, mientras que la PCR anidada 
requiere por lo menos dos, uno de los cuales es la 

electroforesis en gel de agarosa; y la qRT-PCR se hace 
en un sistema cerrado lo que disminuye el riesgo de 
contaminación.

En algunos estudios, la qRT-PCR ha demostrado sen-
sibilidad del 93,9% y especificidad del 100%. Otros 
autores han reportado valores más altos de sensi-
bilidad: 96,6% (17), 98,5% (18) y 99,41% (19). Lo más 
promisorio de la técnica es la identificación de pará-
sitos no detectados por la gota gruesa ni por la PCR 
anidada.

En zonas endémicas de malaria, la qRT-PCR permite 
identificar una alta proporción de las mujeres emba-
razadas con nivel de parasitemia por debajo del umbral 
de la microscopía, por lo que es útil para un diagnós-
tico correcto y sensible y mejora el tratamiento y el 
control de la enfermedad (20).

El objetivo del presente estudio fue comparar las ven-
tajas de las técnicas de gota gruesa, PCR anidada y 
qRT-PCR, para diagnosticar infecciones submicroscó-
picas con Plasmodium falciparum y P. vivax, en mu-
jeres embarazadas de una región endémica de alta 
transmisión de malaria en Colombia.

MATERIALES Y MÉTODOS

Tipo de estudio y ubicación geográfica
Estudio transversal y descriptivo en Puerto Libertador 
(09°14’17” N y 75°43’33” O), Córdoba, Colombia. Si-
tuado a 170 km de la capital departamental, Montería, 
con las siguientes características: extensión de 2.062 
km2, altura 66 msnm, temperatura promedio de 27 °C 
y humedad relativa entre 80% y 86%. Este municipio 
se considera de alto riesgo para malaria porque con-
centra la mayoría de los casos que se presentan en el 
departamento de Córdoba (21).

Población
En el año 2011 se analizaron 21 mujeres provenientes 
de Puerto Libertador, incluyendo gestantes y no ges-
tantes con signos y síntomas indicativos de la enfer-
medad, que consultaron a los puestos de salud de la 
zona y que dieron su consentimiento para participar 
en el estudio. Se utilizaron las siguientes muestras: 
sangre periférica y, en el caso de las gestantes, sangre 
de placenta y de cordón umbilical.
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Recolección de las muestras
Las muestras para la gota gruesa se obtuvieron por 
punción con lanceta del pulpejo del dedo medio de 
la mano; posteriormente fueron fijadas en papel filtro 
(Whatman®) para extraer el ADN. Las muestras de san-
gre de la placenta y del cordón se tomaron igualmen-
te impregnando papel de filtro a partir del cual se hizo 
posteriormente la extracción de ADN. Dicho papel se 
conservó a temperatura ambiente (28 °C a 32 °C), en 
gradillas separadas, en el sitio de toma de la muestra 
hasta su traslado al laboratorio.

Análisis de gota gruesa
La lectura de la gota gruesa la hizo, tan pronto como 
se obtuvo la muestra, una persona debidamente ca-
pacitada. El recuento de parásitos se hizo con base en 
200 leucocitos y para informar la parasitemia por µL 
se empleó como valor de referencia 8.000 leucocitos. 
La muestra se consideró negativa cuando no se ob-
servaron formas del parásito en más de 200 campos 
microscópicos. Se repitió la lectura de la gota gruesa 
en el laboratorio del Grupo Salud y Comunidad de la 
Facultad de Medicina de la Universidad de Antioquia.

Extracción de ADN
La extracción del ADN se llevó a cabo con el proto-
colo de Sakihama y colaboradores (22), a partir de 
medio círculo de papel filtro impregnado con sangre 
total, equivalente a un volumen aproximado de 50 µL. 
Para la extracción se utilizó la resina de intercambio 
iónico Chelex al 20% (Chelex® 100-BioRad), de acuerdo 
con protocolos previamente publicados.

PCR anidada
Como blanco de amplificación, tanto para la PCR 
anidada como para la qRT-PCR, se seleccionó el gen 
de la subunidad 18S del ARN ribosomal puesto que 
contiene tanto regiones altamente conservadas como 
variantes y porque al menos cinco copias de este gen 
están distribuidas en diferentes cromosomas del 
genoma de Plasmodium (16).

La PCR convencional para la identificación de géne-
ro se llevó a cabo de la siguiente manera: la mezcla 
máster contenía un tampón 1X, MgCl2 mM, dNTPs 125 
µM, Taq ADN polimerasa 0,02 UI (Taq DNA Polymerase, 

QIAGEN®) y (0,1-10 ng) de ADN. Se utilizaron los oligo-
nucleótidos PLU 5 y PLU 6 (tabla 1).

Después de preparar la mezcla patrón, se la llevó al 
termociclador con las siguientes condiciones: desna-
turalización inicial a 95 °C por 5 minutos, seguida de 
24 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 58 °C por 2 minutos, 
72 °C por 2 minutos, seguido de hibridación final de 
58 °C por 2 minutos y extensión final de 72 °C por 2 
minutos. Posteriormente, con los productos de esta 
PCR, se hizo una PCR múltiplex para la identificación 
de las especies P. vivax y P. falciparum; esta se llevó a 
cabo en las siguientes condiciones: tampón 1X, MgCl2 
mM, dNTPs 125 µM, Taq ADN polimerasa 0,02 UI (Taq 
DNA Polymerase, QIAGEN®) y 3 µL de la reacción 
anterior. Se utilizaron los siguientes oligonucleótidos: 
FAL 1 y FAL 2 para P. falciparum, y VIV 1 y VIV 2 para 
P. vivax (tabla 1).

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 95 °C 
por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de 94 °C por 1 
minuto, 58 °C por 2 minutos, 72 °C por 2 minutos, por 
último una hibridación final de 58 °C por 2 minutos 
y una extensión final de 72 °C por 5 minutos (23,24).

A continuación se hizo una electroforesis en gel de 
agarosa al 1% con el fluorocromo SYBR Green (SYBR® 
Green-Invitrogen) a una concentración de 535x/mL, 
para la identificación de los productos de la PCR. En 
esta se visualizaron los fragmentos de ácidos nuclei-
cos mediante luz UV, lo que permite observar la pre-
sencia o ausencia de bandas de amplificación de los 
parásitos de malaria y de la especie correspondiente: 
P. falciparum y P. vivax.

PCR en tiempo real (RT-PCR)
El ADN se amplificó en un termociclador (Biorad CFX 
96). Cada reacción se preparó en un volumen de 7,5 
µL de Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) 
de Fermentas, 1 µL (0,1-10 ng) de ADN y 1,2 µL (0,4 µM) 
de cada cebador según el caso. Para la amplificación 
del género Plasmodium se emplearon los cebadores 
Plasmo F y Plasmo R. Para la de especies se utilizaron 
los siguientes: FAL F y FAL R para P. falciparum y VIV F 
y VIV R para P. vivax (tabla 1).

Las condiciones de la PCR consistieron en una des-
naturalización inicial a 95 °C por 10 minutos, seguida 
de una amplificación de 40 ciclos de 94 °C por 30 
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segundos, 58 °C por 30 segundos y 72 °C por 30 se-
gundos, con detección de la fluorescencia al final de 
cada ciclo. La amplificación fue seguida de una curva 
de temperatura media con un aumento gradual de la 
temperatura de 0,2 °C por dos segundos desde 65 °C 
hasta 90 °C.

Se estableció un corte de 35 ciclos para definir las mues-
tras positivas para Plasmodium spp. Los análisis de las 
curvas de temperatura media (Tm) fueron útiles para 
verificar la especificidad de los oligonucleótidos (16).

Análisis estadístico
Se hizo un análisis estadístico con el programa EPIDAT 
(25) con una significancia estadística p <0,05 y un in-
tervalo de confiabilidad de 95%, con el que se determi-
naron la sensibilidad y especificidad de la gota gruesa 

respecto a la PCR convencional y la RT-PCR. Posterior-
mente los resultados de la amplificación por RT-PCR 
se cuantificaron por qRT-PCR y se compararon las pa-
rasitemias entre gestantes y no gestantes, además de la 
carga parasitaria entre especies: P. falciparum y P. vivax, 
utilizando el programa Graphpad PRISM. La especi-
ficidad y sensibilidad se determinaron con EPIDAT, la 
prueba de referencia fue la PCR anidada. 

En el programa GraphPad PRISM (versión 5,03) se 
aplicó la prueba de Mann-Whitney para determinar 
si existían diferencias entre muestras independientes. 
Para calcular el valor estadístico se obtuvieron los 
valores de U para cada una de las dos muestras Mann-
Whitney. El programa estadístico asigna un nivel de 
significación para los valores de U, de acuerdo con 
este valor se rechaza o acepta la hipótesis nula con 
punto de corte p < 0,05 (26).

Tabla 1. Lista general de oligonucleótidos utilizados en este estudio

Nombre Secuencia Referencia

Plasmo 1 5´GTTAAGGGAGTGAAGACGATCAGA-3´ (27)

Plasmo 2 5´-AACCCAAAGACTTTGATTTCTCATAA-3´ (27)

FAL F 5´-CTTTTGAGAGGTTTTGTTACTTTGAGTAA -3´ (28)

FAL R 5´-TATTCCATGCTGTAGTATTCAAACACAA-3´ (28)

VIV F 5´-ACGCTTCTAGCTTAATCCACATAACT-3´ (28)

VIV R 5´-ATTTACTCAAAGTAACAAGGACTTCCAAGC-3´ (28)

PLU 5 5´-CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC-3´ (28)

PLU 6 5´-TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG-3´ (28)

FAL 1 5´-TTA AACTGGTTTGGGAAAACCAAAATATT-3´ (28)

FAL 2 5´-ACACAATGAACTCAATCATGACTACCCGTC-3´ (28)

VIV 1 5´-CGCTTCTAGCTTAATCCACAT AAC TGA TAC-3´ (28)

VIV 2 5´-ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA-3´ (28)

Consideraciones éticas

Este protocolo de investigación se rigió por lo dispuesto 
por el Ministerio de Salud Pública en la Resolución 
8430 de 1993. Se informó a las pacientes acerca de las 
características generales del estudio y solo se incluyó 
en él a las que aceptaron participar voluntariamente. 

En todos los casos se obtuvo el consentimiento infor-
mado por escrito.

A las pacientes participantes en el estudio se les hizo 
diagnóstico gratuito de la infección por P. falciparum 
o P. vivax. Los tratamientos o exámenes adicionales 
fueron costeados por la EPS o el régimen de salud al 
que pertenecía la paciente.
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RESULTADOS 
Diagnóstico de malaria por gota gruesa
De las 21 muestras analizadas, 14 fueron positivas y 
7 negativas para malaria. De las muestras positivas, 
6 lo fueron para P. falciparum (P. f) y 8 para P. vivax 
(P. v) (tabla 2). El desarrollo de la prueba no presentó 
ninguna inconsistencia entre todas las muestras ana-
lizadas, tanto positivas como negativas.

PCR anidada
De las 21 muestras analizadas (gel no mostrado), 16 
fueron positivas y 5 negativas para malaria (tabla 2). 
De las muestras positivas, 8 lo fueron para P. falciparum 
y 8 para P. vivax. 

Dos muestras que fueron negativas por gota gruesa 
dieron positivas para P. falciparum por PCR ani-
dada.

Tabla 2. Lista general de muestras y sus resultados

No Código paciente Paciente Tipo de muestra Toma de 
muestra Gota gruesa Diagnóstico 

PCR anidada qRT-PCR

1 9001 157 No gestante Sangrea Día 0 P. f P. f P. f

2 9007 166 No gestante Sangrea Día 0 P. f P. f P. f

3 9009 169 No gestante Sangrea Día 0 P. f P. f P. f

4 9016 184 No gestante Sangrea Día 0 P. f P. f P. f

5 7004 280 No gestante Sangrea Día 0 P. f P. f P. f

6 92028 162 Gestante Placentab Día 0 Negc P. f P. f

7 92030 167 Gestante Sangrea Día 0 Negc P. f P. f

8 2003 177 Gestante Placentab Día 0 P. f P. f P. f

9 9064 192 Gestante Sangrea Día 0 P. v P. v P. v

10 9060 194 Gestante Sangrea Día 0 P. v P. v P. v

11 9218 252 No gestante Sangrea Día 0 P. v P. v P. v

12 9219 253 No gestante Sangrea Día 0 P. v P. v P. v

13 9220 254 No gestante Sangrea Día 0 P. v P. v P. v

14 9221 255 No gestante Sangrea Día 0 P. v P. v P. v

15 9222DXMD 256 No gestante Sangrea Día 0 P. v P. v P. v

16 9222KXGS 257 No gestante Sangrea Día 0 P. v P. v P. v

17 9062 199 Gestante Sangrea Día 3 Neg Neg Neg

18 92031 205 Gestante Sangrea Día 0 Neg Neg Neg

19 92032 208 Gestante Sangrea Día 0 Neg Neg Neg

20 92033 211 Gestante Sangrea Día 0 Neg Neg Neg

21 2006 216 Gestante Cordónb Día 0 Neg Neg Neg

P. f: positivo para Plamodium falciparum; P. v: positivo para Plasmodium vivax; Neg.: muestras negativas para cualquier especie en cualquiera de las tres 
pruebas diagnósticas; aMuestras extraídas de sangre periférica; bMuestras extraídas de sangre de ese tejido; cMuestras que no respondieron al diagnóstico 
por la técnica clásica.
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qRT-PCR
De 21 muestras analizadas por qRT-PCR, 16 fueron 
positivas y 5 negativas para malaria. De las muestras 
positivas, 8 lo fueron para P. falciparum y 8 para P. vi-
vax (tabla 3). 

Además, dos de las muestras (de placenta y de sangre 
periférica de las pacientes 162 y 167, respectivamente), 
que fueron negativas por gota gruesa dieron positivas 
para P. falciparum por qRT-PCR. En las figuras 1 A y B 
se muestran los perfiles de amplificación del ADN tanto 
de P. vivax (A), como de P. falciparum (B). Se puede 

observar que las muestras de P. vivax (A) presentaron 
mayor amplificación en general, y que la gran mayoría 
en el ciclo 23 presentaban buena señal, mientras que 
las muestras de P. falciparum (B) fueron más tardías 
para amplificar, dado que la gran mayoría presentó 
buena señal en el ciclo 29. Las muestras 208, 211 y 216 
probadas con los oligonucleótidos de P. vivax presen-
taron una señal débil después del ciclo 36 y se las con-
sideró negativas (figura 1A). Las mismas muestras, 208, 
211 y 216, probadas con los oligonucleótidos de P. 
falciparum presentaron una señal débil después del 
ciclo 34 y se las consideró negativas (figura 1B).

Tabla 3. Resultados de la qRT-PCR en Ct y fluorescencia 

# Código 
paciente qPCR

Valor final Ct (fluorescencia)

P P. v P. f
1 157 P. falciparum 25,67 (535,94) Na 27,28 (785,62) 

2 166 P. falciparum 21,64 (1.210,6) Na 23,11 (834,99) 

3 169 P. falciparum 23,40 (1.061,38) Na 26,13 (603,19)

4 184 P. falciparum 27,01 (500,43) Na 31,2 (330,97)

5 280 P. falciparum 27,26 (839,98) Na 29,81(751,31)

6 162 P. falciparum 28,44 (905,70) Na 28,44 (858,19)

7 167 P. falciparum 29,25 (824,82) Na 29,25 (927,59)

8 177 P. falciparum 21,58 (973,34) 35,64 (522,24) 30,55 (766,28)

9 192 P. vivax 26,92 (465,83) 30,93 (1.008,84) 32,55 (515.81)

10 194 P. vivax 24,21 (733.72) 27,47 (1.363,17) 34,84 (292,70)

11 252 P. vivax 20,78 (1.812,86) 23,75 (1.473,71) Na

12 253 P. vivax 20,47 (1.145,69) 20,47 (1.626,29) Na

13 254 P. vivax 18,68 (1.229,23) 22,48 (1.440,87) Na

14 255 P. vivax 17,76 (1.369,40) 21,95 (1424,96) Na (370,84)

15 256 P. vivax 23,23 (1.382,00) 23,23 (1382) 35,12 (281,38) 

16 257 P. vivax 24,45 (1.231,41) 24,45 (1.231,41) Na (354,45)

17 199 Negativa 29,20 (563,03) 29,26 (651,65) 3,.68 (455,99)

18 205 Negativa 29,02 (492,27) 36,34 (500,26) 36,59 (241,27)

19 208 Negativa Na Na (441,64) 36,32 (202,20)

20 211 Negativa 27,42 (500,74) Na (397.11) Na

21 216 Negativa 34,11 (831,62) Na (323,96) Na

P: Plasmodium; P. v: P. vivax; P. f: P. falciparum; Na: no amplificó; Ct: ciclo umbral (por la sigla en inglés de cycle threshold)



IATREIA Vol 27(3) julio-septiembre 2014

284

Análisis estadístico
Se cuantificó el ADN amplificado utilizando como 
gen interno de referencia uno de expresión cons-
titutiva que codifica para la β-actina. Como se ob-
servó en los perfiles de la figura 1 de los qRT-PCR, 
se pudo cuantificar estos ADN, lo que permitió evi-
denciar la presencia de P. vivax y P. falciparum. Los 
valores promedio indican que la concentración (ng/
µL) de ADN es mayor en las muestras de P. vivax que 

en las de P. falciparum (gráfica y tabla de la figura 2A). 
La prueba estadística U de Mann-Whitney (GraphPad 
PRISM, versión 5.03) da un valor de probabilidad  
p = 0,003, que muestra una diferencia significativa en-
tre las dos especies. Comparando la concentración de 
ADN de las pacientes con malaria comprobada (cinco 
muestras de gestantes y once de no gestantes), se ob-
servó en promedio mayor concentración en las mues-
tras de las no gestantes. En este caso la prueba esta-
dística de Mann-Whitney dio un valor de p = 0,0127, 

Figura 1. Gráficas de secuencia de amplificación de ADN de cada muestra analizada. A. muestras 
amplificadas con oligonucleótidos específicos para P. vivax: las muestras 208, 211, 216 
fueron negativas. B. muestras amplificadas con oligonucleótidos específicos para P. falci-
parum: también las muestras 208, 211, 216 fueron negativas
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que revela una diferencia significativa entre los dos 
grupos de muestras, pero el número de muestras no 
fue equivalente (gráfica de la figura 2B). El bajo nivel 
de concentración de ADN de las gestantes con malaria 
se asoció a parasitemias muy bajas (2 ng/µL o menos) 
después de 40 ciclos de amplificación.

Como se observa en la tabla de la figura 2B, las dos 
muestras de placenta y de sangre periférica que no 

se detectaron por gota gruesa de las pacientes 162 y 
167 permitieron amplificar 1,2 y 1,4 ng/µL después 
de 40 ciclos. La concentración de ADN obtenida para 
la amplificación de estas dos muestras se determinó 
en un orden de magnitud de fentogramos (fg/µL), lo 
que correspondería a concentraciones de mínimo 
un parásito o “menos” (ADN remanente sin parásito 
detectables).

Figura 2. Comparación de las concentraciones de ADN para las dos especies (A) y para mujeres gestantes y no gestantes con malaria (B). 
Se analizó la cantidad de ADN relativo correspondiente al parásito (Plasmodium) en dos grupos de mujeres con ma-
laria, gestantes y no gestantes, para examinar si existía diferencia entre ellos; para esto se utilizó la prueba de Mann-
Whitney que dio un valor p de 0,0127 lo que indica diferencia significativa en las parasitemias de estos dos grupos
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Se evaluaron por EPIDAT la sensibilidad y especifici-
dad de la gota gruesa respecto a la PCR anidada y la 
qRT-PCR, teniendo estas dos últimas como pruebas 
de referencia. Según el análisis, la sensibilidad de la 
gota gruesa para detectar la presencia de P. vivax fue 
del 100%. Igualmente, en la especificidad se obtuvo 
un 100% para todas las técnicas. Por otra parte, para 
la detección de P. falciparum la gota gruesa tuvo un 
75% de sensibilidad.

DISCUSIÓN
Durante el embarazo, la mayoría de las infecciones 
maláricas (parasitemias periféricas) llevan a que la 
placenta contenga una gran cantidad de glóbulos 
rojos parasitados (27); esto, sumado a las manifesta-
ciones y consecuencias dependientes de las variables 
epidemiológicas, al grado de exposición al parásito, a 
la paridad y la respuesta inmune de la madre, puede 
generar cambios en la integridad de la placenta, re-
ducción del transporte de nutrientes y oxígeno, retardo 
en el crecimiento intrauterino, abortos y bajo peso al 
nacer (28,29); por tal motivo, para reducir el riesgo 
para el embrión y el feto es prioritario diagnosticar 
precozmente la malaria por técnicas rápidas como las 
microscópicas e inmunológicas o por otras modernas 
y eficaces, como las moleculares (PCR).

Algunos de estos métodos para la detección del pará-
sito en pacientes con malaria gestacional ya han sido 
estandarizados con buena fidelidad, pero usarlos es 
muy costoso por la necesidad de una infraestructura 
bastante compleja, por ejemplo, del antígeno HRP2; 
además, se precisa el conocimiento cabal de la téc-
nica (30). Lo mismo sucede con la prueba de PCR 
anidada, que ha demostrado ser exitosa en todo el 
mundo (31) incluida Colombia (14). Algunos estudios 
han establecido con PCR anidada un límite de detec-
ción de 3 a 4 parásitos por µL de sangre (0,0005% a 
0,0015% de glóbulos rojos infectados), con sensibili-
dad de 100% y especificidad entre 94,1% y 100% (14). 
Sin embargo, con esta técnica no se obtienen resulta-
dos cuantitativos, es poco práctica cuando se requie-
ren diagnósticos de urgencia y puede dar falsos po-
sitivos (32). Además, un estudio llevado a cabo en el 
2008 en diferentes regiones endémicas de Colombia 
determinó que la PCR anidada podía mostrar sensi-
bilidad del 100% (IC95%: 99,2%-100%) y especificidad 
del 97,1% (IC95%: 90,2%-100%) comparada con la gota 

gruesa (14). Para el caso particular del diagnóstico de 
malaria gestacional, Campos y colaboradores (12) 
demostraron que la PCR anidada tenía sensibilidad 
del 47% y especificidad del 77%. En este estudio la PCR 
anidada resultó ser eficiente para la detección de dos 
muestras no diagnosticadas por gota gruesa. Salvo la 
positividad o negatividad, no se puede obtener mayor 
información de la PCR anidada comparada con la 
gota gruesa que permite calcular la parasitemia del 
paciente.

La RT-PCR permite cuantificar el ADN, por lo que se 
la llama PCR cuantitativa (qRT-PCR). Esta técnica ya 
es convencional para el diagnóstico de varios agentes 
infecciosos (33), empleando sondas y oligonucleóti-
dos específicos. Ya se ha estandarizado el uso de la 
qRT-PCR en el diagnóstico de malaria, especialmente 
para P. falciparum, P. vivax y P. ovale (16) y se ha de-
mostrado su alta eficiencia frente a la gota gruesa (34). 
En algunos estudios de alcance mundial la qRT-PCR 
ha mostrado sensibilidad del 93,9% y especificidad del 
100%. Otros autores han informado valores de sensibi-
lidad del 96,6% (17), 98,5% (18) y 99,4% (19). Igualmen-
te, se ha evidenciado que la qRT-PCR es más sensible 
que la gota gruesa para el diagnóstico de la malaria 
convencional (35). En un estudio reciente hecho en 
Córdoba, Colombia, se halló sensibilidad de la qRT-
PCR del 93% y especificidad del 100% (36). En el pre-
sente trabajo la sensibilidad de la qRT-PCR fue mayor 
que la de la gota gruesa y permitió la cuantificación 
del ADN gracias al uso de un gen de expresión cons-
titutiva (β-actina), que posibilitó efectuar la RT-PCR 
y la qRT-PCR; básicamente, las dos técnicas son una 
sola cuando se puede hacer la cuantificación. Abun-
dan las terminologías de abreviación usadas por otros 
autores como RT-qPCR (37) o qRT-PCR (34) y esto solo 
para el caso de malaria. Para evitar la confusión es 
necesario unificar las abreviaciones que hacen refe-
rencia a estas técnicas.

La qRT-PCR mostró que la parasitemia de las gestantes 
es muchísimo más baja, sea con P. vivax o con P. falci-
parum, que la de mujeres no gestantes (figura 2B). En 
el caso de las pacientes 162 y 167, la concentración 
de parásitos fue muy baja por lo que se requirió una 
observación más exhaustiva de la gota gruesa (más 
allá de 200 campos), para encontrar por lo menos un 
microorganismo; si hubiera sido menor de un pará-
sito por µL, o cuando no se encuentran células del 
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parásito (ADN remanente) (16), la única forma de 
detectarlo habría sido la qRT-PCR, como sucedió en 
el presente estudio.

El diagnóstico de malaria en dos muestras (162 y 167) 
negativas por gota gruesa pone de presente la impor-
tancia de usar métodos diagnósticos más sensibles, 
debido a que las técnicas convencionales pueden no 
detectar estas infecciones submicroscópicas; un estu-
dio hecho en África halló que la parasitemia en san-
gre periférica identificada por gota gruesa varió entre 
7,3% y 29% y por PCR, entre 6,7% y 85% (10). Además, 
en este mismo estudio la parasitemia en placenta va-
rió entre 1,7% y 35% con microscopía y entre 41,7% y 
59% con PCR (10). Estudios similares en Colombia han 
descrito una prevalencia de malaria gestacional del 
10,4%, con persistencia de la infección en el momento 
del parto en 19% (gota gruesa) y en 30% (PCR anidada) 
de las gestantes infectadas (38), lo que evidencia la 
importancia de precisar la frecuencia de las infeccio-
nes microscópicas, que se calcula entre 20% y 58%, y 
submicroscópicas que es aproximadamente del 36% 
por gota gruesa y el 52% por PCR anidada (38).

Lo anterior evidencia que la infección por Plasmo-
dium con parasitemias por debajo del nivel de de-
tección microscópica (submicroscópica: negativo 
por microscopía y positivo por PCR u otra técnica) 
es muy frecuente en las gestantes de regiones endé-
micas no solo en África, sino también en Suramérica. 
Estas infecciones durante la gestación pueden jugar 
un papel crucial en la estimulación del sistema inmu-
ne contra la malaria y favorecer los efectos adversos 
sobre el feto en gestación, tal como lo indican Arango 
y colaboradores (38). Se observa además que los nive-
les de parasitemia en las infecciones por P. falciparum 
son más bajos que los de aquellas por P. vivax, un fac-
tor que puede estar influyendo en la capacidad de la 
gota gruesa para detectar la primera de estas especies, 
y que se debe considerar en futuros estudios.

La qRT-PCR puede ser una técnica complementaria 
de la gota gruesa para el diagnóstico de malaria (39), 
pero para los casos submicroscópicos de malaria ges-
tacional es una técnica esencial para el diagnóstico 
correcto y oportuno más que una técnica confirma-
toria. Al comparar la prueba microscópica con las 
pruebas moleculares, se observa un mayor grado de 
sensibilidad de estas últimas para la detección de P. 
falciparum (40). 

Con los datos obtenidos en este estudio no es posible 
afirmar que la gota gruesa sea menos sensible o es-
pecífica que las pruebas moleculares, pero sí es claro 
que con estas últimas se logra una excelente detec-
ción de las especies de Plasmodium. Igualmente, la 
qRT-PCR se muestra bastante sensible para detectar 
bajas concentraciones de P. falciparum. Sin ser con-
cluyente, esta información coincide con la obtenida 
de datos epidemiológicos y clínicos en la región de 
Córdoba, Colombia, en donde la parasitemia por P. 
vivax es mayor que la debida a P. falciparum.

Teniendo en cuenta este panorama (alta frecuencia de 
infección submicroscópica), las pruebas más sensibles 
serían complementarias y útiles para el diagnóstico efi-
ciente y más aún para el tratamiento y la prevención 
de los efectos adversos que puede sufrir el feto en su 
desarrollo en presencia de Plasmodium spp.
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