CARTAS AL DIRECTOR

Sobre: Protocolo de extraccion de ADN en lotes de 10 mosquitos para la identificacion de

Plasmodium spp. mediante qPCR

Sr. Director:

Hemos leido con interés el excelente articulo original pu-
blicado por el Teniente Veterinario D. A. Pérez Rico et al:
«Protocolo de extraccion de ADN en lotes de 10 mosquitos
para la identificacion de Plasmodium spp. mediante qPCR»
publicado en el n° 2, volumen 69 afo 2013 de la revista Sa-
nidad Militar. Consideramos de sumo interés la metodologia
propuesta en el articulo, especialmente a la hora de realizar
las tareas de inteligencia sanitaria previas al despliegue de
nuestra Fuerza en los nuevos Teatros de Operaciones (TO;s.)
que se nos encomienden.

Dado que, precisamente, las misiones actuales de nues-
tras Fuerzas Armadas implican que dichos TO,s. pueden
estar ubicados en cualquier parte del mundo, consideramos
nuestro deber realizar una correccién, no con animo de cri-
tica sino con la finalidad de aclarar una cuestion escasamen-
te conocida pero de importancia creciente. Las especies de
Plasmodium patogenas en el hombre son cinco. Plasmodium
knowlesi, conocido como patogeno de malaria en simios
desde hace casi un siglo!, ha sido reportado en un nimero
creciente de casos desde la primera serie de 2004 en la isla
de Borneo?. Actualmente sabemos que en determinadas loca-
lizaciones del sudeste asiatico (Borneo, Malasia peninsular,
Tailandia y China) la incidencia de P. knowlesi puede alcan-
zar hasta un 40% de los casos?.

La deteccion de esta especie es de especial interés en in-
teligencia sanitaria, dado que los trofozoitos, esquizontes y
gametocitos de P. knowlesi son morfologicamente indistin-
guibles de los de P. malariae, llegando a tasas de error de has-
ta el 73% de los diagnosticos de P. malariae en Borneo (3).
Mientras que la malaria por P. malariae se asocia general-
mente a un curso clinico benigno con carga parasitaria baja,
P. knowlesi parasita a los hematies en todas las fases de su
ciclo y tiene un ciclo corto con alta tasa de incremento de
parasitemia!, por lo que puede devenir en un curso clinico
de gravedad e incluso fatal en horas. En la actualidad se asu-
me que toda malaria morfologicamente identificada como P,
malariae en el sudeste asiatico debe ser diagnosticada de P
knowlesi'y sometida a estrecha vigilancia clinica mientras que
no se demuestre lo contrario®*. Tarea que en Territorio Na-
cional se facilita con la disponibilidad de tests rapidos para P.
knowlesi* y, precisamente con el diagnostico de confirmacion
por PCR-multiplex para las cinco especies de Plasmodium
spp., disponible en el Centro Nacional de Microbiologia de
Majadahonda’.

No cabe, a priori, esperar variacion en los resultados del,
insistimos, excelente trabajo de Pérez Rico A et al para au-
mentar la eficiencia en el procesamiento de lotes de 10 mos-
quitos, en relacioén a la correccidon propuesta. En cualquier
caso, consideramos que es preceptiva, y que debe tenerse en
cuenta la emergencia de este nuevo patogeno, tanto por mé-
dicos de unidad, internistas, preventivistas, microbidélogos

como veterinarios, ante el aumento del turismo sanitario a
zonas de selva y ante el potencial despliegue de nuestra Fuer-
za en zonas selvaticas asiaticas en operaciones o en manio-
bras conjuntas, como realizan nuestros aliados de la OTAN®.
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REPLICA DEL AUTOR

Excmo. Sr Director,

Segtn indica el Director Ejecutivo de la Revista, se ha re-
cibido una Carta al Director donde matiza algtin aspecto del
trabajo titulado «Protocolo de extraccion de ADN en lotes
de 10 mosquitos para la identificacion de Plasmodium spp.
mediante qPCR» (Sanid. mil. 2013; 69 (2): 77-81) del que
soy coautor. En primer lugar nos alegra que el trabajo haya
tenido repercusion y se haya valorado positivamente por los
autores de la citada Carta al Director. Se trata de una peque-
fla aportacion para que el rendimiento del trabajo, en casos
de recogidas de numerosos mosquitos, pueda mejorarse sin
perder precision en el diagnostico. Como demostracion de
que la técnica de extraccion propuesta funciona correctamen-
te se recurrio a realizar una PCR cuantitativa a tiempo real
siguiendo las indicaciones de un trabajo publicado en 2005
(Mangold et al. 2005)and SYBR Green was used for detec-
tion in a LightCycler instrument. Patient specimens infected
at 0.01 to 0.02% parasitemia densities were detected, and
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analytical sensitivity was estimated to be 0.2 genome equiva-
lent per reaction. Melting curve analysis based on nucleotide
variations within the amplicons provided a basis for accurate
differentiation of Plasmodium falciparum, P. vivax, P. ovale,
and P. malariae. For assay validation, 358 patient blood sam-
ples from the National University Hospital in Singapore and
Evanston Northwestern Healthcare in Illinois were analyzed.
Of 76 blinded patient samples with a microscopic diagnosis
of P. falciparum, P. vivax, or P. ovale infection, 74 (97.4%
donde no se mencionaba la reciente incidencia del Plasmo-
dium knowlesi. De igual forma debe de funcionar con otras
técnicas basadas en PCR a tiempo real donde se incorporen
dianas de ADN correspondientes a otras especies de Plasmo-
dium ¢ incluso a otros organismos como bacterias y virus. Por
supuesto que estamos totalmente de acuerdo en que hay que
incorporar esta especie en cualquier metodologia diagnostica
de malaria sobre todo en las areas de difusién de la misma.
Nuestra intencion es hacer aportaciones que permitan una
evaluacion del riesgo de transmision de la malaria del perso-
nal civil y militar desplegado en Zonas de Operaciones a nivel
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local. Habitualmente los datos que se manejan son de areas
enormes que incluso abarcan a todo un pais, sin embargo se
pueden hacer evaluaciones locales geograficamente y mues-
treando los posibles vectores durante las diferentes épocas del
afio, para tener una idea concreta del riesgo en el caso de que
los desplazamientos del personal sean siempre proximos a la
Base. Facilitar el trabajo de laboratorio mediante el analisis
por lotes es importante en tareas preventivas donde las cap-
turas de vectores son sistematicas. El analisis posterior de las
especies de Plasmodium presentes se podra realizar siempre
con las técnicas mas adecuadas y validadas en su caso.

En definitiva, se agradece la aportacion realizada al estudio
publicado y sirve de estimulo para seguir trabajando en esta li-
nea de prevencion de enfermedades transmitidas por vectores.

Atentamente

Jose Luis Vega Pla

Teniente Coronel Veterinario

Director del Laboratorio de Investigacion Aplicada
Cria Caballar de las Fuerzas Armadas. Cérdoba



