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RESUMEN

La malaria o paludismo es una enfermedad parasitaria que provoca la muerte de cientos
de miles de personas al afio en todo el mundo. Con el fin de evitar estos fatales
desenlaces, es primordial llevar a cabo un diagnostico seguro y acertado. Siendo la
microscopia el patron dureo del diagnostico de la malaria, tiene ciertas limitaciones, por
lo que actualmente su uso se combina con otras técnicas de inmunodiagndstico. Entre
estas Ultimas destacan los test de diagnostico rapido (RDT) detectores de antigenos. Sin
embargo, la sensibilidad y especificidad de las técnicas inmunodiagndsticas varia
considerablemente de unos casos a otros, por lo que no puede ser empleada como
valoracién Unica. Por tanto, es necesario continuar con la investigacion relativa al
inmunodiagndstico de la malaria para, en un futuro, conseguir convertir en método de
referencia este conjunto de pruebas mas rapidas, sencillas y baratas que la microscopia
tradicional.

Palabras clave: malaria, Plasmodium, microscopia, inmunodiagndstico, RDT, ELISA,
IFI.

ABSTRACT

Malaria is an infectious parasitic disease that causes hundreds of thounsands of deaths
each year worldwide. In order to avoid these fatal outcomes, making a safe and accurate
diagnosis becomes a primordial matter. Although microscopy is still the gold standard
method when it comes to diagnosis of malaria, it presents some limitations. As a
consequence, nowadays a combination of microscopy and other immunodiagnostic
techniques are the order of the day. Among the latter are rapid diagnostic tests (RDT),
consisting of antigen detectors. However, the sensitivity and specificity of
immunodiagnostic techniques vary considerably from one case to another, so it cannot
be used as a single assessment. Hence, the continuation of research regarding
immunodiagnosis of malaria is key in order to, someday, turn this set of faster, simpler
and cheaper tests into the reference method.

Key words: malaria, Plasmodium, microscopy, immunodiagnosis, RDT, ELISA, IFI.

INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

El paludismo, o malaria, es una de las enfermedades parasitarias de mayor impacto e
incidencia en el mundo debido a su elevada morbilidad y mortalidad. Se trata de una
enfermedad causada por parasitos que se transmiten al ser humano por la picadura de
mosquitos hembra del género Anopheles previamente infectados!. Dichos paréasitos
pertenecen a cinco especies del género Plasmodium: Plasmodium vivax, Plasmodium
ovale, Plasmodium malarie, Plasmodium knowlesi y Plasmodium falciparum; siendo
esta Gltima la responsable de la presentacion clinica mas grave y de mayor incidencia en
casos de desenlace fatal?>. Afecta particularmente a las areas tropicales y subtropicales
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en vias de desarrollo entre las que destacan Africa Subsahariana, Centro y Sudamérica y
el Sudeste Asiatico.

En 2017, se estima que se dieron 219 millones de casos de malaria en todo el mundo, en
comparacion con 217 millones de casos en 2016 y 239 millones de casos en 2010.
Aunque hubo aproximadamente 20 millones menos de casos de malaria en 2017 que en
2010, los datos para el periodo 2015-2017 ponen de manifiesto que no se lograron
avances significativos en la reduccion de los casos de malaria en este periodo. La
mayoria de los casos de malaria en 2017 fueron en la Region de Africa de la OMS (200
millones 0 92%), seguidos por la Region de Asia Sudoriental de la OMS (5%) y la
Region del Mediterraneo Oriental de la OMS (2%)3.

En cuanto a las muertes, en 2017 se han estimado 435 000 fallecimientos por malaria en
todo el mundo, en comparacion con 451 000 muertes estimadas en 2016 y 607 000 en
2010. Los nifios menores de 5 afios de Africa Subsahariana son el grupo mas vulnerable
afectado por la malaria y en 2017 representaron el 61% (266 000) de todas las muertes a
nivel mundial®. También es un proceso potencialmente mortal en viajeros sin ningun
grado de inmunidad, en pacientes con VIH y en mujeres gestantes®.

Ademas de estos efectos, la enfermedad trae consigo devastadoras consecuencias
economicas. Se ha calculado que la financiacion total de las medidas de control que
persiguen la eliminacion del paludismo alcanzé en 2016 una cifra 2700 millones de
dolares. La contribucion de los gobiernos de los paises endémicos ascendié a 800
millones de dolares, que representan el 31% de los fondos?®.

Por todo esto, la malaria continta siendo un grave problema de salud publica mundial;
se ha convertido en una de las causas pendientes mas urgentes para los Organismos
Internacionales, que contindan implicados en tratar de conseguir su erradicacion.

El hombre adquiere la infeccion cuando la hembra del mosquito le produce la picadura y
le inocula esporozoitos, las formas infectivas del parasito, que se encuentran en sus
glandulas salivales. Estas van a parar a la corriente sanguinea y viajan hasta los
hepatocitos en los que tiene lugar una primera reproduccion asexual (esquizogonia
hepatica), formandose un nimero variable de merozoitos que son liberados a sangre tras
la ruptura de las células hepaticas. Estos merozoitos invaden los globulos rojos, se
transforman en trofozoitos y vuelven a multiplicarse asexualmente (esquizogonia
intraeritrocitaria), dando lugar a nuevos merozoitos que, tras la ruptura de los
eritrocitos, invaden nuevos globulos rojos. P. ovale y P. vivax parasitan sélo los
hematies mas jovenes, P. malariae los glébulos rojos maduros y P. falciparum tiene
capacidad de parasitar todos los globulos rojos*.  Tras varias esquizogonias
intraeritrociticas algunos trofozoitos inmaduros se transforman en gametocitos, formas
sexuadas infectantes para el vector tras otra picadura. En el mosquito tiene lugar la
reproduccion sexual del pardsito y un proceso de reproduccion asexual
(esporozoitogénesis) que origina los esporozoitos, las formas infectantes para el
hombre, que se localizaran en las glandulas salivales del insecto.

La fase inicial de la infeccidn (esquizogonia hepética) no produce sintoma alguno; las
manifestaciones clinicas se deben solo a las sucesivas esquizogonias intraeritrociticas.
En funcidn de la especie, la duracion de las esquizogonias es de unas 24h (P. knowlesi),
48 h (P.falciparum, P. vivax y P.ovale) 6 72h (P.malariae), lo cual determina la



periodicidad de los paroxismos febriles, caracteristicos de la malaria, que se
desencadenan cuando éstas concluyen.

Las manifestaciones clinicas dependen del parésito y del hospedador. P. falciparum
destaca por su capacidad de inducir fendémenos de citoadherencia entre los eritrocitos
que invade y otras células sanguineas o del endotelio vascular, lo que dara lugar a una
clinica grave que la convierte en la especie mas peligrosa.

En cuanto al hospedador, el grado de semi-inmunidad, innata o adquirida, que éste
pueda presentar influye en las manifestaciones del paludismo®. La resistencia o semi-
inmunidad adquirida aparece gradualmente a partir de los 4-5 afios de vida en personas
de areas endémicas que hayan sufrido y sobrevivido a infecciones reiteradas y se
caracteriza por parasitemias bajas y pacientes asintomaticos o con sintomas leves. Sin
embargo, ésta desaparece rapidamente cuando abandonan el area endémica durante mas
de seis meses. La resistencia 0 semi-inmunidad innata es debida a una serie de factores
genéticos protectores y no se ve atenuada.

La malaria esta convenientemente separada en dos presentaciones de la enfermedad: la
no complicada y la grave®. Los sintomas de la malaria no complicada no son muy
especificos y pueden incluir picos de fiebre, temblores, malestar general, tos, diarrea,
trombocitopenia, anemia y esplenomegalia.

Por otro lado, entre las manifestaciones clinicas de la malaria grave, ocasionada
mayoritariamente por P.falciparum, destacan el dafio renal, sindrome de dificultad
respiratoria aguda, acidosis metabdlica, anemia grave y la denominada malaria
cerebral®.

La malaria cerebral tiene lugar debido a que, como consecuencia de las modificaciones
inducidas por el parasito en la membrana del glébulo rojo, aquellos eritrocitos que
contienen trofozoitos maduros y esquizontes pueden quedar retenidos en la
microvasculatura cerebral. Este proceso se desencadenada por los fendbmenos de
citoadherencia previamente mencionados, como la unidén del eritrocito infectado al
endotelio de los vasos sanguineos (secuestro), la adhesion a globulos rojos no infectados
(formacidn de rosetas) y la adhesion a plaquetas (aglutinacion). El diagnostico de esta
encefalopatia es signo de mal prondstico y requiere una actuacion médica inmediata®.

Para tratar de disminuir la incidencia del paludismo cobran especial importancia las
medidas preventivas, en cuya primera linea destacan los mosquiteros, tratados con
insecticidas de larga duracion, para dormir para evitar las picaduras y el uso de ropa de
proteccion y repelentes contra los insectos®.

Ademas, los viajeros internacionales deben hacer uso de la quimioprofilaxis si el riesgo
a infectarse es elevado en el pais al que viajan. No es 100% eficaz, pero junto con el
resto de medidas preventivas las posibilidades de infectarse son minimas’. La
quimioprofilaxis se hace cada vez mas compleja debido al aumento de la resistencia
de P. falciparum a los antimalaricos. La mefloquina, cloroquina y proguanil no
proporcionan la debida eficacia y seguridad frente a esta especie, por lo que ha sido
necesario el desarrollo de nuevos farmacos para prevenir y combatir la enfermedad?.

En la actualidad, se cuenta con una combinacién de dos antimalaricos, la atovacuona y
el hidrocloruro de proguanilo, que resulta muy eficaz para la prevencion de la malaria,
incluida la causada por P.falciparum. La profilaxis debe iniciarse uno o dos dias antes
de dirigirse a una zona donde la malaria sea endémica, debe mantenerse la



administracion diaria mientras el paciente esté expuesto y siete dias después de
abandonar la zona endémica®. Al margen de esta combinacion, cualquier medicamento
utilizado como quimioprofilaxis antimalarica debe administrarse antes, durante y
después del viaje sin olvidar ninguna dosis para asegurar su efectividad.

Para proteger a las mujeres gestantes en areas de alta y moderada transmision de malaria
en Africa, la OMS recomienda "tratamiento preventivo intermitente en el embarazo"
(TPI) con sulfadoxina-pirimetamina. En cuanto a los nifios, 15 millones fueron
protegidos en 2016 mediante programas de quimio-prevencion estacional del paludismo

(QEP)S.

Una vez instaurada la sospecha de infeccion por malaria es imprescindible llevar a cabo
un diagnostico réapido, certero y fiable. De esta manera, se puede encontrar el mejor
tratamiento y administrarlo cuanto antes para evitar el agravamiento de la
sintomatologia del paciente. Desde el inicio del siglo pasado hasta nuestros dias, el
estandar de oro para el diagnostico parasitolégico de la malaria consiste en buscar el
parasito en sangre utilizando las técnicas de la gota gruesa, méas sensible, y el frotis
fino®.

El examen microscopico de la gota gruesa, que requiere microscopistas expertos y un
estricto control de calidad, permite detectar densidades de hasta 5-20 paréasitos/pl
(0,0001%), determinar qué formas parasitarias se encuentran en sangre (trofozoitos,
esquizontes, gametocitos) y la respuesta al tratamiento. La identificacion de la especie
infectante es dificil en la gota gruesa, por lo que se debe realizar la extension
sanguinea®®.

La técnica del frotis o extension fina es treinta veces menos sensible que la gota gruesa
y no debe considerarse como prueba Unica en el diagnostico de la malaria. Sin embargo,
es mas especifica que la gota gruesa, ya que permite identificar con mas facilidad la
especie infectante y las parasitemias mixtas?®.

Entre las tinciones mas empleadas de encuentra la de Giemsa, que permite observar las
granulaciones de Schuffner, muy relevantes para la distincion de especies. Tambien
destaca la de Field, aunque con ella no es tan facil apreciar las granulaciones. Otras
coloraciones son las de naranja de acridina o la de Leishman.

A pesar de esto, en algunas zonas de riesgo no siempre se dispone de electricidad,
material o personal cualificado que pueda llevar a cabo la microscopia.
En estos casos se puede recurrir a un test de diagnostico rapido (RDT) como prueba
inicial de cribado. No obstante, no es recomendable sustituir la microscopia por el RDT.

Los denominados RDT son métodos de bajo costo basados en la inmunocromatografia
que detectan antigenos del Plasmodium en sangre periférica en aproximadamente 15-20
minutos. Los RDTs han mostrado una sensibilidad y especificidad de aproximadamente
77% a 100% y 83% a 100%, respectivamente?.

Otro tipo de diagnostico inmunoldgico son las técnicas detectoras de anticuerpos anti P.
falciparum. Las mas relevantes son la inmunofluorescencia indirecta (IFI) y el
enzimoinmunoensayo (ELISA). Sin embargo, su sensibilidad es mucho menor y es una
técnica diagnostica de segunda linea debido a las continuas reinfecciones que se
producen en areas endémicas.



Por ultimo, la deteccion por medio de PCR tiene la mayor especificidad y sensibilidad
para el diagnostico de malaria. EI método consiste en la amplificacion de segmentos
conocidos y especificos de ADN de cada Plasmodium, dependiendo de los primers
utilizados. EI método de PCR en tiempo real es rapido (<2 horas) pero es mucho mas
costoso y complejo de hacer que una gota gruesa®. Podria ser la técnica de referencia
por su altisima sensibilidad y especificidad, pero, aparte de no estar comercializada, no
estd al alcance de todos los laboratorios y no se adapta al diagndstico de urgencia
individualizado!. Esta es la Gnica técnica que permite discernir y confirmar la
parasitemia por P.knowlesi.

OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es profundizar en las técnicas de diagnostico inmunoldgico
de la malaria, centrando el foco, por tanto, en las pruebas detectoras de antigenos
basadas en la inmunocromatografia o test de diagnéstico rapido (RDT) y en las pruebas
detectoras de anticuerpos mediante  enzimoinmunoensayos (ELISA) o
inmunofluorescencia indirecta (IFI). Asi, se procede a explicar el funcionamiento de
estas tecnicas, sus caracteristicas de sensibilidad, especificidad y consecuente fiabilidad
y su relevancia en el ambito diagndstico. Como base del trabajo se quiere transmitir la
necesidad y la trascendencia de llevar a cabo un diagnostico rapido, seguro y certero
para evitar a toda costa nuevos fallecimientos.

MATERIAL Y METODOS

Para la elaboracion este trabajo se ha realizado una revision bibliografica de articulos
cientificos obtenidos a través de bases de datos electronicas como PubMed,
ScienceDirect, IME y Google académico. Ademas, se han consultado publicaciones de
paginas web de Organismos Internacionales como la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) y de Organismos Oficiales como el Centers for Disease Control and Prevention
(CDC).

La busqueda se limit6 a los afios 1999-2019 y emplearon publicaciones de acceso libre
0 accesibles para el personal de la UCM. Por ultimo, se excluyeron aquellas fuentes que
no estuvieran escritas en inglés, francés o espafiol.

RESULTADOS Y DISCUSION
Pruebas de inmunodiagnostico directo: RDT

Las pruebas de inmunodiagndstico directo detectan directamente la presencia del
parasito mediante la captura de antigenos de este durante la infeccién.

Los test de diagnostico rapido detectan, mediante inmunocromatografia, antigenos
especificos de Plasmodium en la sangre de personas infectadas. Para ello se hace uso de
una tira de nitrocelulosa reactiva que contiene bandas de anticuerpos monoclonales
especificos!?. La presencia de antigenos en sangre da lugar a un cambio de coloracion
en las bandas, indicando asi un resultado positivo de la prueba.

La tira reactiva se encuentra en el interior de una carcasa de plastico que contiene tres
ventanas. La primera se emplea para afiadir la solucion tamponada, la segunda para
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afiadir la gota de sangre, que sera arrastrada a lo largo de la tira de nitrocelulosa gracias
al tampén y la tercera para observar los resultados de la prueba, apareciendo o no
coloracion en la banda de la muestra.

Square hole
(prblacl) Round hole

Results window \ (for buffer)
T 8D

'C’- control line

‘T’- test line

Figura 1: RDT cassette. How malaria RDTs work. World Health Organization WHO. 2018

La tira reactiva contiene una serie de anticuerpos monoclonales. En el extremo inicial de
la misma se encuentran anticuerpos libres marcados, que se uniran especificamente a los
antigenos que se tratan de identificar, dando lugar a complejos antigeno-anticuerpo
marcado. En la ventana de resultados existen dos bandas: una banda control y la banda
de la muestra. En la banda control se hallan fijados anticuerpos especificos, bien frente
al anticuerpo libre marcado o bien frente al complejo antigeno-anticuerpo marcado;
mientras que en la banda de la muestra se disponen, también fijados, anticuerpos
especificos Unicamente frente al complejo antigeno-anticuerpo marcado.

. - Linea de Linea
Solucion de lisis la muestra control
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; f "
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©%cCe™ e
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Figura 2: Fundamento de la inmunocromatografia. Campuzano-Zuluaga G, Blair-Trujillo S. Malaria: consideraciones
sobre su diagndstico. Medicina & Laboratorio 2010; 16: 311-354.



El test comienza cuando se dispone la gota de sangre y posteriormente la solucién
amortiguadora en el dispositivo. EI movimiento de la solucién tampdn por la superficie
de nitrocelulosa por efecto de capilaridad, transporta el complejo antigeno-anticuerpo
marcado a través de la tira reactiva®. Al llegar a las bandas, el complejo podra ser
capturado por los anticuerpos especificos presentes en ambas mostrando un cambio de
color.

La banda control captura, ademas, los anticuerpos marcados que han quedado libres. De
esta manera, siempre debe presentar coloracién al finalizar la prueba, aun no habiendo
antigenos de Plasmodium en sangre. Si esta banda no revela un cambio de color, esto es
indicativo de error y la prueba no puede considerarse valida.

La banda de la muestra, por tanto, solo indica un resultado positivo si existen en la
sangre los antigenos blanco que se procuran hallar, produciendo una linea coloreada
visible.

A pesar de ser técnicas sencillas, baratas y rapidas, las pruebas de inmunodiagndstico no
se utilizan como Unico método diagnostico debido a una alta incidencia de falsos
negativos, sobre todo en malaria no-falciparum.

Ademas, estos metodos son pobres en la informacion que proveen sobre gravedad y
prondstico; algunos no diferencian la especie de Plasmodium infectante y al ser técnicas
no cuantitativas, el grado de parasitemia continta siendo una incognita, por lo que
practicamente no se obtiene informacion relativa a la gravedad de la infeccion. Poseen
también una baja capacidad de discriminar parasitos viables de aquellos no viables, lo
que limita su uso para el seguimiento de los pacientes que han recibido tratamiento o
para el diagnostico de pacientes que han tomado medicacion?. Por todo ello, los RDT
son empleados Gnicamente como prueba inicial de cribado, lo cual es ratificado
posteriormente mediante microscopia.

La sensibilidad aportada por los RDT de la malaria depende de diversos factores, como
son la especie del parasito, el grado de parasitemia, el estado del dispositivo, la correcta
ejecucion de la prueba e interpretacion de los resultados obtenidos, la viabilidad de los
parasitos o la variacion en la estructura y expresion del antigeno?2.

En optimas condiciones, algunos test pueden alcanzar una sensibilidad similar a la que
se obtiene habitualmente con la microscopia (~100 parasitos/pl). La sensibilidad puede
diferir de un producto a otro, pero se recomienda unas cifras de >95% con >100
parasitos/pl en el caso de P. falciparum??,

Existen 3 principales dianas de los RDT: la proteina rica en histidina 2 de P.falciparum
(PfHRP-2) y dos enzimas de la via glucolitica del parésito, la lactato deshidrogenasa
(pLDH) vy la aldolasa.

PfHRP-2

La mayoria de estas pruebas de diagndstico rapido detectan la PfHRP-2, del inglés
Histidine Rich Protein de P. falciparum. Se trata de una proteina cuya composicion es
un 35% de histidina, 40% de alanina y 12% de aspartato, aunque estas cifras pueden
variar ligeramente. Presenta alto grado de estabilidad y se ha comprobado que existe
una correlacién positiva entre su concentracion en sangre y la biomasa del parasito. Se
han identificado tres proteinas ricas en histidina, siendo las mas relevantes para el
ambito diagnéstico la PFHRP-2 y PfHRP-3. La primera de ellas esta presente en todos
los glébulos rojos infectados, mientras que la segunda tiene en su secuencia regiones
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repetidas ricas en histidina que son reconocidas por los anticuerpos monoclonales de los
RDT destinados a detectar PfHRP-23, por lo que también son (tiles con ese fin.

La PfHRP-2 se encuentra en la vacuola digestiva o en el citoplasma del parasito y
cumple una funcion clave en el metabolismo de P. falciparum. Esta proteina facilita
activamente la polimerizacion del grupo hemo téxico, resultante de la degradacion de la
hemoglobina del hospedador, para formar un pigmento de la malaria, la hemozoina, que
ya no es toxica®.

Cabe destacar, ademas, que PfHRP-2 se expresa en gametocitos y todos los estadios
eritrociticos de P. falciparum®. La proteina se libera tras la ruptura de los esquizontes v,
por lo tanto, se encuentra en la sangre de los individuos infectados por estos parasitos.
De esta manera, aun cuando las formas secuestradas de P.falciparum no puedan hallarse
por microscopia, si podréa detectarse en sangre la presencia de PfHRP2 y con ello se
contribuird a establecer un diagndstico positivo.

Sin embargo, los dispositivos de inmunocromatografia que detectan la PfHRP-2
presentan una serie de limitaciones. En primer lugar, no son capaces de determinar
infecciones por otras especies de Plasmodium, lo cual limita las posibilidades de
diagndstico. En segundo lugar, los RDT que detectan PfHRP-2 no son Utiles para hacer
un seguimiento del tratamiento antimalarico. Esto es debido a la persistencia del
antigeno en la circulacion sanguinea periférica aun después de la eliminacion del
parésito, pudiendo dar lugar a falsos positivos®.

Otro problema mas llamativo es el hecho de que existen, a lo largo de todo el planeta,
cepas de P. falciparum que expresan variaciones genéticas en la secuencia de
aminodacidos de la proteina. A partir del afio 2000, diversas investigaciones revelaron
diferencias significativas en las secuencias de PfHRP-2 y PfHRP-3.

Un estudio en concreto busco variaciones genéticas en la proteina rica en histidina en 75
aislamientos de P. falciparum de 19 paises. Cuando se tradujo en secuencias de
aminoacidos, PfHRP2 consistid en numeros variables de repeticiones de 9, 6 y 3
aminodacidos. Se identificaron un total de 14 repeticiones de aminoacidos diferentes a
partir de las secuencias de PfHRP-2. La composicion, el nimero y el orden de los tipos
de repeticion en PFHRP2 diferian entre los parasitos individuales.

Se detectaron 56 secuencias Unicas de PfHRP2; 43 se vieron solo una vez, mientras que
las 13 secuencias restantes se vieron en mas de un parasito aislado. Nueve de estas 13
secuencias compartidas fueron compartidas por aislamientos del mismo pais, mientras
que 4 fueron compartidas por aislamientos de diferentes paises.

Todas las distintas secuencias de PFHRP2 comenzaron con la repeticion de tipo 1
(AHHAHHVVAD) y terminaron con la repeticion de tipo 12 (AHHAAAHHEAATH).
Un motivo de repeticion relativamente conservado de los tipos 7, 8, 2 y 7 descritos en
este estudio estaba presente en la region central de la secuencia en el 87,8% (65/74) de
los aislamientos secuenciados. De los 9 aislamientos que no tenian este motivo, 7
(9,5%) carecian solo de la primera o Gltima repeticion de tipo 7*'.

Otro reciente estudio con los mismos objetivos se llevo a cabo en Kenia empleando 244
aislamientos. La diversidad de PfHRP2 y PfHRP3 se describié en funcién de la
frecuencia, la aparicion y la organizacion de los tipos de repeticiones de aminoacidos en
las proteinas ricas en histidina. En esta investigacion se observd un patrén de
distribucién unico de repeticiones de aminoacidos tanto en PfHRP-2 como en PfHRP3.
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Se identificaron 228 y 124 diferentes secuencias de aminoécidos de PfHRP-2 y 3,
respectivamente. De estas, 214 (94%) secuencias de PfHRP-2 y 81 (65%) de PfHRP-3
estaban presentes solo una vez. Se identificaron treinta y nueve nuevos PfHRP2 y 20
nuevos tipos de repeticiones de aminoéacidos de PfHRP-3. Ademas, se comprobo que
estructuralmente PFHRP-3 poseia menor grado de variabilidad genética que PFHRP-218,

Por tanto, la existencia de variabilidad genética en las proteinas ricas en histidina puede
dar lugar a falsos negativos en los resultados del diagnéstico con PfHRP-2 RDT.

Se han encontrado, también, casos aislados de poblaciones de parasitos que incluso no
producen esta proteina 0 no lo hacen en concentraciones detectables, imposibilitando el
diagnostico. Este descubrimiento fue el resultado de un estudio en la selva amazénica de
Per(, que reveld la ausencia de los genes PfHRP-2 y 3 en los parasitos de esa zona
geogréafica concretal®. Otro ejemplo de ello surgié tras otro estudio una region de la
India, que también detecto la ausencia de dicha proteina en los parasitos.

Uno de los articulos mas recientes acerca de este hecho trata una investigacion llevada a
cabo en Honduras, Nicaragua y Guatemala con un total de 158 muestras de sangre
infectada por P. falciparum?:.

El 25,8% de los aislamientos no presentaban la region de codificacion parcial entre el
exon 1y 2 (intron 1) de PfHRP-2 y el 91,4% de los aislamientos carecia de la region
homologa de PfHRP-3. Los parasitos de los tres paises mostraron deleciones de una o
ambas regiones genéticas que codifican para estas proteinas.

La mayor proporcion de deleciones del exon 1-2 en PfHRP-2 se encontré en Nicaragua
(30.9%), mientras que los aislamientos de Guatemala revelaron el nimero mas bajo de
deleciones (14.3%). Los parasitos recolectados en Honduras mostraron la mayor
proporcion de la eliminacion del exon 1-2 en PfHRP-3 (96.2%). Un resultado relevante
fue el hallazgo de 27 (21%) aislamientos doble negativos (PfHRP-2 negativo y PfHRP-
3 negativo). La mayoria de los parasitos doble negativos se detectaron en Honduras
13/52 (25%), seguidos de Nicaragua 11/55 (20%) y Guatemala 3/21 (14.3%)%.

Estos resultados indican la necesidad de emplear microscopia 0 RDT que detecten
antigenos distintos.

Ademas, se ha determinado que la sensibilidad de los PfHRP-2 RDT se ve influenciada
por la presencia 0 no de factor reumatoide, ya que parecen originar una reaccion
cruzada?. Existen estudios que han probado como pacientes con factor reumatoide pero
no enfermos de malaria daban positivo en estos RDT. Sin embargo, cuando el factor
reumatoide era absorbido y se repetia la prueba, el resultado era negativo??. Algunos
autores sugieren que este hecho esta relacionado con el tipo de anticuerpo utilizado en la
RDT. De esta manera, existe reaccion cruzada y falso positivo si se emplea IgG, pero
esto no ocurre si se emplea IgM, que no se une al factor reumatoide?.

Por ultimo, es relevante comentar la relacion entre la deteccion de Pf-HRP-2 y el efecto
prozona. El efecto prozona consiste en la obtencién de falsos negativos en pruebas
inmunoldgicas, debido a un exceso de antigenos o anticuerpos. En el caso de los RDT
detectores de PfHRP-2, estudios han confirmado que unas parasitemias elevadas de
P.falciparum pueden causar el mencionado efecto dando lugar a falsos negativos?.
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A pesar de estos inconvenientes, la deteccion de HRP-2 es el método mas comun de los
RDT, ya que Plasmodium falciparum es la especie méas letal y es la Unica especie
significativa en grandes partes de Africa®>. Ademas, los métodos basados en deteccion
de HRP-2 tienen una sensibilidad entre 77% y 100%, y una especificidad entre 83% y
93% con parasitemias >100 parasitos/uL, por lo que en muchos casos es un método
comparable a la microscopia para diagnosticar malaria por P. falciparum?.

Otros datos obtenidos acerca de la calidad diagnostica de los PfHRP-2 RDT son los
presentados en un estudio hecho en Nigeria. En él, se compararon los resultados del
RDT detector de PfHRP-2 con los resultados de microscopia llevada a cabo por
expertos. Las muestras de sangre empleadas para el estudio pertenecian a 295 nifios con
sintomas febriles, menores de 5 afios. De entre todas las muestras de sangre, el 11.9%
(35/295) dio positivo con RDT en comparacion con el 10.5% (31/295) por microscopia.
Las cifras de sensibilidad y especificidad,) fueron del 100% y 98,5%, respectivamente.
La sensibilidad a la RDT no se vio afectada por la temporada de transmision, la
densidad del parasito en sangre (parasitemia) y la edad. La especificidad disminuy6
ligeramente durante la temporada de alta transmision (97.5%). En general, el
rendimiento de esta prueba RDT se considero altamente satisfactorio?®.

Gracias a esto, se puede emplear como técnica Unica en aquellos paises endémicos con
menos recursos economicos, ya que en ellos predominan las infecciones por
P.falciparum. Asi, aunque no se disponga ni del material necesario ni del personal
experto requerido para la microscopia, los RDT pueden servir para confirmar aquellos
casos con previa sospecha clinica e iniciar el tratamiento antimalarico cuanto antes.

Por ultimo, es relevante mencionar que la estimacion cuantitativa de PfFHRP-2 puede ser
de interés como indicador de parasitemia. Dos importantes estudios se han desarrollado
con relacion a esta hipotesis. Cantidades variables de eritrocitos infectados que
contienen trofozoitos maduros y esquizontes quedan atrapados en la microcirculacion
cerebral y, por el momento, no ha sido posible medir estas cantidades in vivo. Por tanto,
las formas maduras de P.falciparum en los globulos rojos pueden estar
subrepresentados en muestras de sangre de pacientes con paludismo falciparum. Como
todos los parasitos excretan PfHRP-2, se ha cuantificado la produccion y la liberacion
de esta proteina en las distintas etapas del ciclo vital de Plasmodium. De esta manera, se
puede tratar de predecir la biomasa secuestrada, asi como el grado de parasitemia de
cada individuo.

En la primera de las investigaciones se estudiaron cuatro aislamientos de P.falciparum
procedentes del Sudeste Asiatico. En ellos, el contenido medio de PfHRP2 (rango) fue
de 2.0 fg (0.5-4.3 fg) para un eritrocito infectado en etapa de anillo joven y 5.4 fg (2.1-
10.2 fg) para la etapa de esquizontes. La cantidad de PfHRP2 en los eritrocitos
parasitados aumenté mas durante el desarrollo hasta la etapa de trofozoito maduro. La
cantidad mediana (rango) de PfHRP2 secretada por parasito por cada ciclo eritrocitico
completo fue de 5.2 fg (1.1-13.0 fg). Una mediana del 89% del total de PfHRP2 se
excreta en el momento de la ruptura de los esquizontes.

Por tanto, esta evaluacion de la liberacién de PfTHRP2 dependiente de la etapa puede ser
un requisito previo esencial para futuros estudios destinados a estimar la masa total de
parasitos del paciente a partir de la concentracion de PfFHRP2 en sangre?’.
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El segundo estudio tuvo un tamafio de muestra mayor: 337 pacientes adultos con
malaria falciparum en distintos estadios de gravedad de un hospital de Tailandia. En él
se midieron las concentraciones plasméaticas de PfHRP-2, utilizando un ensayo
inmunoabsorbente (ELISA directo) cuantitativo para la captura de antigeno. El
mecanismo de estos kits estd basado en anticuerpos monoclonales especificos para P.
falciparum y detectan el antigeno PfHRP-2 producido por el parasito.

Las estimaciones de la carga total de parasitos derivada de las concentraciones
plasméticas de PfHRP-2 estuvieron dentro del rango esperado y se correlacionaron bien
con la gravedad de la enfermedad.

El estudio demostrd que el nimero calculado de paréasitos secuestrados aumento con la
gravedad de la enfermedad y fue mayor en pacientes con estadios de desarrollo tardios
de P. falciparum presentes en frotis de sangre. Por otro lado, en pacientes con malaria
no complicada, las etapas circulantes estaban representadas en exceso, lo que sugiere
que la esquizogonia y la reacciéon del hospedador a la misma probablemente precipiten
el ingreso hospitalario. Esto también es apoyado por el predominio de parésitos de la
etapa de anillo joven que se observa comiunmente en los frotis de sangre de hospital de
admision.

Al igual que en el caso anterior, los investigadores afirman que cuantificar las
concentraciones de PfHRP-2 puede ser util como una herramienta de investigacion para
estratificar a los pacientes por su carga parasitariaZ®.

pLDH
El segundo prototipo importante de prueba de deteccion rapida se basa en la deteccion
de la enzima lactato deshidrogenasa de Plasmodium (pLDH). La LDH es esencial en la
produccién de energia, ya que es la Gltima enzima en la via glucolitica del parasito.
Debido a que ni en el plasmodio ni en el glébulo rojo existe un ciclo del &cido citrico
completo que aporte ATP mitocondrial, el metabolismo anaerdbico de la glucosa en el
que interviene la LDH es crucial para obtener energia®®. Esta enzima es soluble y se
produce tanto en la etapa sexual como en la asexual de los parésitos, incluidos los
gametocitos maduros de las cinco especies humanas de Plasmodium?3,

Todas las secuencias de LDH malarica comparten epitopos comunes, por lo que el
empleo de RDT que detecten pLDH, utilizando anticuerpos monoclonales especificos
para estos epitopos, son capaces de detectar todas las especies de Plasmodium que
afectan al ser humano®. Esto representa un avance respecto a los RDT que
manifestaban la presencia de PfHRP-2 ya que, de esta manera, el espectro diagndstico
es mucho mas amplio y disminuyen los falsos negativos por malaria no-falciparum.
Ademas, estos RDT también pueden detectar infecciones mixtas en sangre circulante,
siendo la mas comdn la producida entre P.falciparum y P.vivax.

Es relevante destacar que existen suficientes diferencias entre las secuencias de
aminodacidos de la LDH de P. falciparum y de P. vivax, por lo que se pueden preparar
anticuerpos monoclonales frente al epitopo especifico de cada especie®. Asi se crean
RDT especificas para diferenciar las enzimas de ambas especies, PfLDH y PvVLDH,
respectivamente. También existen muchos RDT que combinan la deteccion de la LDH
presente en todos los plasmodios con la PfHRP-2 o la aldolasa.

Como principal inconveniente, los tests de diagnostico rapido detectores de pLDH

parecen funcionar peor cuando el grado de parasitemia es bajo. Diversos estudios han
demostrado una correlacion positiva entre los niveles de pLDH vy la parasitemia, lo cual
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afecta directamente a la calidad de la prueba®®. Un ejemplo de ello es la comparacion
que se llevo a cabo en Mozambique entre los resultados que ofrecian dos tipos de RDT:
una detectora de pLDH y otra de PfHRP-2. La primera de ellas mostraba una
especificidad del 88,3% y una sensibilidad del 88%; sin embargo, la sensibilidad
disminuia al 45,7% cuando se detectaban menos de 1000 parasitos/ul. En cambio, la
RDT asociada a PfHRP-2 obtuvo una especificidad del 94% y una sensibilidad del
70,9%, pero solo caia al 69,9% cuando disminuia al mismo nivel el grado de
parasitemia®2.

Por otro lado, los RDT detectores de pLDH presentan numerosas ventajas. Al contrario
que los que detectan PfHRP-2, la enzima lactato deshidrogenasa no persiste en la sangre
una vez los parasitos han sido eliminados®®. Esto puede ser de utilidad clinica para el
seguimiento de pacientes en tratamiento antimalarico o que ya lo hayan finalizado. De
esta manera, como su deteccion es proporcional a la parasitemia, realizar estos RDT
ayuda a monitorizar las respuestas del paréasito al tratamiento y a predecir fallos en el
mismo®:,

Ademas, en contraposicion a los PfHRP-2 RDT, la secuencia aminoacidica de la enzima
pLDH no sufre variaciones® y siempre esta presente, lo cual hace que estos RDT no
resulten en falsos negativos. Comparandolo de nuevo con los PfHRP-2 RDT,
encontramos que en los tests detectores de lactato deshidrogenasa no tiene lugar el
efecto prozona y, por tanto, tampoco se obtienen falsos negativos por esta via?,

En cambio, los falsos positivos si pueden aumentar, ya que la pLDH es expresada
también por los gametocitos maduros, que no causan enfermedad. Los antimalaricos no
siempre consiguen la eliminacién de estos gametocitos, por lo que podrian obtenerse
resultados de falso positivo en caso de que estuvieran presentes en la sangre.

Aldolasa

El tercer y Gltimo prototipo de prueba de diagnostico rapido es el que detecta la enzima
aldolasa. Se trata de una enzima glucolitica que se encuentra en humerosos tejidos en el
hospedador y en el parasito de la malaria, donde cataliza la formacion de fosfato de
dihidroxiacetona y fosfato de gliceraldehido-3 a partir de la fructosa 1,6-bisfosfato?3, La
aldolasa de P.falciparum comparte un 61-68% de su secuencia con las aldolasas
eucariotas y las secuencias de aminoacidos de las distintas especies de Plasmodium han
demostrado estar bien conservadas®.

Existen pocas investigaciones acerca de RDT que detecten Gnicamente aldolasa y cuyos
resultados sean posteriormente comparados con las pruebas basadas en hallar PfHRP2 y
pLDH. En su lugar, los RDT que detectan aldolasa suelen ser tests combinados que
presentan a la vez anticuerpos anti-aldolasa y anti-Pf-HRP-2 o pLDH. Se liberan bajas
concentraciones de aldolasa del parasito y, por lo tanto, es probable que el nivel de
sensibilidad de las RDT basados en aldolasa dependa, como ocurria con los pasados en
pLDH, del grado de parasitemia®.

EI RDT que detecta de manera conjunta PfHRP-2 y aldolasa ha sido utilizado para tratar
de diagnosticar malaria falciparum y no-falciparum, pero no ha obtenido buenos
resultados en el segundo de los casos®®. Ejemplo de ello es un estudio con personas que
habian viajado a areas endémicas que consiguié una sensibilidad del 100% y 48,1%
para PfHRP-2 y aldolasa, respectivamente, al identificar P.falciparum. Ademas, se
observé gue la sensibilidad para la aldolasa de P.falciparum aumentaba hasta un 80% si
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la parasitemia era elevada (40.000 parasitos/pl), lo que parece confirmar la hipotesis
antes mencionada. Sin embargo, a la hora de detectar la aldolasa de P.vivax, la
sensibilidad era de 37,5% y para P.ovale o P.malariae, la aldolasa ni siquiera pudo
detectarse®®.

Otro estudio algo méas esperanzador que empleaba un RDT basado en aldolasa y
PfHRP-2 fue llevado a cabo en Etiopia. En él, se revel6 una sensibilidad del 85% y una
especificidad del 92% para P.falciparum y P.vivax, respectivamente. Una vez mas, se
puso de manifiesto como la sensibilidad a la aldolasa de P.vivax caia a un 66,7% si las
parasitemias eran inferiores a 500 plasmodios/ul®’.

Si bien los RDT basados en aldolasa no parecen haber tenido el mejor resultado en los
estudios mencionados anteriormente, la aldolasa sigue siendo un antigeno que merece la
pena considerar y que se debe seguir investigando como diana diagnostica®®.

Characteristic HRP2 pLDH Aldolase
Species detected P. falciparum only P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. falciparum, P. vivax
P. malariae
Persistence after parasite clearance (days) >28 <10 <10
Genetic variation Yes None to date None to date*
Repeat epitopes Yes None None
Sensitivity for P. falciparum (%) 95 93.2% 48-80%
Sensitivity for P. vivax 2000 parasites pl ' (%) Not present 78.9-98.8% 15-83%
Specificity (%) 95.2§ 98.5§ 1]
Monitor parasite clearance No Yes Potential
Monitor drug efficacy No Yes Potential
Prozone effect Yes No No
Predict progression to severe malaria# Potential Not tested Not tested
Diagnose severe malaria# Potential Not tested Not tested

Figura 3: Caracteristicas principales de los actuales RDT. Mouatcho J, Goldring J. Malaria rapid diagnostic tests:
challenges and prospects. Journal of Medical Microbiology. 2013; 62(10):1491-1505.

Comparacioén RDT y microscopia

Siendo la microscopia la indudable mejor alternativa diagnostica en escenarios clinicos,
se debe considerar los RDT como valiosa segunda opcion, o incluso primera en las
zonas endémicas con menos recursos. La capacidad de poder discernir la especie de
Plasmodium, ademas de poder cuantificar el grado de parasitemia hacen de la
microscopia el método mas eficaz. Sin embargo, la sencillez y rapidez de los RDT
distan bastante de este estandar de oro: en tan solo unos minutos, un personal con un
entrenamiento basico puede depositar la gota de sangre del paciente en el dispositivo y
efectuar su diagnostico.

En cambio, para llevar a cabo técnicas microscopicas se precisa de equipos complejos,
electricidad y de personal cualificado, lo cual no siempre es facil en paises endémicos
del tercer mundo. Ademas, los RDT son pruebas muy estables, y su funcionamiento no
se ve afectado por condiciones de temperatura 0 humedad altas, como ocurre en los
tropicos.

En los ultimos 10 afios el uso de RDTs para el diagndstico de la malaria ha
experimentado un crecimiento exponencial en el sur de Africa®y otras muchas regiones.
Concretamente en el afio 2017, este método ya se usaba tres veces mas que la
microscopia®. Esto pone de manifiesto la relevancia que estan tomando las pruebas de
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diagnostico rapido en los paises con mayor incidencia de malaria y menos medios
econdmicos a su alcance.

Microscopia (Frotis de sangre) Prueba rapida

Requisitos Equipo Microscopio Ninguno
Electricidad Preferiblemente, no necesaria Ninguno
Suministro Recoleccién de muestras, tintes, agua Todos los suministros incluidos en el kit
Entrenamiento Microscopista bien entrenado Se necesita s6lo un entrenamiento minimo
Desempeiio Duracién de la prueba Minimo una hora 15 minutos
Intensidad laboral Alta Baja
Especifica- Detect. todas las especies Si Si

Ciones técnicas
Cuantificacion Posible No es posible

Figura 4: Comparacion entre microscopia y RDTs. Una forma rdpida, precisa de Diagndstico de Malaria. Standard
Diagnostics, INC.
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Figura 5: Pacientes de malaria examinados empleando RDTs y microscopia en Africa Subsahariana; porcentaje de
casos sospechosos comprobados en establecimientos sanitarios. World Health Organization (WHO). World Malaria
Report, 2018

Number of pafients exarnined
inthe public health sector (million)

Percentage of suspected cases tested

Un altimo detalle a tener en cuenta es el coste de ambos tipos de técnicas. UNICEF
afirma que el precio medio de un RDT descendié de 0,60 ddlares en 2011 a 0,44 dolares
en 2015, de manera que se estan volviendo cada vez mas asequibles®®.

Aunque el desembolso en microscopios y demas instalaciones y personal cualificado
puede ser elevado en un principio, la calidad de los mismos puede mantenerse a lo largo
de muchos afios. Esto implica que la relacion nimero de diagndsticos certeros-coste, es
mayor que en el caso de los RDT.
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Sin embargo, hay estudios que afirman que, aunque los RDT traigan consigo un
diagnostico mas caro, pueden acarrear una disminucion de los gastos para tratamientos.
Esto es debido a que un diagndstico rapido y eficaz mediante RDT puede hacer que se
comience con la medicacion adecuada para ese paciente cuanto antes, evitandose
tratamientos desacertados y la sobremedicacion de la poblacion, que puede favorecer la
aparicion de cepas resistentes®.

PCR

La deteccion por medio de PCR tiene la mayor especificidad y sensibilidad para el
diagndstico parasitolégico de malaria. EI método consiste en la amplificacion de
segmentos conocidos y especificos de cada Plasmodium, dependiendo de los primers
utilizados. EI método de PCR en tiempo real es rapido (<2 horas) pero es mucho mas
costoso y complejo de hacer que una gota gruesa. Ademas, la PCR permite la
identificacion de cepas de Plasmodium con polimorfismos genéticos asociados a
resistencia a antimalaricos, y la realizacién de la prueba en muestras almacenas por
varias semanas, permitiendo asi el envio a laboratorios especializados?. A pesar de que
es una técnica muy empleada en investigacion, su elevado costo, requerimientos de
estandarizacion, tiempo de ejecucion y personal entrenado hacen que su uso sea muy
reducido en escenarios clinicos.

La PCR podria tener uso clinico en situaciones muy particulares, como en el
diagnostico en pacientes con sospecha de malaria y multiples gotas gruesas negativas,
(por ejemplo, pacientes con parasitemias submicroscopicas); en la confirmacion de
especie de Plasmodium; en la sospecha de malaria mixta por fallo terapéutica
(cubrimiento incompleto de quimioterapia); y, en el monitoreo de la respuesta al
tratamiento (por ejemplo, en aéreas con resistencia conocida a maltiples antimalaricos)?.
El Unico método que en la actualidad permite detectar con exactitud la presencia de
malaria mixta es la PCR, dificil de implementar en la practica clinica rutinaria®.

Pruebas de inmunodiagnostico indirecto

Los metodos de diagndstico indirecto detectan fundamentalmente anticuerpos que se
producen en respuesta al estimulo antigénico durante la infeccién de Plasmodium y su
desarrollo bioldgico en el hospedador vertebrado*. Esta respuesta inmune hace posible
el inmunodiagndstico. Los metodos serolégicos basados en este fundamento son la
inmunofluorescencia indirecta (IF1) y la prueba de ELISA indirecta.

Debido al tiempo requerido para el desarrollo de anticuerpos y también a la persistencia
de los anticuerpos, las pruebas seroldgicas no son Utiles para el diagnostico de rutina de
la malaria. Sin embargo, la deteccion de anticuerpos puede ser practica para:

- Examinar a los donantes de sangre que participan en casos de malaria inducida por
transfusion cuando la parasitemia del donante puede estar por debajo del nivel
detectable del examen microscdpico de sangre.

- Examinar a un paciente, generalmente de un area endémica, que ha tenido infecciones
cronicas de malaria para una afeccion conocida como sindrome de esplenomegalia
tropical.
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- Examinar a un paciente que ha sido tratado recientemente por malaria, pero en el que
se cuestiona el diagndstico*.

Su interés en la practica clinica, por tanto, es bastante limitado y sus cifras de
sensibilidad no son lo suficientemente elevadas como para considerarlas métodos
diagnosticos eficaces?®.

IFI

Esta prueba se considera de referencia en el serodiagnostico y seroepidemiologia de la
malaria y sirve para detectar anticuerpos en los sueros, determinar los titulos de éstos y
seguir el curso de su produccion.

Las pruebas de especies especificas estan disponibles para tres de las especies que
afectan a humanos: P. falciparum, P. vivax y P. malariae. Los antigenos de P. ovale no
siempre estan disponibles y, por lo tanto, las pruebas de anticuerpos no se realizan de
manera rutinaria. Las reacciones cruzadas ocurren a menudo entre las especies de
Plasmodium y Babesia*.

Para llevar a cabo esta técnica se necesitan antigenos de Plasmodium, que se obtienen
de cultivos continuos o sangre de personas que tienen una infeccion primaria activa.
Estos antigenos son fijados en laminas portaobjetos sobre las que se agrega el suero del
paciente. Este suero contiene anticuerpos contra el agente etiolégico (anticuerpo
primario) que se uniran al antigeno. Esta union se podrad visualizar mediante un
microscopio de fluorescencia utilizando una anti-inmunoglobulina humana marcada con
fluoresceina (anticuerpo secundario)*’. Cuando se examina el portaobjetos con un
microscopio de fluorescencia, si los parasitos emiten fluorescencia de un color verde
manzana, se ha producido una reaccion positiva®*!. Por inmunofluorescencia se pueden
determinar anticuerpos IgM e IgG®.

La inmunofluorescencia es especialmente Util en zonas endémicas de malaria. Gracias a
esta técnica es posible para medir el grado de la endemicidad, verificar la presencia o
ausencia de infecciones por malaria, delimitar zonas malaricas, detectar cambios
estacionales de transmision y evaluar actividades antimalaricas*®. Ademas, también
puede emplearse para seleccionar donantes de sangre en zonas no endémicas de malaria.

Es importante mencionar que los antigenos homologos detectan titulos de anticuerpos
en niveles méas elevados que los antigenos heterdlogos y ademas proveen informacion
retrospectiva sobre la poblacion.

Las laminas de inmunofluorescencia que contienen la suspension antigénica se pueden
preservar, sin perdida de la actividad inmunoldgica, con un agente desecador por
tiempos prolongados a temperatura ambiente. Rutinariamente, las laminas procesadas
para observacion fluorescente deben ser examinadas al término de la ejecucion de la
técnica. La reaccion fluorescente debe observarse sélo en el suero control positivo en
presencia del antigeno y en los sueros a ensayar que también resulten positivos. Como
titulo del suero se considera la mayor dilucion que presente fluorescencia. El suero es
negativo cuando no hay fluorescencia“.

Cabe destacar que la probabilidad de tener reacciones cruzadas es menor al de otros
ensayos como ELISA. Ademas, su sensibilidad es de 80% y su especificidad de 99%?2.
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La principal limitacion para llevar a cabo este ensayo es la disponibilidad de equipos
especializados como microscopios de epifluorescencia e incubadora de CO2 para
cultivo de cepas de P. falciparum, con objeto de cultivar antigenos parasitarios para
preparacion de las laminas*.

ELISA INDIRECTO

Se trata de una técnica de inmunoensayo en la cual al antigeno de Plasmodium fijado al
soporte se unen los anticuerpos especificos que se encuentran en el suero del paciente.
A este primer inmunocomplejo se unen anti-anticuerpos marcados con una enzima,
generandose un producto detectable. Los inmunoensayos enzimaticos también se han
empleado como una herramienta para evaluar a los donantes de sangre, pero tienen una
sensibilidad limitada. Esto se debe a que solo se puede emplear el antigeno de
Plasmodium falciparum en lugar de los antigenos de varias especies*.

La cantidad de enzima enlazada indica la cantidad de anticuerpos en el suero y puede
ser medida por la degradacion de su sustrato. No obstante, debe tenerse en cuenta que su
correlacion con los ensayos in vivo se afecta cuando la concentracion de anticuerpos es
baja, ya que el ELISA indirecto tiende a sobrestimar los sueros de bajos titulos. Esto se
debe probablemente a la presencia de inmunoglobulinas inespecificas o anticuerpos de
baja afinidad*?.

Este método es el de eleccion para detectar anticuerpos de clase 1gG o IgA. Los ensayos
indirectos presentan una alta detectabilidad que depende de la densidad de epitopos de
relevancia diagndstica presentes en la fase slida*?.

El método de ELISA indirecto tiene una incidencia relativamente alta de reacciones
cruzadas y su sensibilidad es notablemente inferior a la de los ensayos hechos con IFI.
Por tanto, es una técnica de tercera linea para el diagnostico de la malaria.

CONCLUSIONES

La malaria o paludismo es una de las enfermedades parasitarias con mayor nivel de
morbilidad y mortalidad en todo el mundo. Con el fin de evitar complicaciones clinicas
y de reducir el namero de fallecimientos, es necesario dar con el tratamiento mas
adecuado lo antes posible. Por esta razén cobra un papel primordial el llevar a cabo un
diagndstico certero de manera rapida, segura y eficaz.

A pesar de que la microscopia es la técnica diagnostica idonea, la realidad es que en areas
endémicas raramente se dispone de las instalaciones, material y personal requerido para
poder llevarla a cabo. De manera similar, la técnica de PCR precisa de una instrumentacion
y de un equipo de especialistas dificiles de conseguir en los paises con menos recursos
economicos.

En estas situaciones son especialmente Utiles los RDT, pruebas diagnosticas basadas en la
inmunocromatografia que detectan antigenos de Plasmodium en la sangre del paciente. El
RDT mas empleado actualmente es el detector de la proteina PFHRP-2. A pesar de sus
ventajas, como la capacidad de diagnosticar malaria falciparum de manera sencilla y en tan
solo unos minutos, tiene como inconveniente que la sensibilidad de la prueba puede verse
afectada por diversos factores. Entre ellos destacan la variabilidad o delecion de los genes
que codifican para la proteina, las reacciones cruzadas por la presencia del factor
reumatoide o el fenémeno prozona.
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Como tercera linea diagnoéstica se encuentran las pruebas serologicas (IFI y ELISA
indirecto), que detectan anticuerpos en el suero del paciente sintetizados como respuesta a
la presencia de antigenos de Plasmodium. Sus valores de sensibilidad y especificidad son
muy inferiores a los demas métodos.

Por todo ello es necesario continuar investigando nuevos y mejorados métodos de
diagndstico con el fin de conseguir una técnica asequible, rapida y efectiva. Un estudio en
profundidad de posibles nuevas dianas para RDT podria transformar a esta técnica en el
método de referencia, dejando atrés la microscopia.
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