Malaria: revision de Métodos Diagnosticos
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Este articulo, presentado por Centros
Médicos Dr. Stamboulian, habla de la
situacién epidemiolégica mundial, ciclo
bioldgico y patologia de la enfermedad
transmitida por el mosquito anofeles. Se
destacan en la nota, las distintas opciones
de diagndstico clinico de laboratorio que
ofrece el mercado para una rapida y
correctadeterminacion.
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Introduccién

La Malaria es la infeccion
parasitaria mas importante que causa
enfermedad en humanos. Es causada por
una o mas de las cuatro especies de
Plasmodium: P. falciparum, P. vivax, P. ovale
y P. malariae. La infeccion es transmitida a
los humanos por la picadura del mosquito
hembra del género Anopheles (Figura 1). La
mayoria de los casos se da en paises
endémicos. Sin embargo, también ha sido

reportado un aumento de casos importa-
dos, probablemente como resultado de un
aumento de viajes turisticos a zonas
tropicales con alto riesgo de transmision de
malaria.
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Figura1: mosquito Anophelessp

Situacion actual

Es el mayor problema de salud
publica internacional causando 350 a 500
millones de infecciones en el mundo v,
aproximadamente, un millén de muertes
anuales. E194% de las muertes son en Africa
sub-sahariana, la mayoria en nifios (Figura
2).
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Figura2: nifios africanos
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La transmision abarca grandes
areas de América Central y de América del
Sur, Africa, este de Europay Pacifico Sur.

En nuestro pais, la problemética
esta vinculada a las corrientes migratorias
internacionales del limite fronterizo de
Bolivia, con las provincias de Salta y Jujuy, y
de Paraguay, con Misiones y Corrientes
(Figura3).
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Figura 3: distribucién mundial de la Malaria
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Ciclobiologico

Es similar para las cuatro especies de
plasmodios que infectan al hombre.
Comparte dos hospedadores:

- mosquitos del género Anopheles, en los
cuales los parésitos efecttan el ciclo
sexuado o esporogonia

- huésped humano, en donde se efectla la
multiplicacién asexuada o esquizogonia,
con dos fases: la primera, que ocurre en los
hepatocitos (exoeritrocitica) y la segunda,
enloseritrocitos (eritrocitica) (Figura 4).
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Wiener lab. presenta el nuevo contador hema-
tologico Wiener lab. Counter 19, y su ver-
sion para tubos perforables 19 CP.

Quienes nunca tuvieron un contador hema-
tolégico notaran que silencioso es el laboratorio sin
el zumbido de la microcentrifuga, y que descansada
esta la vista sin el abuso del microscopio.

Por supuesto, emplearan
hemograma!

s6lo un minuto por

WIENER LABORATORIOS S.A.lL.C.
Riobamba 2944, S2003GSD Rosario, Argentina - Tel.: (54 341) 4329191/6

Los que tenian un contador del siglo pasado, descu-
briran una pantalla color de 25 cm, teclado
externo, interface con LIS, lector de cédigo de
barras, completos programas de Control de Calidad
y posibilidad de almacenar hasta 35.000 resultados.

Todos dispondran de reactivos originales y la mas
completa red de distribucion y soporte técnico
de toda Latinoamérica.

Definitivamente...
Contar es simple!

Wiener lab
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Moreno 1850, 2° piso, C1094ABB Buenos Aires, Argentina - Tel.: (54 11) 43754151/54

E-mail: marketing@wiener-lab.com.ar - www.wiener-lab.com.ar
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Figura4: ciclo biolégico de la Malaria

A:Enel huésped vertebrado
B:Enel huésped invertebrado
1: Esporozoitos infectantes
2,3y 4: Esquizonte exoeritrocitico
5: Merozoitos exoeritrocitico
6: Trofozoito

7y 8: Esquizonte eritrocitico
9: Merozoitos eritrociticos
10y 11: Gametocitos

12y 13: gametos

14: Ooquineto

15: Ooquiste

16: Esporozoitos

Cuando el mosquito pica a una
persona infectada, los parasitos se
multiplican sexualmente en el tubo
digestivo y migran a las glandulas salivales;
cuando el mosquito inocula los parasitos en
un nuevo huésped, ellos colonizan primero
el higado, donde tienen varios ciclos de
multiplicacién asexuada, y de donde salen
como parainvadir los glébulos rojos. Dentro
de los eritrocitos, los parasitos se
reproducen en forma asexuada, esta
multiplicacion es responsable de los
sintomas. Algunos parésitos, dentro de los
glébulos rojos, se transforman en
gametocitos, que son las formas sexuadas

de Plasmodium. Cuando el mosquito
Anopheles ingiere la sangre infectada, los
gametocitos se diferencian en su intestino y
reinician, por reproduccion sexuada, el ciclo
bioldgico.

Patologia

Basada principalmente en los
cambios de los eritrocitos. La fiebre es el
primer sintoma, es ciclica, producto de la
destruccion de los glébulos rojos
infectados. Puede llegar facilmente a 41°C,
con escalofrios. Algunas horas mas tarde, la
fiebre cae y cesan los escalofrios. Entre dos
y cuatro dias mas tarde (depende de la
especie de Plasmodium), el ciclo se repite.
La forma grave de la malaria se da
principalmente por P. falciparum. Los
glébulos rojos infectados por este parasito,
se tornan adhesivos y se pegan en las
paredes de los vasos capilares, entre otros,
los del cerebro.

Importancia de un diagnostico certero y
rapido

En casos de malaria grave debe
darse un diagnostico dentro de las 24 horas
del comienzo de los sintomas para prevenir
lamuerte del paciente.

En zonas no endémicas de nuestro
paishaaumentado lanecesidad de hacer un
diagndstico para malaria debido a lallegada
de viajeros argentinos y extranjeros
procedentes de zonas tropicales con alto
riesgo de transmision de malaria.

Se estiman 30.000 casos de malaria
en viajeros anuales. El 95% de los casos
aparece dentro de los 30 dias de regresado
delviaje.

Es por eso que hacemos una
revision de los métodos de diagndstico
disponibles.

Microscopia 6ptica convencional (MOC)

La observacion de un microscopista
experto de preparaciones hematicas
continda siendo el método de referencia
paralaidentificacién de plasmodios.

Elestudio consiste en:

- Coleccion de sangre por puncion digital

- Preparacion de gota gruesa y extendido
hematico (Figura5)

- Coloracion de los preparados sanguineos
(Giemsa 20%)

- Examen microscopico a 1000X (Figuras 6y
7)
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Figura 5: gota gruesa (arriba), extendido
hematico (abajo)
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Figura 6: Microscopia de gota gruesa
positiva (Coloracion de Giemsa)
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Figura 7: Microscopia de extendido
hematico positivo (Coloracién de Giemsa)

Ventajas de MOC:

-Método sensible: se pueden detectar



hasta 10 paréasitos por microlitro de sangre.
- Permite identificar especie y estadio
circulante de plasmodios.

- Permite cuantificar parasitos permitiendo
evaluar la gravedad de la enfermedad y la
respuestaalaquimioterapia.

- Bajo costo, puede utilizarse al mismo
tiempo paraotros diagnésticos.

- Puede utilizarse en programas de control
de enfermedades.

Desventajas de MOC:

- Requiere personal bien entrenado

- Alto consumo de tiempo. La sensibilidad
del método depende del tiempo de lectura
de las laminas. Se necesitan aproximada-
mente 60 minutos desde la coleccion de la
muestra hasta el resultado.

Pruebade Malaria QBC

Realiza una coloracion en fresco con
naranja de acridina de los elementos de la
sangre, separados en funcién de su

densidad por gravitacion en tubos capilares.

El naranja de acridina, agente
intercalador especifico de los acidos
nucleicos, cuando es excitado por una
fuente UV induce en las células con material
genético una coloracion verde o amarilla.
Estovaarevelarlapresencia de los parasitos
sobre el fondo de hematies desprovistos de
material gendémico. Los glébulos rojos
infectados son menos densos que los no
infectados, por lo tanto, se buscan entre las
capas de globulos rojos y de glébulos
blancos dentro del tubo capilar (Figura 8). La
tincién de los glébulos blancos por el
naranja de acridina acta como un control
interno (el nucleo de un leucocito es cinco
veces mayor que el nicleo del parésito).

Ventajas sobre laMOC:
- Menos tiempo de realizacion: 15-30 minu-

tos
-Lalecturaes posibleinmediatamente

.

Figura8: Esquemade tubo capilar
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Gametocytes of P. falciparum
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= Eosinophils (In Some Species)
Granulacyte Layer
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Desventajas sobre laMOC:

- Laidentificacion de especies no siempre es

PUEDE SER UNO MAS O SIMPLEMENTE... DIFERENCIARSE.

Instrumenta con sistema de deteccion por "flash” gquimioluminiscencia y fase sélida
de microparticulas paramagneticas. Importante menu de reactivos : enfermedades
infecciosas (TORCH - Epstein Barr, hepatitis A y B, Borrelia, Varicela Zoster),
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posible

- Alto costo de equipos e insumos

- Falsos positivos debido a artefactos
cuando se realiza por personal poco
entrenado

- Noescuantitativo

Pruebas de diagnostico rapido

Se basan en la deteccion de
antigenos derivados de los parasitos
paltudicos en sangre lisada, utilizando
métodos inmunocromatograficos. La
mayoria emplea tiras que contienen
anticuerpos monoclonales marcados
antiantigenos parasitarios blanco. Existen
varios equipos comerciales.

Antigenos en las pruebas diagnos-
ticas disponibles:

- Proteinall rica en histidina (HRP-I1), es una
proteina soluble en agua, producida por los
trofozoitos y gametocitos jovenes de P.
falciparum

-ParaSight-F
-MalaQuick

- Lactatodehidrogenasa parasitaria (p LDH),
es producida por los estadios sexuales y
asexuales de los parasitos de la malaria.
Enzima de la via glucolitica. Existen
diferentes isdbmeros para cada una de las
cuatro especies de plasmodios.

- Optimal Assay (Figura 9)

- Aldolasa es también una enzima de la via
glucolitica. Es especifica para parasitos de
malaria.

Los equipos comerciales disponi-
bles s6lo pueden distinguir P. falciparum de
las otras especies pero no estas Ultimas
entresi.

Ventajas sobre MOC:
- Mayor simplicidad de realizacién e inter-

pretacion
- Realizacion por personal poco entrenado

-Factibilidad en terreno

-Rapidez

- Las pruebas basadas en pLDH y aldolasa
podrian usarse para monitorear trata-
miento

- En &reas no endémicas donde el micros-
copista puede estar menos entrenado,
debe usarse en paralelo ala microscopia

.

Figura9: Optimal Assay
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Desventajas sobre MOC:

- Algunos equipos comerciales slo detectan
P. falciparum

- Los equipos que detectan HRP-II pueden
dar resultados positivos hasta dos semanas
después de la quimioterapia y ausencia de
parasitos en sangre por microscopia

- Més costosos

- No cuantitativos

- No pueden diferenciar P vivax, P ovale y P
malariae

- Algunos muestran falsos positivos con
muestras parafactor reumatoideo positivo

Se recomienda la confirmacion por
microscopia, y si el resultado es positivo,
cuantificar la cantidad de glébulos rojos
parasitados.

Las pruebas rapidas detectan a
partir de 100 paréasitos por microlitro.

Ensayos de inmunodiagndstico

ELISA: HRP-Il de P. falciparum y
pLDH de todos los plasmodios pueden
ensayarse por esta técnica. No reemplazan a
la microscopia para el diagnostico de casos
individuales, pero pueden ser de valor en el
tamizaje de ungran nimero de muestras.

Reportaron un 99,5 % de sensibilidad y un
100% de especificidad.

La implementacién de esta técnica
en los laboratorios dependera de la
demanda que tengan, ya que no esta
actualmente disponible como método de
diagndstico de rutina.

Técnicas de diagnostico molecular Este método serda muy (til en el

futuro en la evaluacion de resistencia a las
drogas utilizadas en el tratamiento
antimalarico.

La PCR (reaccién en cadena de la
polimerasa) es al menos diez veces mas
sensible que la microscopia, mas exacta en
laidentificacion de especie y en ladeteccion
de infecciones mixtas.

Pueden considerarse como herra-
mientaimportante en el diagndstico (princi-
palmente en pacientes pauciparasitados),
en estudios epidemioldgicos, en el acompa-
flamiento de la terapéuticay en la investiga-
cionde malaria postransfusional.

Los primeros métodos se basaron
en Nested-PCR. Padley y col. desarrollaron
una PCR multiplex para la deteccion de las
cuatro especies. Farcas y col evaluaron un
equipo comercial de Real Time PCR, en
comparacién con la Nested-PCR como
método de referencia, para la deteccién de
malaria en viajeros que retornaban febriles.

Prueba rapida basada en fluorescencia
paraareas de bajosrecursos

Esun método que estd en uso desde

DESCANSE...

CL Analyzer, el sistema de mayor flexibilidad y simplicidad.

Mend de 5 ensayos (PT, APTT, Fibrindgeno de Clauss, Antitrombina y
D-Dimer9). Diferentes unidades para el reporte de resultados,
identificacion de las muestras editable a traves del teclado. 3 unidades
de lectura: 2 de coagulacion a 660nm v 1 cromogeénico/latex a 405nm,
12 posiciones de incubacion a 37°C. Miinimo consumo de muestras y
reactivos. Impresiora termica incorporada. R5232 Serial interface.

...NOSOTROS NOS OCUPAMOS.

s . GL Analyzer
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2006, destinado al diagndstico temprano en
zonas rurales de muy bajos recursos en
zonas endémicas.

Disefiaron un nuevo microscopio de
fluorescencia de bajo costo (Cyscope) junto
con un método rapido para malaria. (Figura
10)

El microscopio tiene bateria
recargable con panel solar, es ultracom-
pacto y no necesita mantenimiento. Los
reactivos del equipo pueden almacenarse a
temperatura ambiente por més de doce
meses.

Es cuantificable y permitiria la
diferenciacion de especies aunque quedan
estudios por hacer al respecto.

Nuevos métodos en estudio:

Un nuevo método que utiliza tec-
nologia magneto-optica (TMO) esta siendo
probado en Africa para detectar la
hemozoina, un desecho del parasito
malarico, enlasangre.

.

Figura 10: Método rapido de fluorescencia
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