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Organizacién Mundial de la Salud?

_______

L'n este 1v1emoranuum se revlsun J.} lHS necesl“uues ue ulugnosnf-u
para el control de la malaria dentro del sistema de atencién primaria de salud;
2) los actuales métodos de diagnéstico de esta enfermedad empleados en la prac-
tica clinica y en los estudios epidemiolégicos; 3) el estado que guardan las investi-
gaciones sobre diversos métodos alternativos, distintos del examen microscépico,
para el diagnbstico de la malaria, y 4) la aplicacién de nuevos métodos de diagnos-
tico en los casos individuales, en la comunidad y en la poblacién de mosquitos, asi
como su posible incorporacién a los estudios epidemiolégicos y programas de con-
trol existentes. Ademds, se sefialan las prioridades para la creacion y validacién de
nuevas técnicas de diagndstico fiables y se formulan recomendaciones para me-
jorar, uniformar y utilizar la metodologia actual.

El diagnéstico de la malaria se El diagnéstico fidedigno de ma-
basa por una parte en ciertos resultados, laria, ya sea en un hospital, un dispensario
tales como la deteccion de parasitos rural o la casa de un paciente en la periferia
causantes de la enfermedad en el hombre y de los servicios de salud, es un requisito para
el mosquito por medio de examenes mi- seleccionar el tratamiento correcto y, en
croscpicos, los datos de pruebas inmunolé- consecuencia, reducir la morbilidad v la
gicas o de estudios con sondas de ADN y la mortalidad por esta enfermedad (1, 2). En
presencia de fiebre y otros sintomas de ma- dicho nivel el tratamiento se administra, por
laria; por otra parte, se apoya en una eva- lo general, después de establecer un diagnos-
luacién de ciertas caracteristicas indicativas tico basado en los sintomas clinicos, de or-
de infeccién malarica actual o pasada. dinario la fiebre. Este procedimiento es

aceptable cuando el parasito es sensible a un
medicamento como la cloroquina, que es
eficaz, bien tolerado y barato en todas
partes. Sin embargo, llevara a pasar por alto

1 Se publica en el Bulletin of the World Health Organi- los casos de malaria no 1c}ent1f1cados como
zation, Vol. 66, No. 5, 1988, con el titulo “Malaria tales y a tratar casos de fiebre causada por
diagnosis: Memorandum from a WHO Meeting”. otras infecciones. Ademas de carecer de efi-

, 9 Organizacion Mundial de la Salud, 1988. cacia en funcién del costo, esta forma de
Este Memorindum se basa en el informe de una con- . , s L.
sulta oficiosa celebrada en Ginebra, Suiza, del 5al 8 de proceder ejercera una presion farmacologica

octubre de 1987, organizada por la Divisién de Inves-
tigaciones e Informacién Técnica, Programa de Ac-
cién Antipalidica, Organizacion Mundial de la Salud,
1211 Ginebra 17, Suiza. En la pagina 146 se presenta la
lista de participantes. Los interesados en obtener ejem-
plares del informe original (en inglés o en francés, do-
cumento inédito WHO/MAL/88.1045) deberan diri-
118 girse al Programa de Accidn Antipaladica.
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excesiva sobre la poblacién de parasitos, lo
que puede llevar a la aparicién y propaga-
cién de parasitos farmacorresistentes. De

hacha ~ha nac do ma]aria en-
necno, €N mudnas zZonas G measaria or

démica se ha propagado Plasmodium falci-
parum resistente a la cloroquina y aun a va-
rios medicamentos. Los farmacos para
tratar la malaria resistente a la cloroquina
son mas costosos y quiza no muy bien to-
lerados; a menos que se usen con prudencia,
también se producira resistencia a ellos. Por
tanto, es urgente garantizar que el trata-
miento antimalarico especifico se base en el
diagnéstico rapido y fidedigno de la en-

farmedad narticularmente on 1o neriferia de
Iermedaq, paradluarmonte e a perueria e

los servicios de salud.

En la actualidad, el examen me-
diante el microscopio 6ptico es el mejor
medio de emitir un diagndstico exacto de
parasitemia; en los lugares donde se practica
con eficiencia, puede ser el soporte principal
del diagnéstico de los casos individuales
siempre y cuando se envien los resultados
sin demora a la persona encargada de admi-
nistrar el tratamiento. A pesar de ser un pro-
ceso lento y cansado que exige mucho tra-
bajo manual, el examen con microscopio
optico sigue siendo la base principal del
diagnédstico en los estudios epidemiolégicos
sobre los que se apoyan las actuales estrate-
gias de control de la malaria.

Las pruebas seroldgicas como la
técnica indirecta de anticuerpos fluores-
centes (IFA) y, en menor grado, la he-
maglutinacién indirecta (pasiva) (IHA), el
ensayo inmunoenzimatico (ELISA) y las
pruebas de precipitacién en gel tienen tam-
bién una importante funcion de diagnéstico
en los estudios epidemioldgicos. En el pa-
sado, estas pruebas tenian algunos inconve-
nientes porque utilizaban antigenos o anti-
cuerpos en bruto. Sin embargo, el reciente
aislamiento de antigenos purificados de to-
das las fases de desarrollo del parasito y la
obtenci6n de anticuerpos monoclonales es-
pecificos han permitido elaborar reactivos
méas especificos y crear toda una nueva
generacién de pruebas. Estas, junto con las

sondas de ADN especificas de los parasitos,
recientemente descubiertas, han ampliado
las posibilidades de emplear en los estudios

nideminlAcicas r10ha ds dizondctic
cylucuu\uua&»\)a ]_J.l ugoas e \.uaBLIU:ru\.u

nuevas y mejores, susceptibles de ser
automatizadas.
En este articulo se revisan:

O  las necesidades de diagnéstico
para el control de la malaria dentro del sis-
tema de atencién primaria de salud;

[0  losactuales métodos de diagnos-
tico de la malaria empleados en Ia practica
clinica y en los estudios epidemiolégicos;

[l la marcha de las investigaciones
sobre diversos métodos de diagnéstico de la
malaria que representan una alternativa
frente al examen mediante microscopio 6p-
tico, y

O laaplicacién de nuevos métodos
de diagndstico para los individuos, la comu-
nidad y la poblacién de mosquitos, asi
como su posible incorporacién a los estu-
dios epidemioldgicos y programas de con-
trol existentes.

Ademas, se sefhalan las priori-
dades para la creacién y validacién de
nuevas técnicas de diagndstico fiables y se
formulan recomendaciones para mejorar,
uniformar y utilizar la metodologia actual.

NECESIDADES
DE DIAGNOSTICO

Las necesidades de diagndstico
varian mucho segin la situacién epide-
miolégica de la malaria en diferentes lu-
gares. A continuacién se explican, a manera
de ejemplo, dos situaciones extremas, una
en algunas zonas de Africa occidental donde
la transmisiébn de la malaria es estable, v
otra en varias del Sudeste asiatico, donde
no lo es.
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Zonas donde la transmision
de la malaria es estable

Situacion epidemiolbgica. La transmi-
siébn de la malaria es intensa en toda Africa
occidental; es perenne en algunas zonas y es-
tacional en otras. P, falciparum es la especie
predominante; causa la mayor parte de los
casos clinicos agudos diagnosticados y en
encuestas de prevalencia momenténea se en-
cuentra hasta en 98% de los nifios infecta-
dos. P malariae ocupa el segundo lugar; la
malaria causada por esta especie presenta
una prevalencia que oscila entre 10 y 15%.
P. ovale es mucho menos frecuente (alrede-
dor de 2% de los casos). P vivax no existe
en gran parte de Africa occidental, quiza
porque el grupo sanguineo Duffy es raro en
la poblacién nativa. Por tanto, P falci-
parum es la principal causa de mortalidad y
morbilidad por malaria, aunque una pro-
porcién variable y mal definida de los nifios
infectados por P malarige contraen una ne-
frosis letal progresiva. Se cree com{inmente
que P, falciparum elimina a los otros plas-
modios y que las medidas destinadas a redu-
cir su prevalencia pueden acrecentar la fre-
cuencia e importancia de otras especies.
Debido a la intensidad de trans-
misiodn, casi toda la mortalidad y gran parte
de la morbilidad causadas por la malaria
ocurren en la nifiez, por lo general antes de
los S afios. Los adultos, sobre todo en las
zonas rurales, suelen ser muy inmunes y
asintomaticos pese a una prevalencia de
parasitemia baja de 10 a 25%. Sin embargo,
las mujeres embarazadas, especialmente las
primigravidas, muestran un elevado indice
de parasitemia, a menudo con sintomas. La
malaria en estas mujeres rara vez es mortal,

pero sus hijos presentan bajo peso al nacer y
puede producirse la muerte del feto. En las
zonas rurales, los lactantes y las embaraza-
das son las personas con mayores probabili-
dades de presentar malaria clinicamente
manifiesta. El panorama puede ser algo di-
ferente en las zonas urbanas, donde algunas
veces se observan manifestaciones clinicas
en adultos.

Medios de tratamiento. Dentro de los
servicios de salud basados en la atencién pri-
maria, los medios de tratamiento de primera
linea estan en la aldea, a cargo del trabaja-
dor de salud comunitario. Este es re-
munerado, por lo general, de alguna forma
por los pobladores locales y obtiene medica-
mentos de los servicios de salud. De ordina-
rio, en este nivel solo se dispone de un medi-
camento antimalarico que es la cloroquina.
El trabajador de salud comunitario, después
de un breve adiestramiento, diagnostica la
malaria (basandose en el interrogatorio y los
sintomas clinicos acompafiantes) y co-
mienza el tratamiento. Los pacientes con
fracaso del tratamiento (por tener parasitos
resistentes, lo que se observa cada vez con
mayor frecuencia) y los que estan muy en-
fermos se envian a establecimientos piblicos
para su estudio y tratamiento ulteriores.
Existen dos niveles de referencia.

Primer nivel de referencia. De ordina-
rio, este es un pequefio centro de salud que
suele atender a una poblacidon hasta de
50 000 habitantes. Esta dotado de personal
paramédico (por lo general una persona a
cargo de la dispensacién de medicamentos o
un sanitarista y una enfermera) que ha reci-
bido alguna formacién en el diagndstico y
tratamiento de la malaria. Puede haber va-
rios medicamentos antimalaricos y se ad-
ministra tratamiento con productos distin-
tos de la cloroquina, incluso farmacos
inyectables por via subcutédnea o intramus-
cular. Por lo general, en este nivel no se ad-
ministra quinina por venoclisis. Los medios
diagndsticos son casi siempre limitados.



Puede haber un microscopio, pero es comtn
que falte, y el personal puede haber recibido
o no adiestramiento apropiado para su uso
y mantenimiento y para el diagnostico de
malaria por medio del examen microscé-
pico. Por lo general, no hay un sistema cen-~
tral de suministro de electricidad. Por tanto,
el diagnéstico de la malaria en este nivel se
basa, en su mayor parte, en criterios clini-
cos. Si se sospecha que la enfermedad es
causada por un plasmodio resistente, debera
administrarse un medicamento distinto del
que se emplea en la aldea. Si se necesitan in-
vestigaciones més detalladas, se envia al pa-
ciente al segundo nivel de referencia.

Segundo nivel de referencia. Este es
comiinmente un hospital pequefioc que
presta sus servicios a todo un distrito y esta
dotado de un médico y de personal de
apoyo. El hospital tiene, por lo comfn, ins-
talaciones de laboratorio modestas donde se
pueden practicar sencillos exdmenes parasi-
tologicos, bacteriolégicos y quimicos; el
auxiliar de laboratorio adiestrado tiene un
microscopio a su disposicion. Por lo gene-
ral, la electricidad se suministra por medio
de una red principal. Este es el primer nivel
de referencia que cuenta con personal califi-
cado para prestar atencién médica y donde
se puede administrar en forma inocua la
terapéutica intravenosa. El hospital debera
disponer de diversos medicamentos anti-
malaricos de eficacia comprobada contra
los plasmodios locales.

Requisitos en cuanto a medios de diag-
nostico y técnicas alternativas de diagnos-
tico. Aun en los lugares periféricos, por
mas distantes que estén de los servicios de

salud, debe haber un microscopio que fun-
cione. En este nivel, lo menos que puede es-
perarse es que la referencia de pacientes por
fracaso del tratamiento y por sintomas ma-
laricos graves se haga de manera compe-
tente. Por tanto, el personal deber4 estar ca-
pacitado en la preparacién y tincién de
frotis de sangre y en la identificacién
de parésitos con el microscopio.

Sin embargo, cabe reconocer
que el microscopio 6ptico, si bien sirve para
muchas cosas y es eficaz y eficiente, tiene
muchos inconvenientes (véase Diagnéstico
mediante microscopio éptico). Es costoso,
necesita mantenimiento cuidadoso y exige
personal con suficiente formacién y compe-
tencia. Ademas, los examenes microscopi-
cos continuos causan fatiga y, en consecuen-
cia, llevan a errores. Por tanto, se necesitan
otros métodos de diagnostico que sean bara-
tos, sencillos, seguros y susceptibles de ser
aplicados en la aldea por un trabajador de
salud comunitario. Tales métodos podrian
desempefiar también una funcién destacada
en los diversos niveles de referencia y en los
hospitales. Los resultados, ya sean positivos
o negativos, deben ser claros e inequivo-
cos y producirse en el curso de pocas horas
para que sean de utilidad al seleccionar el
tratamiento para cada paciente.

En situaciones epidemiologicas
como la de Africa occidental —donde P
falciparum es la especie predominante, la
parasitemia es principalmente de baja densi-
dad y la ausencia de sintomas hace que no se
prescriba tratamiento— las pruebas al-
ternativas para empleo en la atencién de sa-
lud podrian carecer de especificidad y no ne-
cesitarian ser muy sensibles. Una prueba
especifica para el género de los plasmodios y
que detectara parasitemias =10 000 parasi-
tos/ul tendria una gran repercusion opera-
tiva. Dicha prueba diagnosticaria la gran
mayoria de las infecciones clinicas, y las de
parasitemia menos cuantiosa darfan resul-
tado negativo y quedarian sin tratar. El tra-
tamiento eficaz de las infecciones por P
falciparum también curaria la mayor parte
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de las infecciones causadas por otras espe-
cies de Plasmodium. Ademas, la prueba
debe ser capaz de identificar las infecciones
de alta densidad, de modo que los pacientes
que necesiten tratamiento inmediato y aten-
cién especial puedan ser enviados a los cen-
tros con instalaciones méas complejas.

Zonas donde la transmision
de la malaria es inestable

Situacion epidemiologica. En muchas
zonas endémicas, la transmisién de la ma-
laria es muy inestable y, por tanto, muy di-
ferente de la observada en zonas como
Africa occidental o Papua Nueva Guinea.
Tailandia ofrece un ejemplo de transmisién
inestable de la malaria que también existe en
la mayor parte de la regién continental del
Sudeste asiatico (Bangladesh, Birmania,
Kampuchea Democratica, la Repiblica De-
mocratica Popular de Laos, el norte de Ma-
lasia y Vietnam), China meridional, Sri
Lanka y muchas de las zonas malaricas de
América del Sur, especialmente en la cuenca
amazodnica.

La transmisién de la malaria en
estas zonas tiene las siguientes caracteris-
ticas:

0O es muy focal y a menudo se
limita al interior o los bordes de la selva, con
relativamente poca transmision en los
poblados o aun en las aldeas;

[0 es estacional y presenta una
elevacion después del comienzo de la esta-
cién lluviosa y otra cuando esta termina;

O  implica exposicién ocupacional,
con grupos de alto riesgo bien definidos (por
ej., recolectores nocturnos de latex, trabaja-
dores de minas de piedras preciosas que
duermen en la selva, trabajadores que des-
brozan la selva o construyen caminos, cor-
tadores de cafia de az(icar, labradores que
trabajan en huertas de té o de arboles fru-
tales, cazadores/recolectores y grupos mili-
tares en maniobras);

O incluye varias especies, de las
cuales las més comunes son P, falciparum y

P, vivax, aunque también se ha encontrado
P malariae y se han observado casos es-
poradicos de P. ovale en el este de Asia. En
algunas regiones, como la parte continental
del Sudeste asiatico, la especie predomi-

nante es P. falciparum, y en otras, como en
Sri Lanka, P. vivax.

El estado inmunitario de las
poblaciones es distinto en las zonas de trans-
misién inestable de la malaria, en compara-
ciébn con aquellas donde es estable. En
consecuencia:

O la poblacién general carece de
inmunidad; la exposicién comienza al ini-
ciar una ocupacién que exige trabajar en la
selva o cuando los nifios acompafian a sus
padres a realizar este trabajo;

0  enlamayoria delos casos, laen-
fermedad afecta a adultos jovenes, sobre
todo hombres;

O  enlos adultos se observan infec-
ciones graves y complicadas; las mujeres
embarazadas, en particular las primigravi-
das, estin muy expuestas al riesgo de infec-
ciones graves y mortales;

O  los sintomas de malaria pueden
comenzar antes de que la parasitemia pueda
ser detectada con el microscopio; la presen-
cia de esta, aun en concentraciones muy ba-
jas, implica cominmente enfermedad
clinica.

Medios de diagnéstico disponibles en la
actualidad. Los servicios de salud estan
generalmente mejor desarrollados en las
zonas donde la transmision de la malaria es
inestable y en las que el diagndstico por me-
dio del examen microscopico es a menudo
una practica ordinaria en muchos progra-
mas de control, que en las zonas donde es
estable, como en Africa tropical. Por lo



comin, en las primeras las comunicaciones
de una aldea con otra y entre estas y los
poblados son relativamente eficientes y
baratas, de modo que los sistemas de re-
ferencia se pueden mantener con facilidad.
En algunos paises todavia existen progra-
mas verticales de control de la malaria, que
facilitan mucho el adiestramiento y la super-
vision de los microscopistas, en tanto que en
otros, la integracién de servicios ha am-
pliado las responsabilidades de los trabaja-
dores de salud y disminuido el apoyo y la
supervision. En Tailandia, existe un eficaz
programa vertical antimalarico vinculado
con los servicios basicos de salud que cuen-
ta con suficiente apoyo financiero del go-
bierno y esti suplementado con programas
de ayuda bilateral. Los medios de diagnds-
tico de que se dispone actualmente en
los diversos niveles de ese pais son los
siguientes:

0O Enlas aldeas, los voluntarios to-
man los frotis de sangre y también adminis-
tran una “terapia presuntiva” parcialmente
eficaz. Los trabajadores del programa de
malaria recogen las laminillas varias veces a
la semana para su examen en el laboratorio.
Posteriormente, recetan un tratamiento es-
pecifico para los casos positivos, pero el in-
tervalo transcurrido entre la toma de la
muestra de sangre y la administracién del
tratamiento definitivo es de cinco dias,
como término medio.

O  En los distritos de las regiones
maldricas casi siempre existe un “consultorio
de malaria” que solo se ocupa de casos de
esta y funciona de 5 a 7 dias a la semana,
segn la endemicidad. Ahi, se prepara una
laminilla, se examina al microscopio y se
provee el tratamiento especifico, por lo ge-
neral en un lapso de 30 a 45 minutos.
Muchos distritos tienen hospitales a donde
se envian los pacientes muy enfermos o con
vomito para que reciban terapia parenteral,

[J  En las provincias se vuelven a
examinar las laminillas tomadas en las al-
deas y los distritos, y se organiza el trabajo

de adiestramiento, apoyo y supervisién de
los microscopistas.

Asi pues, el diagndstico por me-
dic de examen microscépico puede reali-
zarse en la periferia de los servicios de salud.
En muchos casos, esta puede ser una medida
eficiente pero costosa que presenta ciertos
problemas. Estas desventajas, que se discu-
ten con detalles més adelante (véase
Diagnostico mediante microscopio 6ptico),
indican que otros métodos de diagnéstico
pueden ser importantes para el tratamiento
antimalarico en zonas donde la transmisién
es inestable.

Requisitos para el empleo de técnicas al-
ternativas de diagnostico. La parasite-
mia minima por P, falciparum puede acom-
pafiarse de un cuadro clinico capaz de
agravarse rapidamente en personas sin in-
munidad residentes en zonas donde la trans-
misién es inestable. En teoria, otros méto-
dos de diagnéstico distintos del examen
microscopico deberian ser muy sensibles.
Sin embargo, incluso una técnica relativa-
mente insensible, si es sencilla y segura,
puede ser preferible a la clase de microscopia
que se practica en muchas zonas. Las técni-
cas alternativas de diagnéstico empleadas en
esas zonas deberian caracterizarse por lo
siguiente:

L  Sensibilidad: Aunque un buen
microscopista puede detectar facilmente
parasitemias menores de 10 parésitos ase-
xuados/ul, esa sensibilidad raras veces se
observa en la practica. En las condiciones
tipicas sobre el terreno de las zonas donde
la transmisién es inestable, por lo general la
sensibilidad del diagnéstico microscépico es
de cerca de 100 parasitos asexuales/ul de
sangre.
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[0 Especificidad: Una técnica para

el diagndstico especifico de las formas ase-
xuadas de P. falciparum tiene importancia
extraordinaria, ya que con frecuencia este
parasito causa infecciones graves y aun
mortales.

Los examenes diagnosticos que
satisficieran estos criterios serian de gran
valor operativo puesto que las infecciones
por P, falciparum en muchas regiones donde
la transmisi6n es inestable se deben a parasi-
tos resistentes a la doroquina y, por tants,
exigen tratamiento con medicamentos mas
caros y potencialmente mas téxicos. Los pa-
cientes que presentan un cuadro clinico y
antecedentes indicativos de malaria pero
con resultados negativos en la prueba de de-
teccion de P falciparum podrian recibir
cloroquina en forma sistemética para aca-
bar con el ataque agudo de infecciones
causadas por P. vivax, P. ovale o P. mala-
rige. El tratamiento radical de las infecciones
por P vivax y P, ovale se iniciaria inmediata-
mente después del diagnéstico micros-
copico.

Un método de deteccién de P,
falciparum resistente a la cloroquina seria de
interés para fines epidemioldgicos, pero no
reviste gran importancia clinica, puesto que
ya se han comenzado a emplear otros medi-
camentos como tratamiento de primera
linea en la mayor parte de las zonas donde la
transmisién es inestable.

Una técnica sencilla, rapida y de
bajo costo para determinar el patrén de far-
macosensibilidad de cada parasito aislado
ofreceria una ventaja, sobre todo en zonas
donde P, falciparum es resistente a varios
medicamentos. Sin embargo, para obtenerla
se necesitara mucha investigacion.

Ty
L1aGgNosTICO
CLINICO

Cuadro dinico

El cuadro clinico clasico de la
malaria es bien conocido: el paciente se
queja de malestar, cefalalgia, dolores mus-
culares, nausea y mareo. Después sobre-
viene una sensacion de frio intenso, acom-
pafiada de escalofrios, estremecimientos y
aumento de la temperatura corporal, la cual
se normaliza luego de una sudacién profusa.
A menudo, la fiebre va acompafiada de nau-
sea, arcadas y vomito. En los nifios, el esca-
lofrio con estremecimientos (rigor) a veces
es remplazado por crisis convulsivas.

Sin embargo, el cuadro clasico
puede alterarse por el uso de medicamentos
profilacticos o la adquisicién de inmunidad
resultante de una estadia prolongada en la
zona endémica. La fiebre puede ser con-
tinua, lo que se observa por regla general en
las infecciones que ocurren por primera vez.
En casos complicados, puede haber dolor
abdominal intenso, somnolencia, pérdida
variable del conocimiento v aun coma,
como ocurre en la malaria cerebral. Algunas
veces no hay fiebre y los Ginicos sintomas
pueden ser el dolor abdominal, el vémito y
el aspecto de extrema gravedad del paciente,
como sucede en la malaria algida.

Cuando no hay sintomas clini-
cos clasicos, el examen detenido de los datos
de la historia clinica quiza revele exposicién
al riesgo de malaria en ciertas ocupaciones o
durante un viaje, lo cual ayudar a estable-
cer el diagndstico. El cuadro clasico de
paroxismos puede faltar en personas in-
munes o semiinmunes, pero la variacién de
este cuadro es mas com{in en personas
carentes de inmunidad, en quienes puede
presentar un curso clinico grave o aun
mortal.

En los paises donde no existe la
malaria, los casos importados pueden pasar
completamente inadvertidos y es posible



que se hagan diagndsticos equivocados a pe-
sar de tener mejores instalaciones de labora-
torio; a menudo esto sucede porque el mé-
dico no considera la malaria como posible
causa de la enfermedad.

Fiabilidad del diagnéstico clinico

La evaluacién de los sintomas
clinicos, sobre todo cuande hay fiebre,
constituye la base del diagnéstico de malaria
en las aldeas y también en el primer nivel de
referencia de muchas zonas. Sin embargo,
es un medio muy impreciso de diagnoéstico;
en varias investigaciones efectuadas en
Africa tropical se observ6 que solo 46% de
los pacientes asi diagnosticados sufrian en
realidad la enfermedad. Por otra parte, se
comprobb que alrededor de 15% de los pa-
cientes con diagnéstico clinico de fiebre oca-
sionada por enfermedades distintas de la
malaria sufrian en realidad una infeccién
malarica con manifestaciones clinicas (3, 4).

Otro estudio mostrd que la inci-
dencia de varios sintomas importantes de
malaria, sobre todo los escalofrios con estre-
mecimiento intenso, sudacién, cefalalgia,
dolor de espalda, niusea, vomito, diarrea y
temperatura corporal media no variaron
significativamente en pacientes febriles con
y sin malaria. Ademés, la temperatura
quizd no ayude a hacer el diagndstico en
zonas donde la malaria se caracteriza por
transmisién estable e hiper y holoendemici-
dad, ya que la reinfecciébn ocurre conti-
nuamente desde la lactancia y produce va-
riaciones de temperatura muy polimorfas,
sin ninguna periodicidad. Se ha observado
una correlacién entre las manifestaciones
clinicas de malaria y parasitemias de 10 000
formas asexuales de P, falciparum/ul (para-

sitemias de 0,2%) en personas semiinmunes
de zonas donde la transmisién es estable
3, 5.2

No existen datos clinicos que
por si solos permitan diagnosticar con
certeza la malaria. En consecuencia, actual-
mente la deteccién microscopica de los para-
sitos es el método més fiable para diagnosti-
car esta enfermedad. Este hecho debe
reconocerse con el fin de centrar los esfuer-
zos en proveer méas medios para el diagnos-
tico microscopico preciso, tanto en los hos-
pitales como en los centros de salud rurales.
Sin embargo, esto no serd posible en
muchas zonas; por tanto, se debe dar orien-
tacién con el propoésito de mejorar la capaci-
dad de los trabajadores de salud para hacer
el diagndstico clinico. Sigue siendo muy im-
portante evitar la mortalidad por malaria
causada por P falciparum mediante el es-
tablecimiento de criterios que garanticen el
tratamiento y el envio de pacientes afecta-
dos por formas graves o complicadas de la
enfermedad. Una fiebre alta (=39,5 °C)
puede ser causada por la malaria, de manera
gue en todos los niveles de atencién de salud
debe haber medios sencillos de medir la tem-
peratura. En el nivel periférico, en vez del
termémetro clinico de mercurio se puede
emplear el dispositivo en forma de banda o
faja que se pone sobre la frente del paciente
por unos 15 segundos; desde luego, siempre
y cuando el artefacto no se dafie cuando la
temperatura ambiente es alta. Ademas, la
identificacion de ciertas caracteristicas de la
malaria grave en diferentes niveles de los

3 Baudon, D. et al. Etude de deux stratégies de contrdle

des paludismes, la chimiothérapie systématique des
acces fébriles et la chimioprophylaxie hebdomadaire
dans douze villages de Haute-Volta en zone de savane
et zone rizicole de 1980 & 1982. Evaluations paludomé-
trique, immunologique, démographique, et étude de
la faisabilité. Résultats de la 3e année d'étude et éva-
luation finale. Organizacién de Coordinacién y de
Cooperacion para la Lucha contra las Grandes Ende-
mias, 1984. Documento mimeografiado. Doc. Téc.
OCCGE No. 8450/84.
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servicios de salud (cuadro 1) puede facilitar
el procedimiento de diagnéstico y referen-
cia (6).

M.ICROSCOPIA
OPTICA Y PRUEBAS DE
QUIMICA CLINICA

Diagnéstico mediante microscopio
optico
El examen microscopico de ex-

tensiones de gota gruesa, desprovistas de he-
moglobina y teiiidas con colorante de

Giemsa, sigue siendo el método preferido
para el diagnostico de la infeccién malarica
aguda o cronica. Esta técnica permite di-
ferenciar la especie de Plasmodium causante
de la infeccién. El examen de extensiones de
gota delgada, fijadas y tefiidas con colorante
de Giemsa, permite una mejor diferencia-
cién de la especie y ofrece informacion de
caracter hematolégico, pero posee menor
sensibilidad.

La estandarizacién del método
permite obtener una estimacion del nimero

GUADRO 1. Caracteristicas de Ia malaria grave y su identificacion en diferentes niveles

de los servicios de salud

Identificacion?
En la En el En el
periferia nivel hospital
0 la comunidad intermedio central
Evalvacién clinica
1. Dificultad para hablar, sentarse, tenerse en
pie o0 caminar + + +
2. Malaria cerebral +b +¢ +9
3. Vomito repetido que impide retener el
tratamiento oral + + +
4. Hemorragia y trastornos de la coagulacion + + +
5. Anemia grave +/- + +
6. ictericia +/- + +
7. Hipertermia +/— + +
8. Colapso circulatorio - + +
9. Hemoglobinuria - + +
10. Hipoglucemia - +/ = +
11. Desequilibrio de liquidos, electrélitos y
acidobasico - +/ - +
12. Infecciones complicantes/asociadas - +/= +
13. Edema pulmonar - +/—
Exclusion de otros diagndsticos - +/= +
Diagndstico parasitolégico
Hiperparasitemia —(+) +/ - +

Fuente: Referencia 7, con modificaciones ulteriores a una consulta oficiosa sobre la malaria grave y complicada, celebrada en

la OMS, Ginebra, del 14 al 16 de marzo de 1988.

3 Explicacion de los signos: la evaluacion se hace siempre (+ ), solo a veces (+/ —) o por lo comin no se hace (- ) en este

nivel.

b Lz confusian, la somnolencia y las convulsiones se identifican con facilidad.

¢ Excluir meningitis (no hay rigidez de nuca ni fotofobia).

d Excluir meningitis (puncién lumbar para examen del fiquido cefalorraquideo)



de parésitos circulantes por microlitro de
sangre. Se necesita una cantidad limitada
de equipo, sobre todo un microscopio y me-
dios para preparar extensiones de sangre
tefiidas; en las zonas endémicas, se puede
adiestrar a personas idéneas para conver-
tirlas en microscopistas muy competentes.
Por tanto, habra que facilitar un microsco-
pio al trabajador de salud en los lugares mas
extremos de la periferia, ademés de medios
de supervisién y apoyo apropiados. Es evi-
dente que sin supervisién y apoyo conti-
nuos, el hecho de que haya microscopios en
el nivel periférico no siempre dar4 origen a
diagnosticos fiables, y el tratamiento ad-
ministrado puede ser inapropiado.

En la actualidad, los microsco-
pios y materiales para el diagnéstico de la
malaria proporcionados en la periferia no
siempre se escogen con pleno conocimiento
de las funciones para las que se destinan y de
las restricciones practicas impuestas por las
especificaciones técnicas y las condiciones
reales en que se deben utilizar estos instru-
mentos. En consecuencia, la seleccion de mi-
croscopios Opticos y de otros recursos es un
asunto que se debe considerar con cuidado a
fin de garantizar su empleo al méximo de su
capacidad (7). La principal limitacién téc-
nica es el suministro de una fuente de luz
barata y segura para proporcionar ilumina-
cién suficiente a los microscopios binocu-
lares en todas las condiciones existentes en el
terreno. Convendria instar a los fabricantes
a ofrecer una solucién apropiada, basan-
dose en la tecnologia moderna, para superar
esta limitacién.

Sin embargo, la capacidad de
hacer el diagnéstico microscépico en la peri-
feria presenta varios otros problemas y res-
tricciones que no deben pasarse por alto.
Por ejemplo:

O la capacitacién es costosa y
exige una organizacion eficiente para selec-
cionar los aspirantes apropiados, preparar
los cursos y planificar las ensefianzas de
repaso;

O el debido mantenimiento del
equipo, incluidas la provisién regular de
suministros, como aceite de inmersiéon y
materiales de tincioén, y la inspeccién pe-
riddica de los microscopios, exige una in-
fraestructura eficiente;

{1 a menudo, por una actitud de
optimismo mal fundado, se exige demasiado
de los microscopistas que trabajan en la
periferia, cuya eficiencia se ve minada a
veces por deficiencias de los requisitos cita-
dos y porque, durante las estaciones de
mayor incidencia, deben examinar 100
laminillas en una mafiana; como resultado,
las parasitemias de baja densidad se pasan
por alto muchas veces y el diagnéstico de la
especie puede no ser fiable.

Pruebas de quimica clinica
como indicadores indirectos de la
infeccion malarica

Las pruebas de quimica clinica
se utilizan como indicadores indirectos de
muchas enfermedades, pero no se ha ex-
plorado su empleo en el diagnéstico de la
malaria. Si se pudiera contar con pruebas de
este tipo para esta enfermedad que fueran
baratas y fiables, serfan un valioso instru-
mento de diagnéstico en zonas donde es im-
posible ofrecer los medios necesarios para
un buen examen microscépico. Se podrian
emplear en la periferia del sistema de aten-
cidon de salud, ya que hoy en dia existen va-
rias pruebas sencillas que se hacen con tiras
reactivas o con métodos parecidos para in-
vestigar muchas variables de la quimica
clinica.

La malaria, especialmente la
causada por P, falciparum, es una enferme-
dad en la que se producen cambios quimicos
por la destruccién de los eritrocitos provo-
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cada por los parasitos. Estos cambios guar-
dan por lo com{in una relaciéon cuantitativa
con el grado de destruccién de dichas célu-
las. Ademas, en la malaria aguda hepética,
suele haber signos de alteraciéon funcional
aun cuando la parasitemia es baja o mo-
derada. En casos de malaria grave y compli-
cada y de nefropatia maléarica se observan
trastornos importantes de la funcién renal;
pero esto raras veces ocurre en la malaria
por P falciparum no complicada. Sin em-
bargo, en la malaria aguda es muy comin la
proteinuria leve. Los procesos inmunitarios,
junto con la disfuncién hepatica, a menudo
provocan una reduccién significativa de la
relacién albamina/globulina. Por tanto, las
pruebas para determinar la concentracién
de urobilina, albiimina y productos de de-
gradacidn de la haptoglobina en lIa orina, asf

como la de deshidrogenasa lactica, tran-
saminasa glutamica piravica, deshidro-
genasa de sorbitol, sodio y haptoglobina en
la sangre, pueden ser indicadores indirectos
de malaria aguda. En el cuadro 2 se resume
el posible valor de estos indicadores para el
diagnéstico asi como las otras enfermedades
que pueden ocasionar modificaciones simi-
lares.

Ademas de los indicadores enu-
merados en el cuadro 2, la bilirrubina sérica
a menudo muestra un aumento moderado
en la malaria, pero la bilirrubinuria es rara,
excepto en casos de malaria complicada con
gran afeccion hepéatica. Esto dltimo se ob-
serva también en personas que sufren hepa-
titis, pues los valores de bilirrubina suelen
estar elevados en la sangre y en la orina.

CUADRO 2. Indicadores indirectos de infecciones malaricas a partir del examen de especimenes de orina

y sangre
Cambio en  Posible
la malaria  valor Otras enfermedades causantes
Indicador aguda diagnédstico  de un cambio similar
Sangre
Urobilina Aumento Alto Hepatitis, hemdlisis inducida por medicamentos

Deshidrogenasa lactica Aumento

Moderado

Transaminasa glutdmica Aumento Alto

pirdvica
Deshidrogenasa Aumento Alto

de sorbitol
Albtimina (A) Reduccién  Moderado }
Globulina (G) Aumento Moderado
Sodio Reduccién  Alto

Orina
Urobilina Aumento Alto
Albumina Aumento Moderado/
alto

Neopterina Aumento Moderado

Anemia perniciosa y hemolitica, mononucleosis,
leucemia mieloide, hepatitis, lesién hepética
tdxica, infarto del miocardio

Hepatitis aguda, primeras etapas del infarto
del miocardio

Hepatitis aguda y disfuncién hepatica cronica

A menudo, reduccion de la relacion A/G en
enfermedades infecciosas y disfuncidn hepatica

Enfermedades causantes de deshidratacion,
quemaduras, neumonia

Hepatitis, hemdlisis inducida por medicamentos
Diversas enfermedades infecciosas,
nefropatias
Tumores, leucemia, diversas enfermedades
infecciosas




El potencial y la fiabilidad de es-
tos y de otros indicadores indirectos para el
diagnéstico de la malaria se debe evaluar
por medio de estudios en los que se es-
tablezca la correlacién que existe entre los
cambios quimicos y las variables clinicas y
parasitologicas.

NUEVAS TECNICAS

Los estudios recientes del ge-
noma parasitario, junto con la produccién
—mediante manipulacién genética— de
antigenos malaricos puros y la obtencion
de anticuerpos monoclonales especificos
han permitido contar con reactivos que
pueden emplearse para crear otras pruebas
que representen una opcion frente a la mi-
croscopia. Hoy en dia, las infecciones causa-
das por varios otros agentes se diagnostican
completamente mediante el uso de produc-
tos de esta clase.

Sondas de ADN

El ADN gendmico de P. falci-
parum tiene las caracteristicas necesarias
para la identificacion especifica del parasito
en el diagnéstico clinico. Posee abundantes
secuencias repetitivas que son especificas del
plasmodio y al parecer no son liberadas o no
persisten en la corriente sanguinea después
de la lisis de este. Estas secuencias pueden
detectarse por medio de la hibridacién. Las
dos cadenas complementarias de ADN del
parasito se separan, es decir, se desnaturali-
zan por tratamiento quimico o térmico, y se
ligan a una superficie s6lida. Se mezclan con
una sonda de ADN que también se ha
desnaturalizado y contiene una secuencia de
nucledtidos complementaria de una secuen-
cia repetitiva en el ADN del paréasito. Un se-
gundo tratamiento permite la hibridacién de
las cadenas con el ADN del parasito. Esa
reaccion puede visualizarse detectando la
emision de isétopos o la actividad de una
enzima ligada al ADN de la sonda.

Franzén et al. (8) fueron los pri-
meros en demostrar en el laboratorio las po-
sibilidades de diagnéstico que ofrecen las
sondas de ADN, empleando fragmentos
clonados de ADN de P, falciparum que con-
tenian miltiples repeticiones imperfectas en
tandem de una secuencia de 21 pares de ba-
ses. Otros investigadores han descrito son-
das similares de P. falciparum que contienen
repeticiones de 21 pares de bases, algunas de
las cuales se han ensayado sobre el terreno
con resultados prometedores (9, 11).

En fecha mas reciente, oligonu-
clebtidos sintéticos que contienen las repeti-
ciones de 21 pares de bases se han ensayado
como sondas diagnésticas para P falci-
parum. Las sondas sintéticas no tienen ADN
vector y, por tanto, producen un menor ni-
mero de reacciones cruzadas con el ADN
contaminante de la muestra. Se pueden
marcar con P que emite radiactividad es-
pecifica o con una enzima como la fosfatasa
alcalina que produce una reaccién cro-
mética (12-15). La técnica exige un volu-
men definido de sangre (por lo general entre
10y 200 ul), que se obtiene mediante el pin-
chazo de la yema de un dedo y se coloca en
placas de microtitulacién o en tubos de mi-
crocentrifuga. Las muestras se pueden con-
gelar, guardar en soluciones amortiguadoras
de conservacién, o ambas cosas. En la ac-
tualidad, se deben transportar luego a un la-
boratorio equipado con bafio de agua o
incubadora, bolsas con cierre para hibrida-
cién y sondas marcadas. El procesamiento
de las muestras es méas sencillo cuando se
emplean sondas marcadas con isbtopos, ya
que estas pueden hibridarse con el ADN ob-
jetivo cuando la sangre lisada digerida se
filtra directamente (9). Sin embargo, las son-
das marcadas con *?P tienen una vida media
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corta (que exige el remplazo mensual de la
sonda), emiten radiacién penetrante y re-
quieren equipo de autorradiografia. Las
sondas marcadas con enzimas reducen el
tiempo necesario para la hibridacion y su
deteccién y son intrinsecamente mas esta-
bles y seguras.

En la actualidad, las sondas
marcadas con enzimas exigen un trata-
miento més extenso de las muestras y son
menos sensibles que las marcadas con 32P. El
umbral de sensibilidad es de cerca de 50
parasitos para las sondas de plasmidos, y de
500 para las de un solo oligbmero sintético
marcado con fosfatasa alcalina. Sin em-
bargo, hasta ahora ambas técnicas han pro-
ducido resultados negativos y positivos
falsos en relacion con parasitemias de 5 a
2 000 parasitos/pl. Se necesita una eva-
luacién complementaria para determinar si
estos problemas son inherentes a la metodo-
logia o se pueden eliminar mediante la opti-
macién de los protocolos. Ambos tipos de
sondas podrian ser baratos y su uso re-
queriria relativamente poco adiestramiento
y trabajo.

La sonda marcada con enzimas
podria permitir el diagnéstico de los casos
individuales de malaria, con lo que se redu-
ciria la farmacoterapia innecesaria. Las son-
das marcadas con sustancias radiactivas no
se podrian emplear en la mayoria de estas
situaciones. En el laboratorio, la sonda de
oligonucledtidos sintéticos conjugada con
fosfatasa alcalina detecta parasitemias de
0,002% . Esta capacidad seria suficiente para
el diagnostico de P. falciparum en zonas
donde la transmisién es inestable (véase an-
tes). Sin embargo, con el fin de adaptar esta

prueba al medio clinico, incluidos los hospi-
tales centrales, hay que resolver primero va-
rios problemas. Por ejemplo:

1  mejorar el material empleado
para ligar el espécimen;

O  simplificar el proceso de desna-
turalizacién y lavado;

{d garantizar que las proteinas de
la sangre (hemoglobina, fibrin6geno) no se
unan en forma inespecifica a la sonda;

O calibrar la prueba colorimé-
trica.

Ademas, antes de poder llevar la
técnica a la periferia como prueba clinica,
habré que investigar lo siguiente:

0  la estabilidad y tiempo de con-
servacion de las sondas vy los materiales au-
xiliares, y

O Ila simplificacién de la técnica.

Como se indicé antes, una
prueba de diagndstico que se pretenda usar
en Jugar de la microscopia en zonas donde la
transmisién de la malaria es estable podria
ser menos sensible o incluso menos espe-
cifica que la que se necesita en zonas donde
es inestable, puesto que en las primeras la
malaria clinica guarda relacién, por lo ge-
neral, con parasitemias de P, falciparum de
cerca de 10 000 parasitos/ul. En situaciones
epidemioldgicas estables, desde el punto de
vista operativo seria importante disponer de
una prueba segura para detectar =10 000
parasitos/ ¢l de sangre. La sonda de oligonu-
clebtidos ligados a enzimas para deteccion
de P falciparum podria emplearse en una
prueba de esta indole si el método pudiera
adaptarse para detectar de manera fiable
una parasitemia intensa, por ejemplo, me-
diante la vigilancia periddica de la aparicion
de la reaccién cromética. Por otra parte,
una sonda general para todas las especies
causantes de malaria, como la basada en se-
cuencias de telébmeros de ADN, también po-
dria ser 1til en zonas donde la transmision es
estable (17).



Deteccion de antigenos

Se han practicado pruebas ra-
dioinmunolégicas de inhibicién de fase s6-
lida y ELISA para demostrar la presencia de
antigenos de los parasitos en eritrocitos so-
lubilizados que presentan infeccion (18-21).
Estas pruebas se basaron en la capacidad
que tienen los antigenos de eritrocitos infec-
tados lavados de inhibir el enlace de un anti-
cuerpo marcado con sustancias radiactivas
o enzimas a un plastico cubierto con un
antigeno sin purificar tomado de cultivos de
P, falciparum. Se ha notificado que estos
métodos permiten detectar parasitemias de
0,01 a 0,001%. Se ha descrito también el
empleo de una prueba radicinmunolégica
de inhibicién efectuada con anticuerpos
monoclonales, pero solo detectd de 45 a
85% de las extensiones de sangre calificadas
como positivas al examinarlas al microsco-
pio (22). Segln se informa, la técnica dot-
ELISA detecta parasitemias de 0,001% en
cultivos de P, falciparum (23). Por tanto, la
deteccion de antigenos ofrece buenas posibi-
lidades como indicador de parasitemia, pero
las pruebas citadas no son apropiadas para
el diagndstico ordinario, sobre todo por las
dificultades para estandarizar los reactivos
sin purificar que se emplean y la necesidad
de eliminar todos los anticuerpos antima-
laricos de la muestra de prueba para re-
solver el problema de los resultados po-
sitivos falsos.

También se ha tratado de crear
una prueba de deteccidon de antigenos
basada en anticuerpos monoclonales o
policlonales dirigidos contra antigenos

excretorios y secretorios especificos de
P, falciparum. En un estudio se empled un
anticuerpo monoclonal contra un antigeno
termoestable Pf93 liberado por P falci-
parum antes de la ruptura del esquizonte y
en el momento de esta. Un inmunoensayo
de doble sitio a base de este anticuerpo
monoclonal y un marcador radiactivo o en-
zimatico detectd el antigeno en 18 de 25
muestras de suero de personas con infec-
ciones por P. falciparum confirmadas me-
diante el microscopio. El empleo de dos
anticuerpos monoclonales distintos contra
la proteina PfHRP-2 de P. falciparum, rica
en histidina, en un ensayo de captura de
antigeno permiti6é detectar este en 20 de 25
muestras de suero. Estas pruebas fueron sen-
sibles solo frente a parasitemias de 0,08% o
mas. Las dos dieron resultados negativos
con 40 muestras de suero de personas no in-
fectadas. En otro estudio, la técnica ELISA
de cuatro etapas, basada en la captura de
antigenos por un anticuerpo monoclonal
dirigido contra un antigeno de P, falciparum
con una masa molecular relativa (M,) de
50 000, detectd parasitemias de 0,001 a 25%
sin que se registraran resultados positivos
falsos; pero no se observd una correlacién
clara entre la cantidad de antigeno y la para-
sitemia cuando esta era de poca cuantia.
Una de las razones podria ser que el anti-
geno persiste en el suero por varios dias des-
pués de Ia eliminacion del parésito (25).

Todas las pruebas de deteccidén
de antigenos malaricos estan afin en etapas
iniciales de desarrollo. Sin embargo, quiza
sea posible adaptar una prueba para fines de
diagnéstico si la molécula objetivo posee las
siguientes caracteristicas:

O  no debe pasar a la circulacién ni
permanecer en esta, independientemente del
parasito;

O debe ser tan abundante como
sea posible para maximizar la sensibilidad
de la prueba;

O no debe mostrar gran diversidad
genética en la poblacién de parasitos;
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O debe tener una estructura di-
ferente de la de los antigenos no malaricos
que se pueden encontrar en las muestras de
sangre, por ejemplo, proteinas del huésped
o de otros agentes patogenos.

Ademas, quiza sea ventajoso se-
leccionar una o varias proteinas objetivo
que sean comunes a todas las especies de
plasmodios que causan la malaria humana.
Hay varias proteinas bien definidas que
satisfacen estos criterios. Entre ellas estan los
antigenos producidos por el parasito y loca-
lizados en la superficie del eritrocito infec-
tado o cerca de esta, como el antigeno de su-
perficie de eritrocitos infectados con formas
anulares (RESA) (26) y las proteinas ricas en
histidina (27), partes de los antigenos de su-
perficie de los merozoitos, como el precur-
sor de los antigenos principales de superficie
de los merozoitos (PMMSA) o el antigeno
polimorfo del esquizonte (PSA) (28) y las
proteinas intracelulares. En la actualidad,
los mejores métodos de deteccidn y visuali-
zacién de antigenos aprovechan los anti-
cuerpos monoclonales o policlonales que se
enlazan especificamente con el antigeno
objetivo.

Es preciso vencer varios obsta-
culos antes de poder adaptar este método
para uso clinico en cualquier nivel del sis-
tema de atencién primaria de salud, por
ejemplo:

O  los anticuerpos del huésped con-
tenidos en la muestra se pueden unir al
antigeno y dar un resultado positivo falso;
en la actualidad, esto se resuelve en el la-
boratorio lavando la muestra de sangre,
proceso que podria ser dificil, excepto en un
hospital central;

O  es preciso evaluar la sensibilidad
de la prueba en relacién con el antigeno es-
cogido vy el anticuerpo empleado para la
deteccién;

00  los métodos de visualizacion de-
ben ser uniformes, sencillos y apropiados
para su empleo en zonas con instalaciones
minimas.

PRUEBAS
DIAGNOSTICAS PARA
ESTUDIOS
EPIDEMIOLOGICOS

Las clases de pruebas diagndsti-
cas empleadas en estudios epidemioldgicos
son mas variadas que las utilizadas en la
practica y los estudios clinicos, puesto que
incluyen técnicas para determinar infec-
ciones pasadas y actuales de una poblacion,
estudios para determinar la sensibilidad
de estas infecciones a los medicamentos,
pruebas funcionales del estado inmunitario
de una persona o de una poblacién y méto-
dos para detectar la infeccién en el mos-
quito. Es preciso realizar un gran nimero de
cada una de estas pruebas, pero no es tan
importante presentar los resultados con la
misma rapidez que exige el diagndstico en
los servicios de atencién de salud. Por tanto,
estas pruebas para estudios epidemioldgicos
se pueden realizar en un laboratorio central,
que cuenta con equipo especializado, y de
preferencia deben ser susceptibles de auto-
matizacion.

Diagnostico en el ser humano
1. Técnicas ordinarias

Deteccion de parasitos con el micros-
copio. El examen con microscopio dptico
puede ser excelente para el diagnostico de
casos individuales, pero su uso en estudios
epidemiologicos de gran envergadura tiene
limitaciones porque lleva mucho tiempo,
cosa que reduce también la motivacién del
microscopista en situaciones en que es pre-
ciso examinar un gran nitmero de exten-
siones, muchas de las cuales no contienen



parésitos. Por tanto, desde el punto de vista
practico, seria ftil emplear otro medio sus-
ceptible de automatizacién.

Determinacion de la sensibilidad de
P falciparum a los medicamentos. El
surgimiento v la propagacién de cepas far-
macorresistentes de P falciparum es un
grave problema epidemiolégico para el con-
trol de la malaria. Actualmente se emplean
en todo el mundo pruebas in vitro para de-
terminar la sensibilidad del parasito a todos
los medicamentos antimalaricos en uso, que
han proporcionado valiosa informacién.*
Estas pruebas son cuantitativas, reproduci-
bles y pueden estandarizarse. Su uso en am-
plia escala est4 limitado por las manipula-
ciones relativamente complejas que se
necesitan, como el cultivo de una muestra
de sangre a 37 °C por 24 a 48 horas y el po-
sible sesgo de los resultados producido por
los medicamentos antimalaricos u otros que
el paciente haya tomado antes de la prueba.
Una prueba maés sencilla y rapida que per-
mitiera determinar la presencia de parasitos
farmacorresistentes tendria amplia apli-
cacion.

Determinacién de las concentraciones de
anticuerpos contra las fases eritrociticas
asexuales del parasito. Esta determina-
cién no es atil para el tratamiento de casos
individuales de malaria aguda y crénica,
pero tiene un gran valor en los estudios epi-
demiolbgicos, por ejemplo, para determinar
la distribucién geografica de la malaria, la
prevalencia de la infeccién, la intensidad de
la transmision y el efecto de los programas
de control de la enfermedad, asi como para
seleccionar donantes de sangre expuestos al

1 Payne, D. Practical aspects of the use of the standard
WHO in vitro macro and microtests systems for the
determination of the sensitivity of Plasmodium falci-
parum to chloroquine, mefloquine, amodiaquine and
quinine. Ginebra, Organizacién Mundial de la Salud,
1984. Documento inédito MAP/84.2.

riesgo en zonas que no son endémicas y para
fines de investigacion.

Para los propdsitos del sero-
diagnéstico se han empleado la prueba de
precipitacién en gel, la hemaglutinacion in-
directa (IHA), la prueba indirecta de anti-
cuerpos fluorescentes (IFA), la prueba ra-
dioinmunolégica (RIA) y el ensayo
inmunoenzimatico (ELISA). Hoy en dia,
rara vez se emplean las pruebas de precipita-
cién y las radioinmunolégicas, aquellas por
su poca sensibilidad y estos por haber sido
remplazados casi completamente por la
prueba ELISA S

I) Prueba indirecta de anticuerpos fluores-
centes (IFA). Esta sigue siendo la técnica
de uso mas comin para determinar los anti-
cuerpos contra las fases eritrociticas asexua-
les del parasito. La fuente del antigeno se
puede preparar en los laboratorios centrales
de la mayoria de los paises con malaria en-
démica. Con un cuidado minimo, las pre-
paraciones de antigeno fijado se pueden em-
plear por un periodo de uno a tres meses si
se mantienen en un lugar seco a la tempera-
tura ambiente. La técnica tiene buena sensi-
bilidad v permite cuantificar las concentra-
ciones de anticuerpos. Sin embargo, no se
puede emplear sobre el terreno porque exige
reactivos especiales y un microscopio de luz
ultravioleta. El método también esta limi-
tado por falta de reactivos estandarizados y
la dificultad de determinar el punto final que
indica la positividad.

5 Organizacién Mundial de la Salud. Immunodiagnosis
in malaria. Ginebra, 1985. Documento inédito WHO/
MAL/85.1018.
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La prueba IFA clésica se puede
modificar por fijacién con glutaraldehido de
los eritrocitos parasitados, a fin de permitir
la deteccidn especifica de anticuerpos contra
el antigeno de superficie de los eritrocitos in-
fectados con formas anulares (RESA). Los
parasitos maduros, es decir, los esquizontes,
se han empleado como antigenos en las in-
vestigaciones sobre la reactividad de los
antisueros de personas con grados diversos
de exposicién a la malaria, con el fin de estu-
diar la importancia relativa de la diversidad
antigénica de los componentes parasitarios
expresados en la superficie de los eritro-
citos.

Il) Prueba de hemaglutinacién indirecta
(IHA). Esta técnica es sencilla; los reac-
tivos, o sea los eritrocitos cubiertos con
antigeno malérico, se pueden preparar en
cualquier laboratorio central y el personal
adiestrado en la localidad puede examinar
un gran niimero de muestras. Las princi-
pales limitaciones de esta técnica son su
poca especificidad en las zonas endémicas,
donde un elevado porcentaje de las mues-
tras de suero de los pacientes infectados
aglutinan los eritrocitos indicadores no sen-
sibilizados, su poca sensibilidad para la de-
teccién de anticuerpos en los nifios y en in-
fecciones primarias recientes, y la falta de
reactivos estandarizados. Esta poca especifi-
cidad guarda relacién con el hecho de que
los eritrocitos se han cubierto principal-
mente con extractos sin purificar de eritroci-
tos parasitados que contienen bajas concen-
traciones de antigenos malaricos. Esta
prueba podria mejorar mediante el uso de:

O  particulas de latex o sustancias
similares estandarizadas cubiertas con anti-
genos malaricos, y

O fuentes de antigenos malaricos
debidamente caracterizados para el revesti-
miento.

I} Ensayo inmunoenzimatico (ELISA).
Esta es una técnica sencilla que requiere una
pequeha cantidad de antigeno malarico sus-
ceptible de fijarse en diversos medios de so-
porte solido, que van desde placas de plas-
tico con muchas fosetas hasta papel de
nitrocelulosa. Se puede automatizar para
empleo en los laboratorios centrales donde
hay que examinar un gran niimero de mues-
tras y cuantificar los resultados, o sobre el
terreno, donde la prueba es semicuantitativa
y puede Jeerse sin ayuda de instrumentos.

Las principales limitaciones son
las variaciones entre los laboratorios debido
a dificultades de estandarizaciéon y a la re-
lativa falta de especificidad y sensibilidad de
la prueba ELISA cuando el medio de soporte
sblido se reviste con extractos de eritrocitos
parasitados. El método podria mejorarse
usando antigenos purificados (véase Prue-
bas IHA y ELISA mejoradas. . .).

2. Métodos que se estan evaluando

Sondas de ADN en estudios epidemiol6-
gicos. Se han concluido en Tailandia y
Kenya los estudios preliminares de valida-
cién sobre el terreno de la sonda de ADN
especifica de P. falciparum, efectuados por
Barker et al. (9). Los resultados del analisis
de la sonda de ADN se compararon con los
del examen de extensiones de gota gruesa
tefiidas con Giemsa en tres estudios clinicos
separados. Cada estudio comprendi sendas
muestras de 500 a 700 pacientes. La preva-
lencia de la infeccién por P falciparum os-
cil6 entre 44% en un estudio realizado en
Kenya y 13% en los dos estudios efectuados
en Tailandia. En estos @ltimos, los resulta-
dos del analisis microscopico y de la sonda
de ADN fueron idénticos en 96,5 y 98,6 % de



las muestras de los pacientes, respectiva-
mente; en el efectuado en Kenya se obtu-
vieron resultados idénticos en 87% de las
muestras. Al analizar con el método de la
sonda de ADN los resultados negativos
falsos, es decir, las muestras en las que los
parasitos se detectaron mediante el examen
microscopico pero no con la sonda de ADN,
se observd que mas de 90% de estas mues-
tras correspondian a parasitemias de menos
de 40 parasitos/ul. Esta cifra es un poco
mayor que el limite inferior de deteccién de
la microscopia comin (es decir, 100 campos
microscopicos = 4 parasitos/ul de sangre);
al reexaminar algunas de estas laminillas se
observaron resultados negativos al menos
en 50% de las que en un principio se de-
clararon positivas por el examen microscé-
pico y negativas por la sonda de ADN.

Estos estudios se han ampliado a
un gran namero de pacientes en el Brasil,
Kenya, Sri Lanka y Tailandia. En total, en
estos cuatro paises se examind a méas de
3 000 pacientes para detectar la infeccién
malarica. En cada estudio se prepararon
laminillas separadas para examen microscé-
pico que fueron examinadas por los micros-
copistas ordinarios y por expertos. Se llegd a
la conclusién de que la sensibilidad de la
sonda de ADN se compara en forma bas-
tante favorable con la de la microscopia or-
dinaria; aquella detecta densidades minimas
hasta de 40 paréasitos/pul de sangre. Ademas,
ofrece la ventaja de ser un procedimiento es-
tandarizado que se puede automatizar. Una
caracteristica importante de este método es
su caracter reproducible en un gran nimero
de muestras sin que haya un sesgo signifi-
cativo por parte de quien interpreta los
resultados.

El método se esta evaluando en
estudios epidemioldgicos de mayor escala;
uno de ellos, ya concluido, fue una encuesta
realizada en las aldeas de la zona Chiang
Mai de Tailandia. En este estudio se adiestrd
a seis equipos locales en la recoleccion de
muestras y la aplicacién del ADN a los
filtros. En total, se recogieron 5 000 mues-
tras de sangre en un periodo de ocho dias y
se hibridaron con la sonda de ADN en el si-
tio de recoleccién. Los primeros resultados
se obtuvieron una semana después de la en-
cuesta. Los anélisis ulteriores de las mues-
tras de sangre tomadas simultineamente
concluyeron al cabo de algunos meses. Los
examenes de deteccidn con la sonda de
ADN vy con el microscopio dieron resulta-
dos similares en 99,2% de las muestras de la
encuesta, es decir, 98,3% (4 430) fueron ne-
gativas y 0,9% (41) fueron positivas al exa-
minarlas con ambos métodos. La sonda de
ADN dio un resultado positivo falso en 13
de las muestras de la encuesta y uno ne-
gativo falso en 22 muestras, al compararla
con el examen microscépico (cuadro 3). Es-
tos resultados indican una especificidad de
casi 100% y una sensibilidad cercana a 65%.

El método de la sonda de ADN
puede ofrecer més ventajas que el examen
microscopico para la deteccién de infec-
ciones mixtas. En un principio, los micros-
copistas clasificaron todas las infecciones
mixtas por P, vivaxy P. falciparum como in-

CUADRO 3. Comparacion del diagndstico

de malaria mediante sondas de ADN y mediante
microscopio dGptico en una encuesta realizada
en la zona de Chiang Mai, Tailandia

Examen microscopico

Negativo  Positivo  Total

Sonda de ADN
Negativo 4 430 22 4 452
Positivo 13 41 54
Totai 4 443 63 4 506

Fuente: D. Wirth, comunicacién personal, 1987.
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sonda de ADN especifica de P. falciparum
mostrd hibridacién. Un examen ulterior de
los frotis de sangre confirmé las infecciones
mixtas. Esta ventaja puede ser de particular
importancia en zonas donde existe P. falci-
parum farmacorresistente porque la quimio-
terapia es diferente en las dos infecciones.

Se necesitan sondas especificas
para las otras especies de parasitos causantes
de la malaria humana. Se ha tratado de
aislar sondas para el estudio de P vivax y
P malariae pero, hasta ahora, no se han
descrito secuencias repetitivas apropiadas
en las colecciones (“bibliotecas”) existentes.
La contaminacidon de estas colecciones
con ADN del huésped ha sido un grave
problema.

Pruebas IHA y ELISA mejoradas para la
deteccién de anticuerpos contra las fases
eritrociticas asexuales del parasito. La
amplia aplicacién de las pruebas IHA y
ELISA para el serodiagnéstico de malaria ha
sido obstaculizada por las limitaciones indi-
cadas. Se ha comprobado que estas pueden
superarse usando antigenos definidos y
purificados. Por ejemplo, al emplear estos
en la prueba ELISA, se pudo medir de
manera reproducible la cantidad de anti-
cuerpos contra las fases eritrociticas asexua-
les de P, falciparum en los nifios, incremen-
tar la sensibilidad y especificidad y
estandarizar el método (29). Los antigenos
empleados fueron un polipéptido de una M,
de 41 000 presente en los organelos en par y
un polipéptido de fusién 31-1 que corres-
pondia al antigeno de superficie de los mero-
zoitos. La disponibilidad de estos antigenos
definidos no debe constituir un problema
grave, pues ha sido posible producir varios
antigenos especificos de las fases eritrociti-
cas asexuales aislando el gen en cuestion y
expresandolo en un vector idéneo, mediante
sintesis de polipéptidos y el laborioso pro-
ceso de purificacién de extractos de parési-
tos. Se necesitaran antigenos o mezclas de
antigenos apropiados para lograr méaxima

anmaili 7 sornorilfin B s

sensibilidad v especificidad en pr uebas de
diagndstico de todas las especies de parasi-
tos causantes de la malaria humana. Estas
pruebas permitirian efectuar estudios
sobre:

O  la relacién entre las concentra-
ciones de anticuerpos de especificidad cono-
cida y la aparicién y gravedad de la infec-
cién malarica;

O la importancia de la diversidad
antigénica y de la reactividad cruzada de los
antigenos de diferentes especies en la epide-
miologia de la malaria, y

O  la restriccién genética de las res-
puestas de anticuerpos.

Ensayos con anticuerpos contra los ga-
metos. Se ha demostrado que los anti-
cuerpos del suero humano contra los game-
tos inhiben el desarrollo del parasito en el
mosquito y, por tanto, suprimen la infectivi-
dad de los pacientes con malaria o, en di-
ferentes concentraciones, tienen el efecto
contrario en el parasito e incrementan la in-
fectividad de P vivax (30). Por tanto, los
anticuerpos contra los gametos influyen
en el reservorio infeccioso de paréasitos
causantes de malaria humana y su deter-
minacién ofrece importante informacién
epidemiolégica.

Se ha demostrado que las eleva-
das concentraciones séricas de anticuerpos
contra los gametos de P vivax guardan co-
rrelacion con la capacidad bloqueadora de
la transmision de los sueros y, por ende,
ofrecen un indicador til de la inmunidad
blogueadora de la transmisi6n. Esta correla-
cidén no se ha demostrado en P, falciparum.



El bloqueo de la transmisién en esta @ltima
especie guarda relacién con los efectos espe-
cificos de los epitopos, y la presencia de
anticuerpos contra el objetivo de los
antigenos bloqueadores de la transmisién
no garantiza que estos funcionen. Se han
identificado al menos dos epitopos en cada
una de las proteinas objetivo de P falci-
parum, y solo una participa en el bloqueo de
la transmisién (31).

Se ha creado una prueba IFA,
que utiliza gametos femeninos como
antigeno, para determinar los titulos de anti-
cuerpos contra los gametos de P vivax y
P falciparum en el suero humano (32)
(K. N. Mendis, comunicacién personal,
1987). La prueba se puede efectuar em-
pleando gametos vivos en suspensién para
determinar los anticuerpos directos contra
la superficie del gameto o gametos secados
al aire para determinar el total de anticuer-
pos contra gametos.

Puesto que los antigenos ob-
jetivo de la inmunidad bloqueadora de la
transmision estan localizados en la superfi-
cie de los gametos, los anticuerpos contra
esta ofrecen una mejor estimacién de dicha
inmunidad. Sin embargo, el uso de suspen-
siones de gametos en lugar de parésitos “fija-
dos” exige més material parasitario. Se ha
observado que en la prueba IFA con game-
tos secados al aire o “fijados” se obtienen
titulos una o dos veces més altos, en una es-
cala de diluciones que se duplican, que
cuando se usan parasitos vivos sin fijar; esto
indica que existe un paralelo entre los anti-
cuerpos “contra todo el gameto” y los dirigi-
dos “contra la superficie”. Por tanto, para
estudios epidemiolégicos se prefiere emplear
los gametos secados al aire o “fijados” en la
prueba IFA.

Otros inmunoensayos como la
prueba ELISA y el ensayo inmunorradiomé-
trico (IRMA), que son menos subjetivos que
la prueba IFA, se estan estudiando como po-
sibles opciones. Estos ensayos requieren pre-
paraciones de gametos muy purificados que
son muy dificiles de obtener, sobre todo en

el caso de P, vivax. Sin embargo, esta limita-
cién podria resolverse empleando antigenos
de superficie definidos, como los que partici-
pan en la adquisicién de inmunidad blo-
queadora de la transmisién (32, 33).

Las pruebas anteriormente
descritas para determinar los anticuerpos
contra los gametos se emplean actualmente
en forma limitada y estan siendo validadas

para usarlas en estudios epidemiolégicos.

Ensayos con anticuerpos contra esporo-
zoitos. El método empleado en un princi-
pio para detectar anticuerpos contra los es-
porozoitos fue la prueba de precipitacion de
la proteina circunesporozoitica (CS). Esta
prueba, que exigia esporozoitos vivos y un
microscopio apropiado, era dificil de reali-
zar y tenia poca sensibilidad. Se descubrié
que la prueba IFA, en la que se emplean es-
porozoitos fijados con glutaraldehido o vi-
vos, era mas sensible (34). Se empled para
demostrar que los anticuerpos contra es-
porozoitos de P, falciparum y P, vivax se en-
contraban en una gran proporcién de per-
sonas que viven en zonas endémicas y que
su prevalencia en la poblacién, asi como sus
titulos, aumentaba con la edad (34, 35). Esta
técnica se modificd luego empleando pre-
paraciones hiimedas de esporozoitos adheri-
das a portaobjetos de vidrio tratados con
polilisina con el fin de detectar anticuerpos
contra los antigenos de superficie del para-
sito (36). Pese a su sensibilidad y especifici-
dad, estas técnicas IFA tienen varios incon-
venientes. Exigen un suministro continuo de
esporozoitos, un microscopio de fluorescen-
cia apropiado y personal bien adiestrado.
En los paises donde la malaria es endémica
raras veces se pueden cumplir estos
requisitos.
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En fecha reciente, se determind
la secuencia de aminoéacidos de la proteina
CS de varias especies de plasmodios. Los
epitopos inmunodominantes de estas pro-
teinas consisten en repeticiones de aminoaci-
dos en tindem. Las secuencias repetitivas de
las proteinas CS de P, falciparum y P. vivax
se conservaron muy bien entre los aislados
investigados y representaron el principal ob-
jetivo de la respuesta de anticuerpos. Estos
péptidos, obtenidos por sintesis quimica o
ingenieria genética, son poderosos instru-
mentos para la creacidén de ensayos sencillos
para detectar anticuerpos contra los esporo-
zoitos en el suero humano.

Hasta ahora se han usado tres
péptidos formados por niimeros diferentes
de las repeticiones de la proteina CS de P,
falciparum (asparagina-alanina-asparagina-
prolina = NANP) para elaborar pruebas
ELISA para la deteccidon de anticuerpos es-
pecificos contra los esporozoitos. Estos son
el péptido sintético (NANP); unido a al-
bimina de suero de bovino (37, 38), el pép-
tido sintético (NANP), (39, 40) vy el péptido
recombinado R32tet32 (41).

Las técnicas ELISA basadas en el
uso de estos péptidos especificos se han em-
pleado en estudios seroepidemiolégicos en
los paises donde la malaria es endémica y
han confirmado la dependencia con res-
pecto a la edad de la prevalencia de anticuer-
pos contra esporozoitos notificada en un
principio con la prueba IFA (37, 39, 40,
42, 43).

Estos métodos pueden llegar a
ser sumamente (tiles para estimar las tasas
de inoculacién de los mosquitos. Deben
ser de gran valor para estudiar la evolucién
de la respuesta de anticuerpos contra los es-
porozoitos y la correlacién entre estos anti-
cuerpos, la proteccidn y la diversidad de Ia
respuesta inmunitaria en los individuos.

Las pruebas ELISA repetitivas
basadas en péptidos ofrecen varias ventajas
en comparacion con la IFA. No se necesita
disecar los mosquitos para obtener los es-
porozoitos ni emplear material radiactivo,
son sencillas y no requieren personal con
adiestramiento especial y las microplacas
cubiertas de péptidos se conservan estables
por mucho tiempo. Una posible limitacién
de estos ensayos es su incapacidad de detec-
tar anticuerpos contra los esporozoitos diri-
gidos contra las secuencias no repetitivas de
la proteina CS de P falciparum (G. Del
Giudice, comunicacién personal, 1987). Sin
embargo, se desconoce la importancia de es-
tos anticuerpos y solo podra determinarse
cuando se aclare la funcién de las secuencias
de la proteina CS no repetitivas.

Ensayos funcionales del estado inmuni-
tario. A continuacién se describen tres
clases de estos ensayos.

I) Inhibicién de la invasién por esporozo-
ftos. Los ensayos funcionales permiten
evaluar la actividad in vitro de los anticuer-
pos contra esporozoitos mediante la deter-
minacion de la capacidad de un suero dado
para inhibir la invasion de células de hepa-
toma o hepatocitos humanos primarios por
esporozoitos y el desarrollo de estos en for-
mas exoeritrociticas (44, 45). Puesto que es-
tos ensayos exigen instalaciones apropiadas
para cultivos celulares y un suministro cons-
tante de esporozoitos, no se pueden utilizar
facilmente en muchos laboratorios de las
zonas endémicas. Ademaés, todavia no se ha
demostrado si la inhibicién de la invasién en
dichos ensayos esta correlacionada con la
inmunidad protectora in vivo. Sin embargo,

esta clase de ensayos es til para evaluar los
anticuerpos u otros factores inhibidores de

la invasién en sueros de residentes de zonas

endémicas y de voluntarios vacunados.

Il) Inmunidad bloqueadora de la transmi-
siébn. Se ha preparado un ensayo fun-
cional in vivo para evaluar la inmunidad



bloqueadora de la transmisién. En él se em-
plea esta técnica de alimentacién: la sangre
infectada con gametocitos, proveniente de
cultivos in vitro o de seres humanos infecta-
dos, se lava y se mezcla con el anticuerpo (o
el suero) de prueba y, por medio de una
membrana artificial, se administra a mos-
quitos criados en el laboratorio. Al cabo
de una semana, se diseca el intestino medio
de los insectos para estimar el niimero de
parésitos en desarrollo. Este ensayo depende
de la disponibilidad de una colonia de mos-
quitos criados en el laboratorio v de una
fuente de gametocitos infectantes; requiere
al menos 100ul de suero. Estos factores y el
procedimiento complejo limitan la aplica-
cién de la prueba, que permite hacer una
buena evaluacion de la respuesta inmunita-

ria funcional.

II) Inmunidad mediada por células. los
linfocitos T desempefian una funcién deci-
siva en la adquisicién y el mantenimiento de
inmunidad contra la malaria, con indepen-
dencia de que la inmunidad protectora esté
mediada por anticuerpos, células o ambas
cosas. Sin embargo, la activacidon de estas
células también puede inducir mecanismos
supresores. Apenas se ha comenzado a tra-
tar de vigilar las respuestas celulares dentro
del marco de los estudios epidemioldgicos o
ensayos clinicos. Estas investigaciones han
sido posibles como resultado de estudios re-
cientes sobre los mecanismos de activacién
de linfocitos y la creacién de nuevos méto-
dos para determinarla, entre ellos las mi-
crotécnicas apropiadas para empleo sobre el
terreno. En el establecimiento de estos méto-
dos fue muy til contar con antigenos ma-
laricos definidos que han permitido deter-
minar con mayor exactitud la capacidad que
tienen diferentes antigenos de inducir supre-

sion, la aparicidén de células T de memoria
y células B auxiliares o la activacion de
macrdfagos.,

Las técnicas siguientes miden las
respuestas celulares:

Activacion de las células T Existen varios
sistemas de ensayo para estudiar la activa-
cién de las células T in vitro. El método de
uso mas comin esta basado en la determina-
ci6n de la respuesta proliferativa de estas cé-
lulas a un antigeno mediante la captacién de
nucledtidos radiactivos (46). La prueba es
sencilla y se puede emplear para determinar
las respuestas mediadas por células en una
poblacioén. La necesidad de disponer de nu-
cledtidos radiactivos puede evitarse si se em-~
plea un sustrato cromégeno para deter-
minar una actividad enzimética lisosdmica
determinada (47) o la actividad de las mito-
condrias en células vivas (48).

Medicién de las citoquinas. Se puede lle-
gar a conocer la posible importancia protec-
tora de las respuestas de linfocitos deter-
minando la produccién o el consumo de
citoquinas, como las interleuquinas (IL-1 a
[L-5), sustancias de gran importancia para
regular la respuesta inmunitaria y su fase
efectora, que depende de las células T. Estas
valoraciones se han empleado para vigilar la
respuesta inmunitaria durante la infeccion y
para caracterizar diferentes inmundgenos
gracias a su capacidad de inducir la apari-
ci6n de células T de memoria, células B au-
xiliares o inmunidad celular.

Otras citoquinas solubles de im-
portancia en la malaria son el interferén
gamma (I[FN-y), un potente activador
de macrdfagos, y la caquectina, un factor de
necrosis de tumores (TNF) que interviene no
solo en la proteccién contra la enfermedad
sino también en su inmunopatologia (49-
51). Todos estos factores reguladores se
pueden ensayar en pequefias alicuotas (0,5 a
1,0 ml) de la misma muestra de sangre y no
hay necesidad de purificar los linfocitos.
Existen ensayos comerciales (ELISA) para
determinacién de IL-1, IL-2, IFN-y y TNE y
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pronto los habra para IL-3 e IL-5. Estos en-
sayos son relativamente baratos.

Proteccién mediante anticuerpos depen-
diente de las células T Se puede obtener
facilmente informacién directa sobre la
forma en que las células T regulan la pro-
duccién de anticuerpos. Con este propdsito
se utilizan los sistemas de cooperacién de cé-
lulas T y B que permiten determinar in vitro
la produccién (dependiente de las células T)
de anticuerpos especificos, ya sea en el so-
brenadante (52) o en células individuales
(53). Debe también ser posible determinar si
las personas expuestas a la malaria produ-
cen anticuerpos de la especificidad deseada;
para ello, células procedentes de una mues-
tra de 200 pl de sangre obtenida mediante el
pinchazo de un dedo se incuban en placas de
microtitulacion o tiras de nitrocelulosa re-
vestidas de antigenos por un par de horas, al
cabo de las cuales se retiran las células para
determinar, por medio de técnicas ELISA
ordinarias, si se produce una reaccién
antigeno-anticuerpo (54).

Inmunosupresién. El ensayo de pros-
taglandina E, (PGE,;) o metabolitos del
Acido araquidénico, de funcién inmunorre-
gulatoria conocida, puede dar algfin indicio
de inmunosupresion.

Fenotipificacién de células. La caracteriza-
cién fenotipica de los linfocitos puede reali-
zarse con 200 pl de sangre obtenida me-
diante el pinchazo de un dedo; se emplean
anticuerpos monoclonales comprados en el
comercio y la técnica de inmunofluorescen-
cia o de inmunotincién enzimética en por-
taobjetos. La desventaja de este método es
que la fraccién de leucocitos debe enri-
quecerse mediante lisis de los eritrocitos o
centrifugacién por gradiente. Este problema
puede superarse empleando cuentas de vi-
drio recubiertas de anticuerpos o un iméan
para separar los subconjuntos celulares de-
finidos. La contracoloracién de las células
permite distinguir facilmente las mononu-
cleares de las polimorfonucleares.

Los sistemas de ensayo para em-
pleo sobre el terreno deben comprender la
determinacion de “marcadores de activacién
linfocitica” tempranos para evitar la necesi-
dad de adquirir equipo para cultivo de linfo-
citos. Uno de estos marcadores es el receptor
de IL-2, que practicamente no existe en las
células T que no estan en mitosis pero puede
inducirse temporalmente mediante estimulo
antigénico, alogénico o mitdgeno. Otros
marcadores de activacién temprana en las
células T son los receptores de transferrina
(55) e insulina (56) asi como el complejo
Ia/DR (57). Una forma més directa de ca-
racterizar una subpoblacién proliferante de
células consiste en determinar la relacién en-
tre CD4* (principalmente células T auxi-
liares/inductoras) y CD8* (sobre todo célu-
las T supresoras/citotbxicas). El antigeno de
superficie CD45R hace la distincién entre
dos subconjuntos de células CD4%, en los
que el subconjunto CD45R ™~ obra como in-
ductor de anticuerpos y el CD45R* como
inductor de supresoras (58). La relacién cé-
lulas CD45R~/CD45R* ha sido una me-
dida {itil para la vigilancia de pacientes con
enfermedades mediadas por mecanismos in-
munitarios (59).

Andlisis del factor de crecimiento y de recep-
tores. Recientemente se han podido usar
sondas de oligonucledtidos humanos para
analizar la induccién del factor de creci-
miento y la sintesis de receptores en el
ARNm. Hoy en dia es posible efectuar un
ensayo autorradiografico de cinco factores
de crecimiento o receptores diferentes en un
pequefio nGmero de células (0,5a 1 X 10°
en un par de horas (60). Al aumentar el
tiempo de autorradiografia, debe ser posible
reducir el niimero de células. La recoleccién
de muestras y los problemas técnicos de es-
tos ensayos son iguales a los descritos en re-
lacién con el uso de sondas de ADN para
deteccion de parasitos.



Funciones efectoras mediadas por células.
Las células efectoras que desempefian un pa-
pel importante en la proteccién inmunitaria
contra los parésitos causantes de la malaria
incluyen células de la serie de los monocitos
y macrofagos y quiza varios granulocitos y
células citocidas (“asesinas”) naturales (NK)
(61-64). Aunque estas células pueden ac-
tivarse en forma inespecifica, la principal
via de activacion es iniciada por las células T
estimuladas por antigenos y regulada por
factores regulatorios solubles. La destruc-
ciébn de los parésitos o de los eritrocitos
parasitados puede implicar fagocitosis, pero
estos importantes mecanismos entrafian la
liberacion, por parte de las células efectoras,
de factores séricos inespecificos o de com-
puestos intermedios oxigenados reactivos
que matan los parésitos intraeritrociticos.
Las pruebas para evaluar estas reacciones
celulares implican inhibicion del crecimiento
de los parasitos e induccidn in vitro de las
formas de crisis por monocitos, células poli-
mofornucleares o células citocidas de
donantes infectados.

3. Pruebas posibles

Deteccién de parasitos. Se ha demos-
trado que la citometria de flujo permite de-
tectar automaticamente eritrocitos parasita-
dos, pero tiene aplicacién limitada porque
exige equipo complejo y costoso (65).

Los eritrocitos parasitados tam-
bién se pueden detectar mediante centrifuga-
cidn de la sangre en tubos capilares de vidrio
recubiertos con oxalato de potasio y naranja
acridina; los parésitos se detectan con mi-
croscopio de luz ultravioleta (66). Se dice
que el método permite detectar en un
minuto un parasito porcada 5 X 10°a 5 X
107 eritrocitos. El método no permite distin-
guir las diversas especies de parasitos y no se
ha evaluado cabalmente.

Sondas de ADN para determinar la far-
macorresistencia y otras caracteristicas
fenotipicas. Las sondas de ADN se po-

drian emplear en el anilisis genético de las
modificaciones genémicas relacionadas con
caracteristicas fenotipicas complejas, tales
como la farmacorresistencia, la virulencia y
la expresion de factores antigénicos deter-
minantes. Existen dos formas de preparar
esas sondas, a saber, por identificacién di-
recta del gen mutante o por identificacién de
marcadores estrechamente vinculados al
fenotipo que se pueden emplear como mar-
cadores genéticos o bioquimicos.

El gen que determina las altera-
ciones de la reductasa de dihidrofolato/sin-
tetasa de timidilato se ha clonado a partir de
parasitos resistentes a la pirimetamina em-
pleando sondas heterdlogas (67), de modo
que seria facil preparar una sonda génica
directa para el gen alterado. En cambio,
poco se sabe del mecanismo de resistencia a
otros medicamentos y, por tanto, se necesi-
tard hacer una seleccién méas general. Ac-
tualmente se prepara un mapa del genoma
humano completo en el que se indica el poli-
morfismo de la longitud de los fragmentos
de restriccién, y ya se han identificado mar-
cadores de numerosas enfermedades genéti-
cas. Puesto que el genoma de P falciparum
es cientos de veces méas pequefio que el ge-
noma humano, debe ser posible trazar el
mapa correspondiente empleando los méto-
dos que se utilizan para este Qltimo. Ya se
han puntualizado diferencias cromosémicas
entre los clones de P, falciparum resistentes y
sensibles a la mefloquina (D. Wirth, comu-
nicacién personal, 1987).

Sondas de genes de ARN riboso6-
mico. El ARN ribosémico es el 4cido nu-
cleico més abundante en la célula viva; cada
ribosoma tiene cuatro moléculas distintas de
ARN. Se ha estudiado la secuencia del gen
de una de estas, la molécula 18S, en P. falci-
parum y P, berghei. Las comparaciones en-
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tre las secuencias revelan extensas homolo-
gias pero, al mismo tiempo, hay suficientes
diferencias que permiten sintetizar sondas
de ADN especificas de la especie. Se ha men-
cionado que estas, hibridadas con ARN ri-
bosbdmico, se podrian emplear como sondas
diagnésticas alternativas (68).

Definicion de los epitopos de las células
T y B en los antigenos de plasmo-
dios. Los recientes adelantos logrados en
las investigaciones inmunolégicas han de-
mostrado que en un antigeno dado algunas
estructuras son reconocidas especificamente
por linfocitos T y otras lo son por anticuer-
pos especificos. La biisqueda de epitopos de
células T y B en antigenos de plasmodios es
de particular importancia para la prepara-
cién de una vacuna antimalarica eficaz que
induzca una respuesta inmunitaria especi-
fica al parésito. Este método se ha aplicado
recientemente a la proteina CS de P, falci-
parum con el fin de definir los epitopos re-
conocidos por la gran mayoria de los indivi-
duos, evitando asi los riesgos de
restricciones genéticas, como se ha demos-
trado en modelos experimentales.

Prueba de hipersensibilidad retardada en
la malaria. La prueba clasica in vivo de
inmunidad mediada por células consiste en
provocar hipersensibilidad cutinea de tipo
retardado mediante la inyeccién intradér-
mica de un antigeno. En varios estudios
efectuados con ratones y monos se ha de-
mostrado que la proteccién inmunitaria
contra la malaria puede estar correlacionada
con la hipersensibilidad retardada y con
otras funciones, como la activacién de
macrdfagos. Por tanto, en estudios epide-
mioldgicos o ensayos de vacunacién, las
pruebas cutineas con antigenos malaricos
definidos pueden dar informacién impor-
tante.

Diagnostico de la infeccion
en el mosquito

En teoria, las concentraciones de
anticuerpos contra esporozoitos en el ser hu-
mano deben indicar la intensidad local de
transmisién, pero la tasa de inoculacién se
puede determinar con mayor seguridad me-
diante la deteccién de esporozoitos en las
glandulas salivales del mosquito. Existe toda
una gama de métodos para detectar la infec-
cién por esporozoitos en el mosquito y el
que se seleccione dependera de la informa-
cién necesaria, la finalidad epidemiolégica
de la investigacién y los recursos y el per-
sonal disponibles. En algunas situaciones
epidemiolégicas sencillas, puede ser ade-
cuado el examen microscépico ordinario de
los mosquitos disecados, pero el empleo
de técnicas méas modernas, como la detec-
cidn de antigenos por medio de anticuerpos
monoclonales, puede resultar méas til en si-
tuaciones complejas. Esas pruebas son de
creacidn reciente y se necesitara algin
tiempo para poder practicarlas sobre el te-
rreno, ya que, por ejemplo, hay que ense-
farle al personal la forma de emplearlas y
debe asegurarse la provisién de los produc-
tos necesarios. Sin embargo, cabe esperar
que con el tiempo complementen otros ade-
lantos recientes en técnicas entomolégicas
(por €j., las técnicas empleadas en taxo-
nomia y en la caracterizacién de la resisten-
cia a los insecticidas) y amplien la contribu-
cibn de la entomologia al anilisis
epidemioldgico, a la estratificacién de pro-
gramas y a la eficacia operativa.

1. Métodos de uso actual

Deteccion de esporozoitos por diseccion
y microscopia. Este es el método clasico
y el mas usado. El equipo y los reactivos son
los empleados cominmente y son faciles de
adquirir, al menos en la mayoria de los la-
boratorios centrales. Este método exige
mucho trabajo y pericia para la diseccién e
identificacion de las diversas fases del para-



sito con el microscopio. La sensibilidad es
muy subjetiva y, aun en manos expertas,
es quiza un poco menor que con los inmu-
noensayos.

Por lo general, los mosquitos se
disecan inmediatamente después de inmovi-
lizarlos y la presencia de esporozoitos en las
glandulas salivales puede determinarse rapi-
damente en cada uno; pero el examen de
muestras grandes lleva tiempo. El método
puede ser barato si los costos de mano de
obra son bajos, y seguro si se maneja el in-
sectario en la debida forma. El ntimero de
esporozoitos por glandula se puede contar

homacitAmat
con un hemocitdémetro pero, por lo general,

los indices de infeccidén se determinan en
forma semicuantitativa o cualitativa. En
comparacion con los inmunoensayos, el
principal inconveniente de esta prueba es la
imposibilidad de determinar la especie del
parasito.

Otros métodos de uso actual. Los es-
porozoitos también se pueden aislar me-
diante separacién en columnas por gra-
dientes de densidad, filtraciébn con
membranas y centrifugacidn por gradientes,
seguida de microscopia. Aunque estos mé-
todos permiten examinar un gran néimero
de mosquitos, su uso nunca se ha propa-
gado y no son apropiados para determinar
la especie del parasito.

2. Métodos que se estan evaluando

Ensayo inmunorradiométrico (CIRMA)
y ELISA. Los esporozoitos infectantes
estan rodeados por la proteina CS, que es
especifica de la especie. Se han obtenido
anticuerpos monoclonales contra esta pro-
teina y, al menos los dirigidos contra la de P
falciparum y P. vivax, reaccionan con espo-
rozoitos de diverso origen geografico (69).
Por tanto, son reactivos ideales para em-
plearse en pruebas de captura de antigenos

para detectar esporozoitos infectantes. Se
han elaborado dos pruebas de este tipo, la
técnica IRMA de doble sitio (70) v una téc-

mimra BITQA canmaianta 77_ A\ 118 Ar-
nica cLion s€mejane (/i-/72/, QUC al

tualmente se estan evaluando para ser
empleadas en estudios epidemiolbgicos
(75, 76).

Estas dos pruebas se basan en el
uso de un anticuerpo monoclonal que reac-
ciona con el antigeno en la pared de las fose-
tas de la placa de microtitulacién, reacciéon
que es detectada mediante un marcador.
Este es [ en el ensayo inmunorradiomé-
trico, que no se recomienda para empleo en

Taa Inhawatnwiae da lac trAnicas nor razonac
105 1a00Tatorios Ge 105 ropiCos PpOT IaZones

de costo y seguridad. En la técnica ELISA,
que da resultados equivalentes, se emplea
peroxidasa de rabano picante marcada con
una sustancia cromodgena, ligada ya sea
directamente con el anticuerpo monoclonal
o mediante la intervencién de biotina y es-
treptavidina, para detectar la reaccion
antigeno-anticuerpo. La incorporaciéon de
biotina es quimicamente sencilla, en con-
traste con el acoplamiento directo con
peroxidasa. La estreptavidina, que también
se puede conseguir en el comercio con tres
complejos de biotina y peroxidasa, ampli-
fica la reaccién cromatica. Se prefiere deter-
minar la reaccién antigeno-anticuerpo con
un espectrofotdmetro, pero el examen vi-
sual de la reaccién cromética puede dar
buenos resultados, tanto en cuanto a po-
sitividad como a intensidad. La correlacién
del niimero real de esporozoitos con la in-
tensidad de la reaccion cromatica es imper-
fecta, pero se pueden obtener resultados
semicuantitativos. Se necesitan testigos po-
sitivos para la prueba, que pueden ser
antigenos sintéticos o recombinados o es-
porozoitos de mosquitos infectados en el la-
boratorio, los cuales no siempre son faciles
de obtener, sobre todo cuando se trata de
mosquitos infectados con P. malariae.

La técnica no ahorra tiempo ni
trabajo a menos que los mosquitos se pre-
paren en tandas, pero como los indices de
infeccién con esporozoitos se pueden deter-
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minar segfin la especie del parasito y del vec-
tor, el método es muy 0til para propor-
cionar informacién precisa para analisis
epidemiologicos. También tiene otras venta-
jas. Por ejemplo, es posible secar los mos-
quitos y examinarlos después de molerlos
junto con un detergente, procedimiento que
se puede realizar independientemente del
momento v del lugar de la captura. Como
solo se utiliza una parte del cuerpo del mos-
quito molido, se pueden repetir con facili-
dad las pruebas de resultado dudoso.
Ademaés, es posible combinar uno o mas
anticuerpos monoclonales especificos con
una prueba inicial y repetir con anticuerpos
individuales las pruebas que den resultado
positivo. La sensibilidad es igual o mejor
que la del examen microscOpico, pues de-
tecta de 10 a 100 esporozoitos. El método
permite someter a examen conjuntos de
mosquitos en las zonas donde es bajo el
indice de esporozoitos. Se pueden distinguir
las especies de plasmodios puesto que los
anticuerpos monoclonales son especificos de
especie.

La técnica tiene también desven-
tajas. Se necesita personal experto para rea-
justar la prueba si los resultados de las mues-
tras testigo no se ajustan al patron esperado.
Los reactivos deben prepararse y man-
tenerse congelados o a una temperatura de
4 °C por el periodo de duracién. El abdo-
men de los mosquitos se debe separar del
resto del cuerpo antes de molerlo. Esto, sin
embargo, permite usar el abdomen para de-
terminar la presencia de oocistos, la paridad

y el origen de cualquier ingestién de sangre
reciente.

Pruebas de anticuerpos fluorescen-
tes. Un método alternativo que evita la
dificil tarea de contar esporozoitos en las
glandulas salivales o en otros tejidos del
mosquito consiste en wusar anticuerpos
monoclonales dirigidos contra la proteina
CS de los esporozoitos marcados con una
sustancia fluorescente; la reaccidn antigeno-
anticuerpo se observa con un microscopio
de luz ultravioleta. Este método es ob-
viamente costoso y exige personal experto,
pero se puede usar junto con otras técnicas
para estudiar la liberacién y distribucion de
esporozoitos dentro del mosquito, y el
efecto de los factores relativos a este —in-
cluso el niimero de veces que ingiere san-
gre-—— sobre el desarrollo de esporozoitos;
también puede servir para determinar el né-
mero de esporozoitos que se transmiten y su
infectividad. Tiene mayor aplicacién en in-
vestigaciones de laboratorio que en estudios
epidemiolégicos sobre el terreno.

Sondas de ADN. Las sondas de ADN
aqui descritas se emplean para detectar la
presencia de parésitos en el hombre y se
pueden usar también para detectarlos en los
mosquitos. Estas sondas pueden ser especifi-
cas de la especie o del género; su utilidad
practica estd por determinarse.

3. Métodos posibles

En la actualidad, no existe
ningin método para estudiar la relacién epi-
demioldgica entre la poblacién de mosqui-
tos v el reservorio humano. Podrian ela-
borarse técnicas de captura de antigenos y
sondas de ADN para: I) determinar la
fuente de la sangre ingerida, con el fin de
calcular el indice de sangre humana, y II) de-
tectar los parasitos de la malaria y anticuer-
pos en la sangre ingerida, para poder
suministrar informacién sobre el reservorio
de parasitos y el estado inmunitario de la
poblacién humana.



RECOMENDACIONES

1. El uso del microscopio optico
en el diagnéstico de la malaria debe exten-
derse a los puntos de la periferia de los servi-
cios de salud méas distantes que sea posible.
Debe haber medios apropiados y técnicos
competentes para efectuar este examen, al
menos en los niveles con capacidad para re-
cibir pacientes de malaria derivados por fra-
caso del tratamiento o enfermedad grave.
Esto reviste particular importancia en las
zonas donde existe malaria por P. falci-
parum farmacorresistente y es preciso consi-
derar el tratamiento con medicamentos mas
costosos y menos bien tolerados.

2. Es necesario buscar métodos
distintos del examen con microscopio éptico
para el diagndstico de la malaria. Los mate-
riales necesarios deben ser baratos, sencillos
de usar y durables; el equipo debe ser apro-
piado para el nivel de servicios de salud en
que se pretende emplearlo.

3. Estos métodos alternativos
para el diagndstico de la malaria deben eva-
luarse criticamente en condiciones practicas;
los que se consideren ftiles deben estandari-
zarse y facilitarse, siempre que sea posible,
con un protocolo uniforme. Los técnicos y
trabajadores de salud que realizan de or-
dinario el diagnostico de la malaria deben
participar plenamente en el proceso.

4. Las sondas de ADN deberan
evaluarse con miras a introducirlas como
métodos regulares de deteccién de parasitos
en estudios epidemiologicos.

S. Hay que preparar sondas no
radiactivas y evaluar su posible uso en estu-
dios epidemiol6gicos. Estas sondas pueden
permitir el diagnostico de la malaria en ca-

sos individuales, pero ello necesitard un
mayor perfeccionamiento metodolégico.

6. En los paises donde la ma-
laria es endémica habr4 que conseguir cien-
tificos, técnicos y trabajadores de salud
competentes y adiestrarlos en el uso de las
nuevas técnicas de diagnostico, para que
las eval{ien y las incorporen a los programas
de control donde se considere apropiado.
Esto debe ayudar a transferir la tecnologia
del laboratorio al terreno.

7. El personal de los programas
de control de la malaria debe conocer los
posibles riesgos de la reutilizacién de lance-
tas para toma de muestras de sangre, espe-
cialmente en la transmision de la hepatitis y
quiza del SIDA. Se le debe instar encareci-
damente a emplear lancetas de uso {nico,
desechables o debidamente esterilizadas, al
recoger especimenes de sangre para diagnos-
tico. Si procede, habra que establecer proce-
dimientos para la esterilizacién y elimina-
cién de material posiblemente peligroso y
asegurarse de su debida observacion.

8. Es preciso evaluar el valor
potencial y diagnéstico de pruebas quimicas
e inmunolégicas sencillas como indicadores
indirectos de malaria.

9. Se debe dar orientaci6n a los
trabajadores de salud, sobre todo a los de la
periferia de los servicios de salud, para que
mejoren el diagndstico clinico de la malaria,
y ayudarles a reconocer los signos de los ca-
sos graves que exigen la remisién del
enfermo.

10. Se debe instar a los fabri-
cantes de renombre internacional a que
construyan un microscopio binocular
com(in a un costo razonable, con todas las
caracteristicas del microscopio basico de la-
boratorio. Dicho microscopio para el te-
rreno debe contar con un sistema 6ptico y
mecanico resistente a las condiciones tropi-
cales; también debe estar dotado de un sis-
tema mejorado de iluminacién con mayor
eficiencia y adaptabilidad para usarse con
luz natural, pilas o corriente de la red
principal.
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SUMMARY

MALARIA DIAGNOSIS:
MEMORANDUM FROM A
WHO MEETING

This Memorandum reviews (1)
the diagnostic requirements for malaria con-
trol within the primary health care system;
(2) the current methods of malaria diagnosis
used both in the clinic and in epidemiologi-
cal studies; (3) the status of research on al-
ternative methods to microscopy for the di-

76 Collins, F. H. et al. First field trial of an im-
munoradiometric assay for the detection of
malaria sporozoites in mosquitoes. Am | Trop
Med Hyg 93:538-543, 1984.

agnosis of malaria; and (4) the application
of new diagnostic methods in individual
cases, in the community, and in the mos-
quito and their possible integration into ex-
isting epidemiological studies and control
programmes. It also identifies priorities for
the development and validation of new and
reliable diagnostic techniques, and makes
recommendations for the improvement,
standardization, and utilization of current
methodology.



