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PLICACION

DEL METODO ELISA PARA LA DETECCION
DE ANTICUERPOS MALARICOS
EN DONANTES DE SANGRE!

Patricia Olaya de Morales,? Edgar Duque,? Carlos A. Espinal?

INTRODUCCION

La trapsfusién sanguinea es
un procedimiento de inmenso valor en la
practica médica actual, pero cuando se
efectiia sin un control adecuado puede
convertirse en un medio propicio para la
transmisidén de infecciones, sobre todo
aquellas que se encuentran latentes en el
donante.

Se han descrito casos de bru-
celosis (1), citomegalovirus (2) y otros ex-
cepcionales como aquel en que se demos-
16 la presencia de microfilarias en sangre
destinada a transfusién (3). Sin em-
bargo, las enfermedades que se presen-
tan con mayor frecuencia son la sifilis y 1a
hepatitis B (4) y, en algunos paises, la en-
fermedad de Chagas y la malaria (5).

Las pruebas rutinarias que se
practican en la mayoria de los bancos de
sangre para la seleccion de donantes in-
cluyen la serologia para la sifilis (VDRL) y
la deteccidn de antigeno asociado para la
hepatitis B. El control de otras enferme-
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dades infecciosas no es muy frecuente de-
bido a la falta de conocimientos sobre el
problema que representan. El estableci-
miento de métodos de control de agentes
infecciosos en los bancos de sangre re-
quiere de un estudio adecuado de las en-
fermedades prevalentes en las zonas geo-
graficas de las que provienen la mayotia
de los donantes, localizadas en las cer-
canfas de los centros hospitalarios.

Se ha dado cuenta de malaria
inducida por transfusién en paises como
los Estados Unidos de América o Francia
(6, 7), donde la enfermedad es una infec-
cidén excepcional, de baja incidencia y
siempre importada. En México, donde
hay algunas zonas de alta transmision, se
investigan los casos de malaria postetiores
a transfusién (8). En paises como Colom-
bia, donde la malaria es endémica, los
casos inducidos por transfusion pueden
confundirse ficilmente con infecciones
adquiridas a través del vector; algunos ca-
sos no se detectan en el hospital en que se
efectud la transfusién y la mayoria sim-
plemente no se informa. Esta falta de re-
gistro de datos y estudios al respecto hace
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imposible precisar la incidencia de la ma-
laria por transfusién en Colombia.

Se ha demostrado que el exa-
men de sangre periférica por la técnica de
gota gruesa no es un método practico
para la seleccion de donantes de sangre
(9). La serologia permite detectar las in-
fecciones activas y pasadas, y ha demos-
trado su utilidad para el estudio de la
malaria inducida por transfusién, me-
diante la técnica de inmunofluorescencia
(10) y por otro procedimiento, la prueba
de inmunoadsorcién enzimitica (ELISA)
(11).

En este articulo se informa so-
bre una investigacién serolégica que se
llevé a cabo entre los donantes del banco
de sangre del Hospital Universitario de
Cali, Colombia, con el fin de evaluar el
riesgo de malaria inducida por transfu-

sion.
MATERIALES
Y METODOS

El estudio se llevé a cabo en la
ciudad de Cali, capital del departamento
del Valle, en el occidente de Colombia.
Si bien en la zona urbana no hay trans-
misién de malatia esta se presenta en las
zonas vecinas, desde donde hay una gran
migracién de la poblacién hacia la ciu-
dad. Estudios realizados por el Servicio
Nacional de Erradicacién de la Malaria
(SNEM) revelaron que en 1983 en el de-
partamento del Valle se detectaron seis
focos y 12 210 casos de malaria (comuni-
cacion del SNEM).

Durante tres meses, del 15 de
septiembre al 15 de diciembre de 1983,
se tomaron muestras a todos los donantes
del banco de sangre del Hospital Univer-
sitario del Valle. Los sueros se separaron,
se congelaron y se enviaron al Laboratorio
de Malaria del Instituto Nacional de Sa-
lud de Bogoti. De todos los donantes se

obtuvieron datos sobre edad, sexo, grupo
sanguineo y Rh, ademds de su proceden-
cia o permanencia pfevia en otras zonas
diferentes de la ciudad de Cali.

Los niveles de anticuerpos
antimaliricos se determinaron en todas
las muestras por duplicado utilizando el
método ELISA indirecto desarrollado por
Voller ez &/. (12), con las modificaciones
que se especifican a continuacién. El
antigeno fue un extracto de formas ma-
duras de la cepa FCB-2 de Plasmodinm
fcz/czpzzrum (13) obtenidas por concentra-
ci6n con gradientes de Percoll (14) soni-
cadas durante 45 segundos a 60 ciclos por
segundo El periodo de incubacién del
antigeno fue de 1a 2 dfasa 4 °C, y el de
los sueros de 1 hora 30 minutos. El con-
jugado (anti-IgG humana FAB-2 en ca-
bra y ligada a fosfatasa alcalina producida
en el Instituto Nacional de Salud) se
incubd durante 2 horas, y el substrato (p-
nitrofenilfosfato sigma) se dejé reaccio-
nar durante 30 minutos. Estas incubacio-
nes se realizaron a una temperatura de
22+2°C.

Las muestras de sueros se di-
luyeron 1/300; en cada microplaca se n-
cluy6 un testigo positivo (suero conocido
de enfermos de malaria), uno negativo
(conjunto de sueros de individuos sin an-
tecedentes de malaria) y otro de PBS (pH
7,4) para diluir el suero.

Después de efectuar la prue-
ba, las densidades &pticas obtenidas se
registraron en un fotdmetro para micro
ELISA (ELISA—reader de Dynatech). En
estudios antetiores se estableci6 la densi-
dad éptica limite entre el valor negativo y
el positivo, que fue de 0,2 (11).

Olaya de Morales et al. * METODO ELISA

349



Bo/ Of Sanit Panam 101(4), 1986

350

RESULTADOS

Durante los tres meses del es-
tudio se analizaron 1 859 muestras. La
positividad total para anticuerpos anti-
maldricos que se encontrd por el método
ELISA fue de 13,4 por 1 000. Entre los
donantes que en el interrogatotio inicial
afirmaron que habian permanecido en
otras localidades diferentes de Cali la po-
sitividad fue de 29,8 por 1 000, mientras
que entre los de Cali fue de 9,4 por 1 000
(cuadro 1).

Se encontrd una relacidn entre
la procedencia de los donantes y su sero-
positividad; de los 11 donantes positivos
por el método ELISA procedentes de otras
localidades distintas de Cali, ocho pro-
venian de zonas donde se ha demostrado
la transmision de la malaria, pues hay ca-
sos autdctonos; tres donantes procedian
de zonas en las que se habian informado
casos de malaria, aunque no se tiene cet-
teza de que estos sean autdctonos. Por el
método ELISA no se encontraron donan-
tes positivos entre los provenientes de
zonas donde no hay transmisién de ma-
laria ni de zonas de las cuales se des-
conoce la situacién con respecto a la en-
fermedad.

En el cuadro 2 se presentan los
valores positivos por el método ELISA
para anticuerpos antimalaricos. Las carac-
teristicas de los receptores de sangre de
donantes positivos por el método ELISA se

CUADRO 1. Prueba de anticuerpos antimalaricos
por el método ELiSA, segln procedencia
de los donantes, Cali, Colombia, 1983

No. de Positivos
Procedencia donantes  (por 1 000)
Cali 1484 94
Otras localidades 369 29,8
Sin informacion 6 —
Total 1859 13,4

CUADRD 2. Resultade de la prueba de anficuerpos
anfimalaricos en 1 859 muesiras de sangre
(valores de Eusa), Cali, Colombia, 1983

No. de Densidad optica _ Desviacion
mugstras (405 nm) X estandar
1834 <0,20 0,075 0,043
14 0,20-0,29 0,28 0,017
8 0,30-0,39 0,34 0,019
3 >0,40 0,57 0,107

observan en el cuadro 3. No fue posible
obtener datos de los otros receptores. El
intervalo entre la transfusi6n de la sangte
y la salida del hospital en muchas oca-
siones fue menor que el tiempo minimo
requerido para la manifestacién de cual-
quiera de las especies de Plasmodium.

DISCUSION

En los Estados Unidos se ha
informado un riesgo de 0,25 casos por
millén de unidades transfundidas (6). En
este pais el riesgo de contraer malaria por
transfusién es muy bajo y se atribuye a
donantes que emigraron de regiones
donde se presenta la enfermedad, o pet-
tenecientes a las fuerzas armadas y que
adquirieron la infeccién en zonas en-
démicas de algiin otro pais. En México
muchos casos, especialmente producidos
por Plasmodium malariae, se deben a
transfusiones sanguineas. En este pais
entre 1967 y 1970 se informd una inci-
dencia de 0,13 casos por 1 000 entre
donantes voluntarios, y entre 1968 y
1969 de 3 casos por 1 000 entre donantes
que recibieron una paga por su sangre
(15).

La proporciéon de 13,4 por
1 000 donantes positivos para anticuet-
pos antimalaricos que se encontrd en este



CUADRO 3. Caracteristicas de los receptores de unidades? positivas
por el método ELisa, Gali, Colombia, 1983

Intervalo Densidad optica
Receptor  transfusion- por unidad
{No.) alta (dias)  Transfusion transfundida
1 5 Sangre total 0,24
2 32 Sangre total 0,31
3 28 Plasma® 0,29
4 6 Glabulos rajos® 0,29
5 20 Sangre total 0,25
6 1 Glébulos rojos 0,45
7 57 Gldbulos rojos 0,25
8 4 Plasma 0,31
9 3 Glébulos rojos 0,35
10 11 Glébulos rojos 0,29
1 8 Sangre total 0,29
12 63 Sangre total 0,71
13 33 Glébulos rojos 0,28
14 10 Sangre total 0,28
15 12 Sangre tofal 0,35°
16 1 Sangre total 0,27

3 Unidad. cantidad de sangre donada por un individuo, generalmente 250 ml.
b De un solo donante.
t Se comprobd malaria por £ vivax dos meses antes de la donacion

estudio es alta y supera la de 8,6 por
1 000 hallada en el Hospital Militar Cen-
tral de Bogotd (11). Esto sugiere que
existe un alto riesgo de induccién de
malaria por transfusién en el Hospital
Universitario del Valle. Como era de es-
perar, la mayor proporcién de casos po-
sitivos por serologia corresponde a do-
nantes de zonas consideradas endémicas.
Ademis, algunos de los casos positivos
provenientes de la ciudad podrian atri-
buirse a la permanencia temporal de los
donantes en zonas maldricas, la que no
se comunicé durante el interrogatorio.
Dicha omisién, asi como la de manifesta-
ciones previas de sintomas compatibles
con la enfermedad suele ser involuntaria,

con excepcién de los casos en los que se
recibe dinero por la sangre donada.

‘ De una unidad de sangre es
posible obtener vatios productos que in-
duzcan malaria por transfusién a mis de
un receptot. Se han informado casos in-
ducidos por la aplicacién de glébulos ro-
jos concentrados (16), plasma rico en pla-
quetas (17), concentrado de leucocitos
(18), asi como dos casos de infeccién con
una unidad de sangre (79). En conse-
cuencia, el riesgo de induccién de la en-
fermedad puede ser mayor que el esti-
mado segtin el nimero de donantes.

En aquellos bancos de sangre
que, como el de Cali, se encuentran en
una zona donde no hay transmisién de la
malaria, se recomienda establecer un
control adecuado mediante la serologia,
pues la enfermedad puede presentarse
por la transfusién de sangre de donantes
provenientes de zonas endémicas cer-
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canas a pacientes receptores no inmunes.
Por el contrario, en bancos de sangre pe-
quefios localizados en las zonas endémi-
cas, una prueba de anticuerpos a los
donantes setia de poca utilidad debido a
la alta positividad serolégica.

Es necesario seiialar que en
Colombia existen las tres especies de
Plasmodium: P. falciparum, P, vivaxy, en
muy baja proporcidn, P malarize. Aun-
que se conoce la reaccién cruzada de anti-
cuerpos entre especies de Plasmodiume, el
valor obtenido siempre es mis bajo con la
especie heterdloga y, en ocasiones, puede
ser negativo y provocas la obtencién de
resultados falsos negativos de P vzvax o P
malariae.

Se han observado valores de
ELISA negativos en nifios con malaria
comprobada parasitologicamente (20) asi
como con parasitemias muy altas (Groot
et 4l., resultados inéditos). Por el contra-
tio, la prueba de inmunofluorescencia
indirecta en esos casos por lo comiin es
positiva. Ya que los donantes de sangre
deben ser mayores de 15 afios, y cuando
son portadores de malaria son asinto-
mdticos y con parasitemias muy bajas (4),
en ellos la utilizacion del método ELISA
resulta adecuada.

No es facil precisar los casos de
malaria inducida por transfusién, pues
muchos de los pacientes receptores de
sangre o sus componentes también reci-
ben antibi6ticos que pueden afectar al
pardsito. De acuerdo con la sensibilidad
del parisito, el antibiético puede curar la
infeccién malirica o, simplemente, ate-
nuatla retardando la aparicién de los sin-
tomas clinicos.

Cuando la malaria se induce
por transfusién sanguinea se ha obser-
vado que el perfodo previo a la aparicién
de la parasitemia es de 10,5 +4,9 dias
para P falciparum, de 16,6 £ 8,2 dias
para P vivax y de 41,1 = 21,3 dias para
P malarize (21). A muchos pacientes se
les da de alta antes del periodo minimo

de manifestacidén de la parasitemia (véase
el cuadro 3), lo que hace posible que pre-
senten el cuadro clinico de malaria mis
tarde y este no se asocie con la transfu-
sién.

El alto riesgo de malaria indu-
cida por transfusién en pafses donde la
enfermedad es endémica hace indispen-
sable que los bancos de sangre establez-
can mecanismos suficientemente confia-
bles para asegurar un control adecuado
de esta via de infeccién.

RESUMEN

Con el fin de evaluar el riesgo
de malaria inducida por transfusién, en
la ciudad de Cali, Colombia, de septiem-
bre a diciembre de 1983 se llevd a cabo
un estudio serolégico entre los donantes
del banco de sangre del Hospital Univer-
sitario de] Valle. Para ello se determina-
ron los niveles de anticuerpos antimalaricos
mediante la prueba de inmunoadsorcién
enzimdtica (ELISA), utilizando como an-
tigeno un extracto soluble de la cepa
FCB-2 de P jfalciparum. La propotcion
mis alta de muestras positivas por el mé-
todo ELISA se manifestd entre los donan-
tes que provenian de zonas endémicas
vecinas. En total se encontrd una positivi-
dad de 13,4 por 1 000, lo cual indica un
alto riesgo de malaria inducida por trans-
fusién. Los resultados revelan la necesi-
dad de establecer métodos confiables para
la seleccién de la sangre en los centros hos-
pitalarios donde concurren donantes que
residen en zonas endémicas. U
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SUMMARY

THE ELISA METHOD

FOR THE DETECTION

OF MALARIA ANTIBODIES
IN BLOOD DONORS

To evaluate the risk of transfu-
sion-induced malaria, in the city of Cali, Co-
lombia, a serologic study was carried out
from September to December 1983 among
the donors of the blood bank in the Hospital
Universitario del Valle. Malasia antibody lev-
els were determined by the enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) using a soluble
extract of P falciparume strain FCB-2 as anti-
gen. The highest proportion of positive speci-
mens by the ELISA method was found among
donors from neighboting endemic areas. The
overall positivity rate found was 13,4 per
1 000, which points to a high risk of transfu-
sion-induced malaria. The results reveal a
need to establish reliable methods in hospital
facilities for the selection of blood supplied
by donors tesiding in endemic areas.

RESUMO

APLICACAO DO METODO
ELISA PARA DETECCAO

DE ANTICORPOS
MALARICOS EM DOADORES
DE SANGUE

A fim de avaliar o risco de ma-
laria induzida por transfusio, de setembro a
dezembro de 1983 realizou-se na cidade de
Cali, Colémbia, um estudo serolégico entre
os doadores do banco de sangue do Hospital

Universitario del Valle. Para isso, foram de-
terminados os niveis de anticorpos antima-
laricos utilizando a prova de imunossor¢io
enzimitica (ELISA), emptegando como anti-
geno um extrato solGvel da cepa FCB-2 de P
Jalciparum. Manifestou-se a mais alta pro-
porcdo de amostras positivas pelo método
ELISA entre os doadores provenientes de zonas
endémicas vizinhas. Encontrou-se, no total,
uma positividade de 13,4 por 1 000, o que
indica alto risco de maliria induzida por

. transfusdo. Os resultados mostram a necessi-

dade de estabelecer métodos confidveis de se-
lecZo de sangue nos centros hospitalares aos
quais afluem doadores residentes em zonas
endémicas.

RESUME

APLICATION DE LA
METHODE ELISA POUR LE
DEPISTAGE D’ ANTICORPS
DU PALUDISME CHEZ LES
DONNEURS DE SANG

Afin d’gvaluer le tisque de palu-
disme associé aux transfusions sanguines,
dans la période allant de septembre i décem-
bre 1983 on a effectué une étude sérologique
parmi les donneurs de la banque du sang de
I"'Hospital Universitario del Valle de la ville
de Cali, en Colombie. Pour cela, on a déter-
miné les niveaux d’anticorps antipaludéens
par V'épreuve de titrage immuno-enzyma-
tique (ELISA), en utilisant comme antigéne
un extrait soluble de la souche FCB-2 de P
Jalciparum. la proportion la plus forte
d’échantillons positifs par la méthode ELISA a
€té relevée parmi les donneurs en provenance
de zones endémiques des alentours. On a
trouvé dans |’ensemble une positivité de 13,4
par 1 000, ce qui indique un haut risque de
paludisme généré par transfusion. Les résul-
tats montrent la nécessité d’€tablir des
méthodes fiables pour la sélection du sang
dans les centres hospitaliers ofl se présentent
des donneurs qui résident dans des zones en-
démiques.



