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RESUMEN
Correlacion de resultados entre prueba rapida y prueba inmunoenzimatica (ELISA) en la
deteccion de antigenos de malaria en donantes de sangre asintomaticos, provenientes de

zonas endémicas del Ecuador.

Introduccion: El diagnostico eficiente y preciso de la presencia de parasitos de malaria a
nivel de donantes de sangre en zonas endémicas es de fundamental importancia para evitar
la transmision transfusional de estos parasitos. De acuerdo a la historia natural de la
enfermedad las personas que viven en regiones endémicas de malaria y que sobreviven a la
enfermedad en la infancia en ocasiones desarrollan un estado de inmunidad que mantiene
una baja concentracion de parasitos en sangre y por ende no presentan sintomas ni
anticuerpos, volviendo a la enfermedad indetectable. Recientemente se han desarrollado
nuevas metodologias, como las pruebas rapidas e inmunoenzimaticas (ELISA), que han
aumentado la sensibilidad en la deteccidn; sin embargo existe la presencia de resultados
Falsos Positivos y Negativos. Por esta razén, el objetivo de este estudio fue correlacionar
los resultados obtenidos, tanto en las pruebas rapidas como en ELISA y determinar si son
una buena alternativa para la deteccion de donantes asintomaticos. Materiales y Métodos:
Se analiz6 un total de 1120 muestras provenientes de 8 bancos de sangre ubicados en zonas
endémicas, caracterizandolas tanto en prueba rdpida como en ELISA y las muestras
positivas se las confirmd mediante técnica molecular PCR. Resultados: Se determind un
2,76% (31 muestras) de seropositividad de las muestras en ELISA, 93.4% de estas 31
muestras mostraron resultados falsos positivos confirmados por PCR. En la prueba rapida
0% de las muestras mostraron seropositividad. Conclusiones y Recomendaciones: Los
resultados muestran una discrepancia entre las pruebas rapidas y ELISA y sugieren que las
pruebas rapidas tienen una sensibilidad menor. Se recomienda reforzar la seleccién de
donantes por medio de la entrevista como métodos de tamizaje mas efectivos en malaria.

Palabras claves: malaria, donantes de sangre, ELISA, prueba rapida.



ABSTRACT
Correlation between rapid test and immunosorbent assay (ELISA) results for the detection

of malaria antigens in asymptomatic blood donors, from endemic areas of Ecuador.

Summary: The efficient and accurate diagnosis of the presence of malaria parasites in
blood donors in endemic areas is of paramount importance to prevent transfusion
transmission of these parasites. According to the natural history of the disease for people
living in malaria endemic regions and who survive childhood disease sometimes develop a
state of immunity that maintains a low concentration of parasites in the blood and thus no
symptoms and antibodies to the disease becoming undetectable. Recently developed new
methodologies such as rapid testing and enzyme immunoassay (ELISA), which have
increased sensitivity in the detection, but there is the presence of false positive and negative
results. Therefore, the objective of this study was correlated the results obtained in both
tests as if they are a good alternative for detecting asymptomatic donors. Materials and
Methods: A total of 1120 samples from eight blood banks located in endemic areas,
characterizing both rapid test and ELISA and positive samples were confirmed by PCR.
Results: 2.76% (31 samples) of seropositive samples in ELISA, 93.4% of the 31 samples
showed false positive results confirmed by PCR, 0% of the samples were seropositive in
the rapid test. Conclusions and Recommendations: The results show a discrepancy
between ELISA and rapid tests and suggest that rapid tests have a lower sensitivity. We
recommend strengthen donor selection through interview.

Keywords: malaria, blood donors, ELISA, rapid test.
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INTRODUCCION

En el afio 2008, Ecuador alcanz6 una disminucion importante de casos de malaria de
106.641 que fueron detectados en el afio 2001 a 1.158 (casos de Plasmodium falciparum)
durante ese afio (SNEM-RAVREDA/OPS, 2008), lo que fue reconocido por la
Organizacién Panamericana de la Salud concediéndole el premio denominado “Campeones
de la malaria en América” (OPS/OMS, 2009). A pesar de este gran avance, en el pais la
malaria sigue siendo considerada como una de las mayores causas de morbilidad a nivel de
zonas endémicas, es por esta razon que la vigilancia de la transmision de malaria por via
transfusional y especialmente el tamizaje de donantes de sangre constituye una de las
prioridades en el Sistema Nacional de Salud. (SNEM-RAVREDA/OPS, 2008). Los
estudios demuestran que las personas que viven en zonas endémicas pueden desarrollar
una semi-inmunidad contra el parasito debido a las repetitivas infecciones a lo largo de su
vida lo que les convierte en asintomaticos con baja parasitemia. (D. Noubouossie, 2011).
(Doolan D. , Acquired Immunity to Malaria, 2009)

En el Ecuador, para el diagndstico de malaria es comunmente utilizada la técnica “gota
gruesa” que constituye una técnica relativamente sencilla y es considerada como el método
de referencia (Lee SH K. U., 2002), sin embargo el “factor humano” ocasiona que la
calidad en la técnica sea variable y afecte a la obtencién de los resultados (SNEM-
RAVREDA/OPS, 2008); asi aspectos como calidad de la toma de muestra, coloracién y
namero de laminas examinadas por dia afectan a la precision de un resultado aun cuando
este sea realizado por un experto analista. (SNEM-RAVREDA/OPS, 2008) (Lee SH K. U.,

2002) (Bottius E, 1996)



A nivel de Ecuador se ha iniciado un proceso de centralizacion del tamizaje serolégico lo
que ha ocasionado que muestras de productos sanguineos de zonas endémicas sean
tamizados en la ciudad de Quito (region sierra), a pesar de que los donantes fueron
seleccionados para malaria a través de la prueba de gota gruesa en sus centros de origen, se
considera necesario realizar una prueba adicional para asegurarse de que la sangre esté libre
de estos pardsitos. Se debe considerar que muchos autores ponen de manifiesto la
subjetividad en la lectura de las placas ‘“factor humano” en parasitemias bajas
especialmente en donantes asintomaticos. (Kitchen AD, 2006) (SNEM-RAVREDA/OPS,
2008) Esta situacion ha llevado a realizar la presente investigacion que permita establecer si
se requiere incluir nuevas técnicas diagnosticas, siguiendo de esta manera las
recomendaciones establecidas en los Estandares de Bancos de Sangre. (WHO,
Recommendations on Screening of donates blood for transfusion transmissible in blood
transfusion service, 2005)

Existen varios métodos para el diagnostico de malaria como las pruebas rapidas y las
inmunoenzimaticas (EIA), pruebas que detectan la (HRP-2) o proteina-2 rica en histidina
secretada por el P. falciparum (Lee SH K. U., 2002) y la enzima metabolica intracelular
lactato deshidrogenasa (LDH). (Lee SH K. U., 2002) Las pruebas comerciales disponibles
en el pais detectan simultdneamente la presencia de la proteina y de la enzima y estan
disponibles en presentaciones de ELISA y prueba rapida de captacion de antigenos.
Basandose en estas recomendaciones y considerando el numero de donantes que son
reclutados por provincias consideradas endémicas; asi como también el alto porcentaje de
donantes diferidos por haber permanecido varios dias en la region costera, se establece la
necesidad de investigar si es necesario implementar una prueba de deteccion de malaria en

donantes.
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En algunos paises como Espafia, Estados Unidos, una de las estrategias constituye la
entrevista al donante que permite la exclusion de aquellos que podrian tener un contacto
reciente con el parésito (Lee SH K. U., 2002); sin embargo en paises donde la malaria es
endémica y existe una alta probabilidad de que los donantes sean asintomaticos, se
recomienda el uso de una técnica molecular que detecte parasitemias bajas de tal manera
que se pueda reducir la transmision de malaria, una de las pruebas considerada de alta
sensibilidad es la deteccion molecular por PCR. (Bottius E, 1996) En todo caso la seleccién
de la prueba depende no solo de las caracteristicas de sensibilidad y especificidad sino
también de la disponibilidad de adquirirla en el pais.

Para incluir una nueva prueba de tamizaje en donantes se debe cumplir varios estandares,
asi en un andlisis que realizé Kitchen and Chiodini en 2006 sobre malaria y transfusion
sanguinea, se enfatiza que la eleccion de una estrategia de “‘screening” debe considerar la
diferencia entre zonas endémicas y no-endémicas, pues de esto depende la metodologia a
ser empleada. (Kitchen AD, 2006) Asi la simple deteccion de anticuerpos no garantiza un
efectivo indicador de infeccion ni tampoco que no esté infectado, ya que esto va a depender
directamente del sistema inmune de la persona y la parasitemia; sin embargo existen casos
de pacientes que han mantenido anticuerpos detectables por varios afios. (Kitchen AD,
2006) Singler et al, concluyeron que los tests para deteccion de anticuerpos anti-malaricos
tenian una baja sensibilidad y especificidad, acompafiada de un bajo valor predictivo
positivo. (Slinger R, 2001) La deteccion de antigenos de malaria constituye otra de las
metodologias utilizadas cuyo objetivo primordial inicial fue reemplazar la técnica de gota
gruesa (Kitchen AD, 2006), no obstante las pruebas rapidas basadas en este principio son
poco sensibles, su rango de sensibilidad alcanza entre 100 a 1000 parasitos/ul, por lo que se

recomienda la utilizacion de kits como pruebas rapidas inmunocromatograficas o ELISAS
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para la deteccidon de anticuerpos y antigenos que mejoren la sensibilidad de deteccion de
malaria en tamizaje de donantes. (D. Noubouossie, 2011)

Recientemente se han realizado estudios que pueden establecer que la deteccion de ADN
del parésito en sangre mediante la técnica de PCR es la forma més sensible y especifica de
determinar malaria en pacientes asintomaticos (Kitchen AD, 2006), no obstante su

aplicacion en el tamizaje de donantes tendria un costo elevado.
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CAPITULO I

1. JUSTIFICACION.

El diagnostico eficiente y preciso de la presencia de parasitos de malaria a nivel de
donantes de sangre provenientes de zonas endémicas es de fundamental importancia para
evitar la transmision pos transfusional de la enfermedad. (Arréspide N. , 2004) De acuerdo
a la historia natural de la enfermedad, las personas que viven en regiones endémicas de
malaria y que sobreviven a la enfermedad en la infancia en ocasiones desarrollan un estado
de inmunidad que mantiene una baja concentracion de parasitos en sangre y por ende con
presencia minima de sintomas y anticuerpos por lo que se vuelve indetectable. (Doolan D. ,
Acquired Immunity to Malaria, 2009)

El examen de laboratorio para confirmar la infeccion por Plasmodium (falciparum o vivax)
mas usado y considerado la “prueba de oro” por muchos afos a nivel del pais, constituye el
examen microscépico de gota gruesa, (Gutierrez & Arrdspide, 2003) de hecho en el banco
de sangre de la ciudad de Guayaquil se mantiene esta practica; en cambio a nivel de los
otros bancos de sangre que colectan pintas de sangre y si estos pertenecen a zonas
endémicas envian las muestras al laboratorio de referencia que en nuestro pais es el
“Instituto Nacional de Salud Publica ¢ Investigacion” anteriormente llamado Instituto
Nacional de Higiene Leopoldo Izquieta Pérez, organismo gque emite este y otros resultados
de enfermedades tropicales.

Uno de los inconvenientes detectados en el diagndstico de malaria a través de los analisis
de gota gruesa constituye el “factor humano” (SNEM-RAVREDA/OPS, 2008) relacionado

con la experticia del técnico en el momento de identificar los parasitos, el nimero de
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muestras a ser investigadas y la densidad de la parasitemia relacionada con la inmunidad
del donante. Estos son los factores que pueden ocasionar la presencia de resultados falsos
negativos en el examen de gota gruesa. (SNEM-RAVREDA/OPS, 2008) (Lee SH, 2002)
Sin embargo, a nivel de bancos de sangre de la regién sierra, no es obligatorio la realizacion
de esta prueba debido a que no pertenecen a zonas endémicas y Su riesgo es practicamente
nulo. La seleccion de donantes en estos servicios esta basada Unicamente en una entrevista
en la cual se pregunta si el donante ha estado en zonas endémicas (costa u oriente) en los
ultimos 15 dias y de ser asi se lo difiere por un periodo de tiempo o se rechaza.
(Organizacion Mundial de la Salud, 2009) A pesar de la existencia de estos filtros y la
paulatina centralizacién de los procesos de fraccionamiento y tamizaje seroldgico a nivel de
los servicios de sangre, mediante la creacién del Hemocentro de Cruz Roja de Quito han
crecido los factores de riesgo que podrian ocasionar una transmision transfusional de
malaria.

Es por esta razén, que en los Estandares de Trabajo de Bancos de Sangre (WHO,
Recommendations on screening of donates blood for transfusion trnasmissible in blood
transfusion service, 2005) se menciona que “los Servicios de sangre establecerdn y
documentaran procedimientos para determinar las pruebas adicionales que se aplicaran a
cada unidad de sangre donada tomando en cuenta la situacion epidemioldgica de la region
geografica, la sensibilidad y especificidad de las metodologias de laboratorio, y las
caracteristicas de los futuros receptores de sangre y de componentes sanguineos”’. (WHO,
Recommendations on screening of donates blood for transfusion trnasmissible in blood
transfusion service, 2005)

Basandose en estos lineamientos y tomando en consideracion las nuevas politicas de

tamizaje serologico de sangre a nivel del pais surge la necesidad de complementar a la
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microscopia Optica (gota gruesa) con un prueba que mejore la sensibilidad y especificidad
en la deteccién de malaria en los potenciales donantes voluntarios de sangre de zonas
endémicas que aparentemente presentan un buen estado de salud. Dentro de las pruebas
propuestas para realizar el tamizaje en donaciones de sangre se considera que la prueba de
captura de antigenos es una buena opcion para la deteccion de parasitemia baja, pruebas
rdpidas o inmunoenzimaticas (ELISA) (Castillo, 2005) (Arrospide N. , 2004), las que
podrian incluirse a nivel del Hemocentro de Cruz Roja Ecuatoriana-Quito, lugar donde se
esta centralizando el tamizaje serolégico desde el afio 20009.

Este estudio tiene la finalidad de proporcionar informacion critica y relevante al
correlacionar los resultados obtenidos en las dos metodologias (rapida y ELISA) en
poblacion asintomatica de zonas endémicas. Esta informacion ayudard a definir si las
pruebas rapidas o ELISA pueden convertirse en una herramienta de tamizaje y un filtro

para la deteccion de casos de malaria en personas asintomaticas.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La transfusion de sangre y sus derivados constituye un acto de responsabilidad legal y
ética. (Asamblea Nacional, 2011) De acuerdo a la Ley Organica de Salud-Ecuador, “La
transfusion de sangre y sus componentes solo podra practicarse luego de que se hayan
realizado las pruebas de compatibilidad correspondientes y las serologicas para detectar
la presencia de marcadores de infeccion, determinados en la reglamentacion
correspondiente de acuerdo con el perfil epidemiologico local, regional y nacional y los
avances tecnologicos”. (Asamblea Nacional, 2011) (WHO, Recommendations on
screening of donates blood for transfusion trnasmissible in blood transfusion service, 2005)
La transfusion es una préactica frecuente en pacientes inmunodeprimidos, con problemas
obstétricos o con pérdida masiva de sangre; el empleo de sangre puede salvar una vida,
pero no esta exenta de riesgos, de los cuales la transmision de infecciones es uno de los méas
importantes, como el virus del HIV, Hepatitis B, Hepatitis C, HTLV1, Sifilis, Chagas y
malaria. (Cruz Roja Ecuatoriana, 2010)

Las personas o donantes que poseen un alto riesgo de transmitir infecciones como malaria
son aguellos que, por razones inmunologicas, por el uso de drogas profilacticas o bien por
tratamientos incompletos, son portadores asintomaticas de Plasmodium por un tiempo
mayor al habitual o presentan una malaria subclinica. (Westphal R, 1999) Estas personas
pueden pasar inadvertidas en la evaluacion clinica que se realiza a los donantes y su sangre.

(Westphal R, 1999).
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Existen varios criterios a nivel mundial para la exclusion temporal o definitiva de los
donantes de sangre provenientes de zonas endémicas. (Organizacion Mundial de la Salud,
2009) Estos criterios en parte se basan en la disponibilidad de una prueba diagndstica sea
esta inmunoldgica o gendmica.

De los estudios realizados en Estados Unidos en los afios 80, se estimé una incidencia de
casos de malaria postransfusional de 0,25 casos por millén de unidades sanguineas
colectadas (Guerrero IC, 1983); actualmente esta transmision a disminuido drésticamente,
sin embargo, aln constituye un problema de salud publica.

En Latinoamerica se logro reducir los casos de malaria en un 50% en los ultimos 10 afios,
convirtiendose en una iniciativa que los expertos aconsejan continuar. (Bajornas, 2012)
Segin AMI (Iniciativa en la Erradicacion de malaria) en 21 paises de la regién donde la
malaria es considerada endémica se ha logrado reducir un 52% la incidencia y un 69% las
muertes, ademas en paises como Ecuador el nimero de casos han disminuido en un 95%.
(Bajornas, 2012) (OPS, 2012)

A través del tiempo se han introducido numerosas técnicas para diagnosticar malaria.
(Kitchen AD, 2006). Con algunas se ha tratado de mejorar la sensibilidad y facilitar la
realizacion de la microscopia Optica convencional, concentrando los parasitos en la muestra
de sangre, o mejorando la visualizacion y detecciones mediantes tincion con colorantes
fluorescentes. (Moody, 2002) Todos estos métodos varian en complejidad y en
requerimientos de equipos de tecnologia, pero hasta la fecha ninguno ha mostrado tener una
eficacia diagnoéstica de malaria como el examen microscopico a nivel de muestras de

sangre tratadas con colorante Giemsa. (Moody, 2002)
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A pesar de que la técnica de gota gruesa, sigue siendo el método de referencia para todos
los laboratorios que diagnostican malaria, esta es una técnica que requiere de experiencia y
entrenamiento pues el diagnostico se realiza al observar la presencia de los parésitos en sus
diferentes estadios. (SNEM-RAVREDA/OPS, 2008) La limitacion se presenta al realizar
esta misma prueba dentro del proceso de tamizaje de donantes, ya que existen variables
como el elevado numero diario de muestras a ser analizadas, escaso personal capacitado
especialmente en reconocer la presencia de parasitos en donantes asintomaticos con
parasitemias bajas. (OMS/OPS, 2009)

Actualmente existe un auge de pruebas diagndsticas que prometen una mayor sensibilidad
que la gota gruesa como son las inmunocromatograficas, que permiten un diagndéstico
directo y mas rapido (Cooke, 1999), las pruebas inmunoenzimaticas (ELISA) que detectan
anticuerpos o antigenos y las mas sensibles y especificas que son las pruebas moleculares
de deteccion de ADN del parasito. (Kitchen AD, 2006)

Las pruebas serolégicas como la inmunoflourescencia y ELISA pueden ser buenas para
excluir donantes, pero se debe tener en cuenta que la presencia de anticuerpos no
necesariamente indica la presencia de parasitemia. (Moody, 2002) Por lo que se introducen
pruebas seroldgicas de captura de antigenos tanto rapidas y ELISA (Kitchen AD, 2006) que
detectan la presencia de las fracciones parasitarias circulantes en sangre.

En las pruebas répidas para diagnostico de malaria se detecta el antigeno parasitario del
género Plasmodium mediante reaccion antigeno-anticuerpo y pueden ser de dos tipos: las
que detectan la HRP-2 o proteina-2 rica en histidina y la que detecta la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH) parasitaria. Ambas tienen ventajas y desventajas en su uso, por lo
que la inclusion de una prueba de ELISA en conjunto puede ayudar a establecer una

concordancia de los resultados obtenidos. (Arrospide, 2002)
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Un estudio realizado en Cali, Colombia en el afio 2005, acerca del tamizaje de malaria en
donantes de zonas no endémicas encontraron que muchas de las personas que fueron
rechazadas en base a la entrevista o por haber permanecido en zonas endémicas durante los
ultimos 6 meses, no presentaron antigenos parasitarios. En este sentido se comprob6 que
este criterio influye significativamente ya que los resultados en las pruebas
inmunocromatogréficas, ELISA y PCR fueron negativos. (Castillo, 2005)

En el Hemocentro de la Cruz Roja Ecuatoriana en Quito, se mantiene el mismo criterio que
en Cali, constituyéndose en una de las principales causas de rechazo en donantes,
especialmente en las épocas vacacionales o feriados produciendo un desabastecimiento de
productos sanguineos, pues las personas viajan a zonas endémicas en busca de descanso y
buen clima y se cree tienen una alta posibilidad de contagiarse de malaria. (Castillo, 2005)
El criterio de diferir a las personas que han permanecido en zonas endémicas por un
periodo de tiempo ha sido establecido en las normas internacionales de bancos de sangre, a
fin de evitar el riesgo de transmisidn pos transfusional, adicionalmente se considera que el
examen microscépico de gota gruesa es obligatorio a todos los donantes de zonas
endémicas pero no para los donantes de zonas “no” endémicas. (Castillo, 2005)

En ciudades de altitud como Quito, donde no hay transmision vectorial de malaria, pero si
un flujo constante de unidades de sangre, hemoderivados y personas desde y hacia las
zonas endémicas no existe una prueba de laboratorio para la deteccion de malaria, lo que se
convierte en un problema de salud en la posibilidad de transmision de la enfermedad por

via transfusional.
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En estos casos de manejo de sangre y transfusiones, el diagnoéstico oportuno de malaria se
debe realizar con una prueba accesible, confiable, eficaz y factible de ser instaurada en los
bancos de sangre que realizan tamizaje de donantes, como la inmuno-deteccion de
antigenos de malaria de mayor sensibilidad. (Morrasin, Fabre, Barry, & Magnaval , 2002)

(Spielman, Perrone, & Levirene, 1998) (Arrospide N. , 2004)
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3. OBJETIVOS.

3.1 OBJETIVO GENERAL.

e Establecer la correlacion existente entre los resultados obtenidos en la prueba rapida
y ELISA de captura de antigenos de malaria en donantes de sangre asintomaticos

provenientes de zonas endémicas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Establecer el porcentaje de donantes de sangre asintomaticos que presentan
seropositividad para malaria en las pruebas rapidas.

e Establecer el porcentaje de donantes de sangre asintomaticos que presentan
seropositividad para malaria en la prueba ELISA.

e Establecer la existencia o no de falsos positivos y falsos negativos en las pruebas de
ELISA.

e Establecer la existencia o no de falsos positivos y falsos negativos en las pruebas
rapidas.

e Confirmar la presencia del parasito en las muestras presumiblemente reactivas en

ELISA por medio de la prueba de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

4. HIPOTESIS

Ho: No existen diferencias significativas en la correlacion de resultados entre la
prueba rapida inmunocromatografica (PDR) y el ELISA.
H1: Existe correlacion entre los resultados obtenidos tanto en la prueba rapida

como en ELISA.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

5. ANTECEDENTES.

5.1 Malaria.

La malaria es la enfermedad tropical, considerada como la mas importante a nivel mundial
por ser la principal causa de muerte en humanos a excepcion de la tuberculosis. (OMS,
2005)

La malaria es causada por un parasito del género Plasmodium, y existen alrededor de méas
de 150 especies de Plasmodium que pueden infectar a diversas especies de vertebrados, de
estas 150 especies solamente 4 infectan al hombre (P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P.
ovale). (OMS, 2005) En el Ecuador las dos especies mas comunes son P. falciparum y P.
vivax, siendo la segunda la de mayor prevalencia e incidencia en zonas endémicas. (MSP,
2011)

El P. falciparum es considerada la especie mas agresiva que puede infectar el ser humano,
ya que a medida que va evolucionando la enfermedad los sintomas se vuelven mas severos
y puede causar la muerte. (OMS, 2005)

Las otras especies de Plasmodium son menos agresivas Yy la presentacion de la enfermedad
varia por la carga parasitaria y el estado inmune del paciente. (OMS, 2005)

De las estadisticas reportadas a nivel mundial cada vez son mas los paises que han
experimentado descensos en la cifra de casos confirmados de malaria o de ingresos y

defunciones notificados desde el afio 2000. (OMS, 2005)
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Actualmente, el Ecuador posee una superficie territorial de 256.045 Km2, con una
poblacion de 14°210.234, de los cuales el 63% de habitantes pertenecen a zonas urbanas y
un 37% pertenecen a zonas rurales; segin el MSP la poblacion que se encuentra en riesgo
para adquirir malaria es aproximadamente de 7°146.235 (MSP, 2011) y en especial los
pobladores que viven en zonas rurales de la region costa. (WHO, World Malaria Report,
2010)

Durante el periodo 1996-2001, hubo un resurgimiento de malaria en el Ecuador, durante el
cual el nimero de casos alcanzé un méximo de 100.000 en el afio 2001, pero a partir de
esto, la incidencia de malaria se redujo de forma radical (Grafica N°1) y en la actualidad se
conoce que Unicamente un 5% de la poblacion sigue siendo de alto riesgo. (WHO, World

Malaria Report, 2010)
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Gréfica N°1

Incidencia de malaria por especie parasitaria 1996-2010.
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El grafico N° 1 muestra el rebrote de malaria tanto de las especie de P. falciparum y vivax
que existio en el periodo 1996-2001 y también la considerable disminucion de a partir del
2001, ademas el cuadro nos explica las dos especies de Plasmodium que predominan en el

Ecuador. (WHO, World Malaria Report, 2010)

En base a la disminucién de casos de malaria, Ecuador fue el ganador del primer premio del
concurso “Campeones contra el Paludismo en las Américas 2009, organizado por la
OPS/OMS, al reportar esa importante reduccién de casos de malaria (MSP, 2007), sin
embargo la malaria en el pais continta siendo considerada como una de las mayores causas
de morbilidad en la poblacion que vive en zonas endémicas. (OPS, 2009)

De acuerdo a las estadisticas del Ministerio de Salud Pablica del Ecuador las provincias con
mayor tasa de reporte de casos de paludismo son: El Oro 88,15 (536 casos); Esmeraldas

259,25 (1137 casos); Los Rios 104,55(776 casos); Napo 1649,50 (1584 casos); Pastaza
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471,09 (357 casos), asi mismo los reportes de morbilidad indican a estas provincias como

las que poseen mayor cantidad de casos. (OPS, 2009) (Gréafica N°2).

Gréafica N°2:

Reporte de casos positivos confirmados de malaria por provincias.
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ANO 2010
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Gréfico N° 2: Se muestra la tasa de morbilidad diferenciada por provincias del Ecuador en
el afio 2010, mostrando las provincias con un mayor numero de casos de malaria

catalogadas como zonas que podrian ser consideradas endémicas.

Segun la Organizacion Panamericana de la Salud en 1999, a nivel de Latinoamérica existia
aproximadamente 818 millones de habitantes, de los cuales 299 millones (36,5%) vivian en
zonas consideras endémicas para la enfermedad de malaria. Debido a esta problematica 21
de los 35 paises miembros de la OPS/OMS entre ellos Ecuador, han reestructurado sus
programas de control de acuerdo a los lineamientos de la Estrategia Mundial para el

Control de la Malaria (EMCM) adoptada en Amsterdam en 1992. (PAHO, 2001)
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La EMCM representd un cambio de estrategia y con este se abandond el enfoque
tradicional o lucha antivectorial y se centré mas en la enfermedad, para esto se basé en
cuatro principios: 1) diagnostico temprano y tratamiento inmediato; 2) aplicacion de
medidas de proteccion y prevencion para el individuo, la familia y la comunidad,
incluyendo a la lucha antivectorial; 3) desarrollo de la capacidad para predecir y contener
epidemias; 4) fortalecimiento de la capacidad local en investigacion permitiendo la
evaluacion regular de la situacion de la malaria de un pais, teniendo en cuenta los factores
ecoldgicos, sociales y econémicos. (PAHO, 2001)

En el Ecuador, la malaria ha sido histéricamente uno de los mayores problemas de salud
publica a nivel de zonas tropicales, subtropicales y templadas del pais. A pesar de los
enormes esfuerzos y las cuantiosas inversiones financieras para el control, los ciclos
endémicos y epidémicos de la enfermedad se repiten periddicamente, debido a varios
factores como las crisis socioeconémicas, eventos climaticos, la expansion de la frontera
agricola en zonas de bosque tropical himedo y la escasa capacidad de los servicios de
salud. (MSP, 2011)

Los focos endémicos de alta transmision de malaria se encuentran favorecidos en ciertas
zonas por las condiciones ecologicas particulares que presentan como es el caso del norte
de la Amazonia ecuatoriana y el norte del litoral. (MSP, 2011)

En el area endémica de malaria, habita aproximadamente el 60% de la poblacion
ecuatoriana, esta proporcion no ha cambiado en los Gltimos afios sustancialmente, y ha

existido un incremento significativo de la poblacion en estas zonas. (MSP, 2011)
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La malaria en el Ecuador tiene caracter predominantemente estacional, asi a nivel de costa
existe un incremento de transmision después de la estacion lluviosa, el principal vector es
Anopheles albimanus. (MSP, 2011) En cambio a nivel de la amazonia la malaria tienen
menor influencia estacional y su trasmision es mas bien continua, los vectores de
transmision en estas zonas son: A. nufestovari, A. oswaldoi, A triannulatus, A
punctimacula y A rangeli. En las zonas subtropicales y valles templados andinos de malaria

el vector es A. seudopuctipennis y la transmision es continua. (MSP, 2011)

5.2 Parasito.
El parasito Plasmodium pertenece a la familia Phylum Apicomplexa que se caracterizan por

ser paréasitos intracelulares que invaden tanto a los eritrocitos como a los hepatocitos.
(Guevara, 1997) Dentro de las caracteristicas morfoldgicas comunes en este tipo de
protozoarios es la presencia del aparato conoidal formado por un grupo de microtibulos,
que mantienen una relacion bastamente estrecha entre la invasion celular y el inicio de la

division parasitaria. (Figura N°1) (Guevara, 1997)
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Figura N° 1.

Aparato conoidal del Phylum Apicomplexa.
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La figura N° 1 muestra la distribucion de los microtibulos en el aparato conoidal, y las
diferentes estructuras y organelos especializados en la secrecion y que como funcidn tienen

la penetracion de la célula blanco.
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5.2.1 Clasificacion Taxonémica.

Tabla N°1
Phylum Apicomplexa
Clase Aconoidasisa
Orden Haemosporida
Familia Plasmodiidae
Genero Plasmodium
Especies P. falciparum
P. vivax
P. ovale
P. malariae

Fuente: docencia.udea.edu

El proceso de invasion celular del género Plasmodium se divide en 4 fases:

lra y 2da fase: Ocurre la aproximacion del aparato conoidal del parasito a los
receptores que se encuentran en las células, seguidamente se produce la fijacion de
este aparato al receptor celular mediante un proceso selectivo y especifico.
(Guevara, 1997)

3ra fase: Se produce la penetracion o formacién de la vacuola denominada
parasitofora; ésta ocurre por la invaginacion de la membrana celular inducida por la
presencia del parasito, y es un proceso muy comun durante la fagocitosis como
defensa celular. (Guevara, 1997)

4ta fase: Ocurre el cierre de la membrana celular, incluyendo en su interior al

parasito dentro de la vacuola parasitéfora. (Figura N°2) (Guevara, 1997)
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Figura N°2.

Proceso de invasion celular

Fuente: (Guevara, 1997).

La figura N° 2 muestra la infestacion del género Plasmodium a la célula hematica con

receptores especificos.

5.2.2 Ciclo Vital del Parasito.

Los esporozoitos son transmitidos al hombre en el momento de la picadura e ingresan a
través de los receptores de las células hepaticas en las que permanecen de 8 a 14 dias
(Calder6n Juana del Carmen, 2006), luego maduran y son liberados al torrente sanguineo
como merozoitos para invadir los glébulos rojos, después de 2 a 3 dias explotan los
eritrocitos infectados y se liberan nuevos merozoitos e infectan otros eritrocitos, esta parte
es conocida como reproduccion asexual, sin embargo en la sangre pueden pasar a estadios
sexuales que son los gametocitos, los que son absorbidos por los mosquitos para empezar el

ciclo de reproduccidn sexual. (Jiménez Judy Natalia, 2005) Figura N°3.
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Figura N°3:

Ciclo vital del Plasmodium.
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La figura N° 3 muestra el ciclo vital del Plasmodium una vez que ingresa al individuo.
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5.2.3 Genética del parasito.

Uno de los mayores resultados cientificos fue el estudio del genoma y la secuenciacion del
ADN del Plasmodium permitiendo el conocimiento de la funcionabilidad de las proteinas
presentes en las diferentes fases del desarrollo del Plasmodium estableciendo los elementos
moleculares y la expresion genetica que estas desarrollan. (Castro & Rodriguez, 2009)

Se describieron 1289 proteinas especificas, de las cuales 714 corresponden a las fases
asexuales, 931 a gametocitos y 64 a gametos. (Castro & Rodriguez, 2009) De las proteinas
especificas tenemos AMA-1 (antigeno 1 de la membrana apical de merozoitos), una
proteina del merozoito que acttan en el proceso de invasion al eritrocito; CLAG-9 (proteina
asexual de adherencia celular), relacionada con la adherencia celular; MESA (antigeno de
superficie del eritrocito infectado con merozoitos); MSP-1 (proteina 1 de la superficie del
merozoito), otra proteina del merozoito que facilita la invasion del eritrocito. (Castro &
Rodriguez, 2009)

También se identificaron proteinas especificas de fases sexuales como Actina Il, Pf-16
(antigeno especifico de gametocitos), Pfs-48/45 (especificas de gametos relacionada con el
proceso de fertilizacién), Pf-230 (especifica de gametos). Son proteinas especificas que se
expresan en la superficie de los gametos; estas actGan en forma de mensajeros
citoplasmaticos Y estan relacionadas con la inhibicion de la infectividad de los gametocitos
hacia los mosquitos. (Castro & Rodriguez, 2009) (Contreras Ochoa & M. Ramsey Ph. D,

2004)
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El genoma nuclear del Plasmodium especificamente del P. falciparum esta compuesto de
22.8 megabases distribuidos a su vez en 14 cromosomas con una variacion de tamafio de
0.6 a 3.3 megabases (Mb). (Gardner & al, 2002)

Los cromosomas varian ampliamente en longitud, y la mayor parte de sus variaciones se
producen en las regiones subteloméricas. Estas regiones poseen un grado de conservacion
muy marcado dentro del genoma del Plasmodium que se puede deber a intercambios de las
regiones subteloméricas entre los cromosomas. (Gardner & al, 2002)

Varios estudios publicaron que la expresion de los genes var y rif los cuales codifican para
moléculas de superficie de los eritrocitos infectados permiten que se adhieran al endotelio
vascular y son parte de la evasion de la respuesta inmune del hospedero vertebrado,
también se expresan en los esporozoitos, lo que indica que dichos genes participan en
procesos generales ademas de su especificidad con los eritrocitos. (Castro & Rodriguez,
2009) (Florens & et al, 2002)

La asociacion (cluster) de los genes codificantes en los cromosomas del P. falciparum es un
mecanismo de control para la expresion de proteinas, el cual es de gran ayuda para
determinar la especificidad del estadio del Plasmodium. (Castro & Rodriguez, 2009)

Por otro lado el ADN nuclear del Plasmodium vivax se distribuye en 14 cromosomas
lineales que tienen una variacion de tamario de 1,2 a 3,5 Mb. (Carlton, 1999) Un muestreo a
gran escala de aproximadamente 20% del genoma de P. vivax (11.000 secuencias del
genoma) han dado informacion importante sobre el potencial de codificacion del parésito.
Un hallazgo significativo fue la identificacion de varios genes de la familia denominada vir,
dichos genes que al parecer se encuentran en las regiones subtelomeéricas de los
cromosomas pueden jugar un papel en la interaccion antigénica del parésito, y la evasion de

la respuesta inmune del huésped. (Del Portillo, 2001).
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Tomando en cuenta la informacion otorgada por el Army Malaria Institute de Australia, las
secuencias recomendadas para la amplificacion y posterior identificacion de las especies de
Plasmodium son:

Para P. falciparum AAC AGA CGG GTA GTC ATG ATT GAG

Para P. vivax CGG CTT GGA AGT CCT TGT. (Bain, 2011).

5.2.4 Transmision.
La malaria se transmite principalmente por la picadura del mosquito hembra del género

Anopheles al hombre, la cual posee un mecanismo especializado para penetrar la piel
(Kakkilaya, 2009), una vez que el mosquito penetra la piel inyecta saliva para poder
absorber la sangre, y es en el fluido salival donde se encuentra una combinacion de enzimas
antihemostaticas y antiinflamatorias que alteran el proceso de coagulacion e inhiben la
reaccion de dolor. (Kakkilaya, 2009)

El lapso entre la picadura del mosquito infectante y la aparicion de sintomas clinicos varia.
Asi en la infeccion por P. falciparum el cuadro clinico (sintomas) aparece entre 48-72 horas
caracterizado por la presencia de escalofrios, fiebre y sudoracion intensa. La enfermedad se
considera grave por la cantidad de globulos rojos destruidos que provocan una anemia
aguda llevando a la persona infectada hasta la muerte. (Organizacion Mundial de la Salud,

2010)
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En los casos de paludismo por P. vivax u P. ovale es comun los cuadros clinicos y recaidas
que pueden ocurrir semanas 0 meses despueés de la infeccion inicial; estos nuevos episodios
se deben a presencia de formas hepéticas "durmientes o latentes” del parésito, lo que no
ocurre en los casos de P. falciparum y P. malariae, siendo necesario realizar un tratamiento
especial dirigido contra esas formas hepéticas para lograr una curacion completa.

(Organizacion Mundial de la Salud, 2010)

5.2.4.1 Malaria congénita.
La malaria congénita ha sido definida como la presencia de formas del Plasmodium en

sangre periférica o en la placenta de la madre embarazada, constituyendo un gran impacto
tanto para la madre como para el feto. Se ha reportado una frecuencia del 0,3 al 3,6% a
nivel de mujeres en zonas de endemicidad baja y del 10% en &reas de endemicidad alta.
(Orozco, 1997) De las cuatro especies de Plasmodium solamente una de ellas puede escapar
de la circulacion periférica y ser secuestrada en la placenta, esto es el resultado de la
citoadhesion del eritrocito infectado con P. falciparum a las células denominadas
sincitiotrofoblasto (Pouvelle B, 2000); este fendmeno tiene importancia en la patogénesis
de las formas severas de la enfermedad de la malaria que puede ocasionar dafios graves en
el feto. Dentro de la transmision de malaria congénita deben considerarse los siguientes

Casos:
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a) Las embarazadas no inmunes: A nivel de mujeres que carecen de inmunidad la
malaria o paludismo produce un porcentaje elevado de aborto (hasta un 60% en
el caso de la infeccidn por P. falciparum) y una mortalidad materna del 10% al
50%. (Organizacion Mundial de la Salud, 2010)

b) Las embarazadas semi-inmunes: provenientes de zonas con alta transmision de
malaria, en esta circunstancia se produce abortos o bajo peso al nacer,
especialmente durante los dos primeros embarazos. Se calcula que anualmente
mueren 200.000 lactantes a consecuencia del paludismo adquirido durante el
embarazo. (Organizacion Mundial de la Salud, 2010)

c) Las embarazadas semi-inmunes infectadas por el VIH de zonas endémicas son
las que tienen mayor riesgo de sufrir paludismo en todos sus embarazos.

d) Las mujeres con infeccion palldica placentaria tienen un mayor riesgo de
transmitir la infeccion a sus hijos recién nacidos. (Organizacién Mundial de la

Salud, 2010)

Generalmente se considera que mujeres que viven en zonas endémicas desarrollan un grado
de inmunidad (Rogerson SJ, 2007), sin embargo durante su primer embarazo se vuelven
susceptibles a la infeccion malérica; la malaria asociada al embarazo, compromete la
circulacion placentaria de manera que ocasiona un proceso similar al que ocurre durante la
preeclampsia, de ahi la importancia de controlar y evitar la transmision de malaria en

mujeres en edad fertil. (Rogerson SJ, 2007)
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5.2.4.2 Malaria transfusional.

La transmision de malaria por via transfusional fue descrita por primera vez en 1911, por
Bruce-Chwatt y es considerada la causa mas comun de infeccion por transfusion sanguinea.
Actualmente a nivel de zonas endémicas, se pueden encontrar donantes de sangre
infectados con bajas cantidades de parasitos sin presentar sintomatologia clinica evidente,
ademas las especies de Plasmodium pueden vivir en estos donantes por varios afios.
(Hassanpour Gholamreza, 2011) Se ha documentado que el Plasmodium malariae ha
persistido por 53 afios, el P. vivax por 27 afios y el P. falciparum por un periodo de 13 afios
después de la exposicién (Sing B, 1999) (Elghouzzi MH, 2008), en base a estos datos se
consideran que a nivel de zonas no endémicas como Estados Unidos el riesgo de contraer
malaria transfusional es muy bajo (1 caso por cada 4.000.000), mientras que en zonas
consideradas endémicas es mucho mas alta (>50 casos por millon de unidades de
donantes). (Kakkilaya, 2009)

A partir de una infeccién de malaria, el periodo en el cual el individuo puede permanecer
infectante varia entre semanas, meses y hasta incluso afios. Por tal razon, los donantes que
han tenido episodios pasados de malaria deben esperar por lo menos 3 afios para volver a
donar y si son diagnosticados como asintomaticos o portadores no se les permite donar
sangre. (Kakkilaya, 2009)

Uno de los factores para que exista este tipo de exclusion es si el donante ha permanecido

mas de 6 meses en una zona endémica. (Chauhan & al, 2009)
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Debe recordarse que el tamizaje de malaria en donantes de sangre estd basado en la
selecciéon del donante a través de la entrevista tratando de encontrar factores de riesgo
como: evidencia clinica, diagnéstico anterior, lugar de residencia y todo lo que pueda
incrementar la posibilidad de transmision.

A nivel de Ecuador es comun el uso de la técnica de gota gruesa en las regiones endémicas
de malaria, que a pesar de ser util y considerado el “gold estandar” existe el error humano
que puede afectar al diagndstico. (Elghouzzi MH, 2008)

Otro factor que puede ocasionar una transmision de malaria es cuando se utiliza sangre
fresca en una transfusion, y méas aun si esta ha llevado menos de 5 dias almacenados debido
a la viabilidad del parasito. (Kakkilaya, 2009) Esto sugiere que incluso un nimero pequefio
de parésitos pueden producir una infeccion por malaria. (Robert & al, 2001)

A su vez el riesgo disminuye cuando existe un fraccionamiento del producto sanguineo por
ejemplo en plasma y derivados carentes de células rojas, debido a que el parésito es
intracelular y permanece mejor al interior de los glébulos rojos.

Por todo esto, se ha convertido en una problematica para todos los servicios de sangre el
poder identificar de manera precisa y temprana la presencia de malaria en productos
sanguineos. La gran mayoria de los donantes involucrados en dicha transmision, son
individuos semi-inmunes con cargas parasitarias muy bajas, estimando una dosis infecciosa
de 1 a 10 parésitos por unidad de sangre. (Kakkilaya, 2009) (Castillo, 2005) Con esto es
casi imposible que exista una éptima deteccion de parasitemias bajas por el método de
frotis en sangre periférica (Gold Estandar). Sin embargo, la presencia de antigenos del
parasito o anticuerpos del individuo en titulos altos que favorece a la identificacion de

malaria en productos sanguineos y el desarrollo e investigacion de las pruebas de tamizaje
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han sido fundamentales en la bdsqueda de ensayos complementarios a la técnica
microscopicay obtener un mejor diagndstico. (Kakkilaya, 2009)

La transmision de malaria puede ser diferente de acuerdo a la zona en donde se produzca la
transfusion, asi debido a la exposicion frente al parésito y el estado de inmunidad que

pueden desarrollar las personas.

. Zonas endémicas:

En zonas endémicas existe mas probabilidad del contagio de malaria por picadura del
mosquito infectado que por causa de una transfusion recibida de donantes asintomaticos.
(Kitchen AD, 2006). Es por esta razén que los donantes de estas zonas se encuentran en un
alto riesgo de exposicion a la malaria, el objetivo es evitar transfundir productos sanguineos
con bajas parasitemias al ser imperceptibles al diagndstico microscépico.

Ademés se ha argumentado que habitantes de zonas endémicas pueden presentar
autoinmunidad a la enfermedad solo por el hecho de convivir con el parasito y que no
existiria ningun efecto si se les trasfunde sangre de algun donante infectado. (Kitchen AD,

2006)

. Zonas no endémicas:

Para evitar la transmision de malaria a nivel de zonas consideradas no endémicas, se utiliza
un metodo considerado sencillo y acogido por varios paises, el cual consiste en identificar
y aplazar o diferir a los potenciales donantes de sangre que de alguna manera hayan estado
expuestos a algun factor de riesgo de malaria. Sin embargo, esta solucion tiene varios
problemas, uno de ellos es realizar una entrevista adecuada al donante de tal manera que se

tenga la seguridad de estar identificado a todos los donantes en riesgo y que la malaria se
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esta esparciendo a zonas en donde anteriormente se consideraban libres de esta enfermedad.
(Kitchen AD, 2006) Esto ha generado que a nivel de regiones no endémicas se empiece a

buscar nuevas estrategias para determinar estas infecciones emergentes y nuevas.

5.3 Centralizacion de Bancos de Sangre.
La centralizacion de los bancos de sangre a nivel nacional se ha dado posiblemente por la

basqueda de mejora y establecimiento de la calidad, oportunidad y costos del
funcionamiento del sistema de sangre en el pais. Asi, al homologar los procedimientos
como la donacion, el procesamiento y el uso, se busca obtener un producto sanguineo mas
Optimo y de mejor calidad todo esto bajo los estdndares de los bancos de sangre y asi
satisfacer las necesidades de la sociedad. (Cruz Roja Ecuatoriana, 2010) (Astorga &
Amaya, 2011)

Ecuador es el cuarto pais latinoamericano que cuenta con un Hemocentro Nacional, este fue
fundado en noviembre del 2009. Es un centro que cuenta con tecnologia y procedimientos
de la mas alta garantia de calidad. (Cruz Roja Ecuatoriana, 2010)

La creacion de este Hemocentro tiene como objetivo centralizar y unificar los exdmenes
serologicos e inmunoldgicos de los productos sanguineos obtenido de donaciones
voluntarias, por lo que los bancos de sangre provinciales y filiales de Cruz Roja no tendrian
que realizar esta actividad. (Cruz Roja Ecuatoriana, 2010)

Dentro de sus instalaciones se implementd un laboratorio que realiza el tamizaje serolégico
a donantes de sangre provenientes de la mayor parte de provincias del pais, para lo cual se

utilizan reactivos de cuarta generacion de ELISA y se detectan las cinco pruebas de
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tamizaje obligatorio del pais que son VIH/Sida, Hepatitis B y C, Enfermedad de Chagas y
Sifilis.

Las medidas para asegurar la seguridad transfusional de la sangre y sus componentes
incluyen: la utilizacion de donantes voluntarios, la seleccion del donante mediante
cuestionarios e interrogatorio meédico, la deteccion de marcadores serologicos de
infecciones, el mantenimiento de registros de donantes rechazados, y mas recientemente, la
introduccién de ensayos para deteccion de &cidos nucleicos. (MSP, 2007)

Existen varios beneficios que traen consigo la implementacién de un Hemocentro y la
centralizacion de los bancos de sangre que existen en las Juntas Provinciales de Cruz Roja
Ecuatoriana. Estos beneficios son: contar con materia prima a disposicion, manejo de
informacion y conocimientos especificos, equipamiento de tecnologia avanzada para el
fraccionamiento de la sangre, posibilidad de operar con menos costos y en ciertos casos con
mayor calidad y capacidad operativa, personal técnico calificado para este trabajo,
condiciones favorables para garantizar la seguridad bioldgica en la toma de muestra, mejor
tamizaje y analisis clinicos para los donantes y un mejor control de calidad. (Cruz Roja
Ecuatoriana, 2010)

Sin embargo, al centralizar el proceso de serologia se debe tomar en cuenta el perfil
epidemioldgico de cada region del pais y dentro de ello se encuentra la presencia de malaria
en donantes asintomaticos o con resistencia al tratamiento.

De acuerdo a los Estandares de Banco de Sangre de OPS/OMS cuando existe la
probabilidad de que un nuevo agente infeccioso puede ocasionar inconvenientes para
obtener sangre segura Yy libre de agentes infecciosos, se debe realizar una investigacion que
proporcione resultados que corroboren la necesidad de incluir un nuevo marcador

serologico. (MSP, 2007)
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Basandose en estas recomendaciones y considerando el ndmero de donantes que son
reclutados por las provincias consideradas endémicas; asi como también el alto porcentaje
de donantes diferidos por haber permanecido varios dias en la regidn costera, se establece
la necesidad de implementar una prueba complementaria a la deteccion microscopica de

malaria como un segundo filtro en la seguridad de la sangre y sus derivados sanguineos.

5.4 Donantes.

El estado inmune de los donantes varia segln la zona en donde estos residen, asi donantes
pertenecientes a zonas endémicas estan mas cercanos a una posible infeccion de malaria,
estos individuos pueden sobrevivir a la enfermedad lo que hace que el organismo produzca
una inmunidad o una semi-inmunidad que mantiene una baja concentracion de parasitos
con una presencia minima de sintomas. (Doolan D. , Acquired Immunity to Malaria, 2009)
Lo que hace que sean dificiles de detectar y la probabilidad de provocar una infecciéon pos
transfusional sea més alta.

Por otro lado, el estado inmune de donantes pertenecientes a zonas no endémicas es
evidente, asi cuando existe una infeccion por malaria estos presentan altas concentraciones
de parésitos y la sintomatologia tipica de esta enfermedad. (Kitchen AD, 2006), lo que hace
que sean pacientes no idoneos para donar.

Para poder realizar una seleccion del donante mas relevante se debe tomar muy en cuenta la
historia clinica del mismo, notando aqui si es un donante perteneciente a zonas endémicas o
que ha sufrido episodios pasados de esta enfermedad. (Kitchen AD, 2006)

A pesar de que la entrevista es una herramienta que facilita reconocer factores de riesgo en

los donantes, los servicios de sangre/bancos de sangre tienen la obligacion de comprobar si
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los resultados de la entrevista concuerdan con los resultados a nivel del laboratorio, por tal
razon el servicio de sangre debe detectar una infeccion a nivel de una donacion utilizando
metodologias y técnicas que detecten oportunamente la presencia de los agentes

infecciosos. (Kitchen AD, 2006)

5.5 Diagnostico en el laboratorio.

La prueba considerada “gold estandar” y de mayor utilizacion a nivel mundial es la prueba
de gota gruesa con tincion de Giemsa, en donde se puede diferenciar y detectar la especie,
cantidad y morfologia del Plasmodium, ayudando de esta forma a la clasificacion del grado
de la enfermedad y a su rapido tratamiento. (Kitchen AD, 2006)

Adicionalmente existen otras técnicas que sirven para la deteccion directa del parasito de
malaria como la técnica microscépica de fluorescencia a base de colorantes. Este tipo de
metodologia tiene sus limitaciones lo que hace que sus resultados sean poco confiables,
poco sensibles y especificos debido a la dificultad en la diferenciacion de especies por

fluorescencias manchadas, restos celulares, entre otros. (Kitchen AD, 2006)

5.5.2 Diagnostico inmunologico.

Al existir una infeccion por malaria a nivel de donantes, el organismo crea una accion
protectora produciendo anticuerpos especificos contra los paréasitos, y a pesar de que no es
un indicativo de que existe parasitemia en el individuo es una herramienta muy util para

diagnosticar infecciones pasadas y donantes semi-inmunes. (Kitchen AD, 2006)
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Los métodos de deteccién de antigenos son lo suficientemente sensibles se basan en la
deteccion de las proteinas especificas de los parésitos de malaria como la proteina - 2 rica
en histidina (HRP-2), lactato deshidrogenasa (LDH), utilizando sangre completa en sus
formatos. (Kitchen AD, 2006)

Existen varios métodos inmunoseroldgicos que permiten detectar la inmunidad humoral y
celular del huésped, esta metodologia es suficientemente sensible y especifica utilizada para
detectar las infecciones cuando la parasitemia es baja, ademas de ayudar a diferenciar
infecciones pasadas de la actual. (Gutierrez & Arrdspide, 2003)

Entre las técnicas que se encuentran para el inmunodiagnéstico de malaria tenemos:
inmunofluorescencia indirecta (IFI), ELISA, pruebas inmunocromatograficas (Dipstick),
hemaglutinacion, radioinmunoensayo, entre otras. La prueba de ELISA no es de mucha
utilidad en el diagndstico clinico de un paciente, su mayor aplicacién es en estudios
epidemioldgicos. (Gutierrez & Arréspide, 2003)

En 1996, Quifionez J. et al, realizé un estudio piloto en 100 personas residentes de la zona
endémica de Zaragoza (Antioquia — Colombia), para la evaluacion comparativa del método
inmunocromatografico de diagnostico rapido de malaria Parasight F® que detecta la
proteina — 2 rica en histidina con el método convencional de gota gruesa, y determinar su
sensibilidad, su especificidad y sus valores predictivos. La metodologia consistié en
realizar examenes de gota gruesa y la prueba rapida de Parasight F® concomitantemente a
67 pacientes positivos para malaria, 34 con Plasmodium falciparum, 33 con P. vivax y 33
personas clinicamente sintomaticas pero negativos por gota gruesa. (Jaime Ordofiez, et all,
1997)

Los resultados obtenidos fueron: para P. falciparum la prueba mostr6 sensibilidad, 94%;

especificidad, 100%; valor predictivo positivo, 100%; y valor predictivo negativo, 97%. En
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los pacientes con infeccién por P. vivax la prueba fue negativa, y confirmé su alta
especificidad por P. falciparum. (Jaime Ordofiez, et all, 1997)

En este trabajo los resultados positivos del Parasight F® fueron realmente considerados
positivos cuando la parasitemia fue mayor de 400 parasitos/ml; sin embargo, también fue
capaz de descubrir la infeccion en individuos con parasitemias tan bajas como 67
parésitos/ml.

No obstante, la prueba fue negativa en dos enfermos con parasitemias de 446 y 1,407
parésitos/ml, en los que quizd no habia suficiente concentracion de HRP-2 para ser
diagnosticada. (Jaime Ordofiez, et all, 1997)

En conclusidn, este estudio demuestra que la utilizacion de una prueba répida tiene mayor
ventaja frente a la utilizaciéon de la prueba convencional de gota gruesa, ya que la prueba
rapida inmunocromatografica, detecta antigenos malaricos hasta en parasitemias bajas, en
cambio la prueba de gota gruesa puede pasar desapercibidos y presentar resultados falsos
negativos. (Jaime Ordofiez, et all, 1997)

La importancia de contar con una prueba de diagnéstico complementario a la gota gruesa
para la deteccidon de malaria es muy positiva para cualquier banco de sangre y mas para el
Ecuador por ser una zona considerada endémica, con esto se evitaria la morbilidad y
mortalidad causadas por esta enfermedad, ademas de reducir el riesgo de transmision vy el
impacto econdémico del pais.

Para determinar si una prueba debe ser implementada o no dentro de un centro de tamizaje
requiere cumplir varias condiciones y caracteristicas, dentro de ellas se encuentra la

efectividad, oportunidad y costo.
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Las pruebas de malaria tanto répidas como ELISA que van a ser utilizadas en la
investigacion han sido consideradas como efectivas para la deteccion de malaria producida
por Plasmodium falciparum y vivax de acuerdo al fabricante.

Adicionalmente se analiz6 el documento publicado por Unicef y WHO en el que indica las
guias de seleccion para test rapidas de diagndstico en el 2007. Esta guia contiene los
lineamientos del tipo de anticuerpo o sustancia que deben contener las membranas
inmunocromatogréaficas, control de calidad, mantenimiento, manejo de muestras y
reactivos, entre otros (Unicef, Octuber 2007). Por lo tanto, el utilizar reactivos comerciales
probados abre la posibilidad de complementar la deteccion de malaria en donantes

aparentemente sanos.

5.6 Pruebas para la detecciéon de malaria.

5.6.2 Microscopia.

Este tipo de metodologia se basa en la observacion de la morfologia del parasito de malaria
utilizando técnicas como la gota gruesa con tincion de Giemsa y el extendido de sangre
periférica con tincion de Wright, tifiendo de manera especifica el citoplasma y la cromatina
del parasito. (Zuluaga & Trujillo, 2010)

Mediante este método se puede obtener el recuento de parasitos y determinar el grado de
parasitemia, asi como determinar los estadios, géneros y especie del parasito con lo que se

pueden dar posteriores decisiones clinicas. (Zuluaga & Trujillo, 2010)
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5.6.3 Métodos inmunoldgicos.

En estas técnicas se necesita una sustancia especifica (que puede ser antigeno o anticuerpo)
la cual debe estar presente en la sangre total de los supuestos donantes asintomaticos para
malaria. (Arrospide, 2002)

Las pruebas rapidas para el diagndstico de malaria, se basan en la deteccion de antigenos
presentes en los parasitos del género Plasmodium, mediante reacciones antigeno-anticuerpo
que se producen sobre tiras de nitrocelulosa (inmunocromatografia) y pueden ser de dos
tipos:

e Las que detectan las proteina-2 rica en histidina (HRP-2) secretada por P.
falciparum a la sangre y que posteriormente incrementaron su desempefio
detectando tanto el antigeno HRP-2 del P. falciparum como el antigeno panmalérico
que se expresa en las fases sanguineas del P. vivax y probablemente también en el
P. ovale y P. malariae. Tiene una sensibilidad general del 90-92% y una
especificidad del 96-98%. Para P. vivax tanto la sensibilidad como la especificidad
son inferiores del 75% y 95% respectivamente (Arrdspide, 2002)

ELISA ha sido catalogada como una técnica ideal para laboratorios con poca experiencia en
el diagnostico microscépico, la desventaja es que no detectan parasitemia bajas y presentan
falsos negativos y falsos positivos en presencia de factor reumatoide. (Arréspide, 2002)

e La deteccion de la lactato deshidrogenasa (LDH) parasitaria, la cual se basa en la

deteccidn de esta enzima parasitaria, comun en las cuatro especies de Plasmodium.
La especificidad es similar a las técnicas que detectan (HRP-2), pero la sensibilidad es un
poco inferior (88-90%) disminuyendo a medida que la parasitemia es baja. La ventaja es la
obtencion de resultados en 20 minutos, no se requiere visualizacion microscopica y los
inconvenientes son similares a la anterior. (Arréspide, 2002)
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La prueba inmunoenzimaética (ELISA) utiliza el sistema tipo sandwich enzima-sustrato para
la deteccion cualitativa de la presencia de lactato deshidrogenasa Plasmodium (pLDH), una
enzima producida tanto en la reproduccion sexual como asexual del parasito. El kit de
Standar Diagnostics SD denominado ELISA para el antigeno de malaria esta destinado para
uso profesional, como una ayuda en el diagnostico de la infeccion por malaria. La muestra
positiva cuyo valor es superior al corte, siempre debe ser verificada con una prueba

confirmatoria como el examen microscépico de frotis de sangre.

5.6.4 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Este método se basa en la amplificacién de segmentos conocidos y especificos de cada

especie de Plasmodium, y se considera una técnica con sensibilidad y especificidad muy
alta. Ademas, es mucho mas rapida que la gota gruesa siendo su tiempo de desempefio
menor a dos horas; sin embargo es una técnica de mayor complejidad y mucho maés alto
costo. (Zuluaga & Trujillo, 2010)

En el presente estudio se utiliz6 el protocolo para PCR del Army Malaria Institute de
Australia en donde es posible amplificar el fragmento de 276 pb para P. falciparum y 300
pb para P. vivax correspondientes a los genes del sSRNA del Plasmodium spp. (Bain,
2011). Para el procesamiento de las muestras, obtencion del ADN y amplificacion posterior
de la secuencia especifica el Army Malaria Institute posee procedimientos estandarizados
para este tipo de estudios en donde la muestra de sangre total pasa por distintos buffers y
soluciones a distintas concentraciones para lisar las celulas rojas, remover proteinas y asi
obtener una muestra pura de ADN. (Bain, 2011). Una vez obtenido el ADN, se realiza la

PCR utilizando primers especificos para cada especie de Plasmodium.
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5.7 Inmunidad.

La inmunidad especifica contra la malaria depende del nivel de endemicidad de la infeccion
en una poblacion dada. Dicha inmunidad se hace evidente durante los primeros dias de la
segunda semana después de que la parasitemia puede ser detectada. (Maestre, 2011) La
inmunidad después de un periodo de tiempo puede llevar la parasitemia a niveles bajos o
indetectables, lo cual reduce la sintomatologia de la misma. (Maestre, 2011)

De igual manera, el proceso de inmunidad contra la enfermedad se basa en el desarrollo de
una respuesta inmune frente a antigenos parasitarios, pero no precisamente es una respuesta
inmune capaz de eliminar los parasitos de la circulacion del paciente.

Teniendo en cuenta la especificidad de la respuesta inmune adaptativa en relacion con el
estadio del parasito, las caracteristicas de dicha respuesta frente a las formas pre-
eritrociticas (esporozoitos y formas hepaticas), formas asexuadas (merozoitos, esquizontes)
y formas sexuadas (gametocitos), son variables. (Maestre, 2011) Existen dos tipos de
respuesta inmune que puede presentar el organismo frente a una infeccion por malaria las

cuales se detallan seguidamente.

5.7.2 Respuesta humoral.

Los gametocitos pueden desarrollar una respuesta humoral especifica en el individuo ya
que su estructura posee una composicion interna altamente inmunogenica, pero al ser
parasitos intraeritrocitarios la respuesta inmune es muy limitada. (Contrera & Ramsey,
2004)

En poblaciones humanas infectadas por via natural vector — humano con P. falciparum se
han producido anticuerpos de tipo 1gG, subtipos IgG1l o 1gG3 que actdan contra las
proteinas Pfs230 y Pfs48/45 que son proteinas especificas de los gametos en las etapas
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sexuales del parasito de malaria; estas actuan en forma de mensajeros citoplasmaticos y
estan relacionadas con la inhibicion de la infectividad de los gametocitos hacia los
mosquitos y que se expresan en la superficie de los gametos. (Contreras Ochoa & M.
Ramsey Ph. D, 2004)

Ademas se ha manifestado, que existen anticuerpos del subtipo IgG obtenidos del suero a
partir de pacientes hiperinmunes, los que tienen la capacidad de reconocer la superficie de
los gametocitos en sus etapas tempranas (etapa | a 11-A) pero no en etapas tardias como los
trofozoitos y esquizontes.

Existen a su vez anticuerpos en contra de la proteina Pf11-1 la cual estd encargada del
proceso de lisis de los glébulos rojos durante la gametogénesis. (Contreras Ochoa & M.
Ramsey Ph. D, 2004)

Proceso muy similar ocurre cuando existe una infeccion por P. vivax, durante la fase aguda
la mayoria de los pacientes desarrollan una inmunidad humoral que también al igual que la
infeccion por P. falciparum suprime la infectividad de los gametocitos transmitidos hacia
los mosquitos. (Contreras Ochoa & M. Ramsey Ph. D, 2004)

En un estudio en Sri Lanka en el 2004, se encontrd que el suero de 48% de los pacientes
infectados tenia actividad supresora demostrando asi que dichos pacientes al desarrollar una
respuesta inmune humoral producen un estado que suprime la infectividad de los

gametocitos del Plasmodium. (Contreras Ochoa & M. Ramsey Ph. D, 2004)
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5.7.3 Respuesta celular.

Durante la infeccion por P. vivax se han detectado niveles altos de factor necrosante
tumoral alfa (TNFa) y de interferon gamma (IFNy), fendbmeno que coincide cuando existe
la ruptura de parésitos asexuales de etapa de esquizontes.

De igual manera, se ha encontrado que durante esta etapa existe una relacion entre la
disminucion de la infectividad de los gametocitos y el numero de microgametocitos.
(Contrera & Ramsey, 2004)

Ademas, se ha revelado la proliferacion de células mononucleares circulantes (CMC) en
respuesta a los gametocitos de P. vivax y P. falciparum.

La mayoria de estudios, in vitro se han realizado en CMC de donadores no paludicos y se
han reportado varios resultados, entre estos, que los linfocitos T que reaccionan contra los
gametos de P. falciparum también reaccionan contra esquizontes, pero no contra eritrocitos
no infectados, lo que nos sugiere que ambas etapas comparten estructuras comunes.
(Contrera & Ramsey, 2004)

Dicho asi, se ha demostrado que los gametocitos de P. falciparum activan a linfocitos
CD4+, pero no a linfocitos yd+. En varias poblaciones humanas infectadas de manera
natural por P. falciparum y P. vivax se ha detectado respuestas proliferativas, especificas y
no especificas, dirigidas contra los gametocitos. (Contreras Ochoa & M. Ramsey Ph. D,
2004)

Durante su desarrollo el Plasmodium secreta del interior del eritrocito al medio extra
celular una clase de proteinas conocidas como exoantigenos o antigenos solubles. Dichas
proteinas estan envueltas en procesos metabdlicos y en la estimulacion de la respuesta

humoral y celular contra el parasito. La mayoria de los exoantigenos corresponden a las
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etapas asexuales del parésito y tienen la capacidad de provocar proliferacion de linfocitos y
produccion de IFNg.

Estos exoantigenos secretados por los gametocitos de P. vivax y P. falciparum de manera
especifica estimularon la proliferacion de linfocitos y6+ y linfocitos CD8 + en volumen
considerable, en cambio la expansion de linfocitos ap+ y CD4+ fue minima. (Contreras
Ochoa & M. Ramsey Ph. D, 2004)

Los linfocitos y3+ participan directamente en la eliminacion del parésito, en colaboracion
de otras poblaciones celulares y que participan en cooperacion para regular la respuesta
inmune contra la infeccibn mediante la produccion de citocinas inflamatorias como:
TNFa y B, IFNy, IL-5, IL-6, IL-8 y linfotoxina. Se necesita de mucha mas investigacion
para dilucidar el mecanismo de accién y regulacién de dichas células y el origen de los

antigenos que reconocen. (Contreras Ochoa & M. Ramsey Ph. D, 2004)

5.7.4 Inmunidad adquirida.
En 1980, Bruce Chwatt citdé que la inmunidad a la malaria puede ser definida como el

estado de resistencia a la infeccion la cual abarca todos los procesos desde la destruccion
del parasito a la limitacion de su multiplicacion. (Doolan D. , Acquired Immunity to
Malaria, 2009)

Existen varios tipos de inmunidad contra malaria como inmunidad natural la cual al ser
innata en el huésped, demuestra la respuesta inmediata a la inhibicion del accionar del
parasito, sin depender de una infeccion previa, otra es la inmunidad adquirida un estudio de

Koch en 1900 dedujo que la proteccion contra malaria es adquirida solo cuando existe una
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exposicion fuerte e ininterrumpida contra el parasito, y la especie y estadios del parésito
son especificos esta clase de inmunidad puede ser activa o pasiva.

La inmunidad adquirida activa se define como la capacidad inmunoldgica del huésped
como resultado a encuentros pasados con el parasito y la inmunidad adquirida pasiva se
refiere a la inmunidad prenatal transferida desde la madre o por sustancia protectoras
externas. (Doolan D. , Acquired Immunity to Malaria, 2009)

Ademas existen varios tipos de inmunidad adquirida que se pueden presentar antes,
durante y después de una infeccion con malaria, asi existe un estado denominado de
“premonicion” que es el estado de proteccidon contra nuevas infecciones manteniendo un
grado bajo de parasitemia asintomatica, en la cual la proteccidn esta relacionada con la
disminucion del riesgo. (Doolan D. , Acquired Immunity to Malaria, 2009)

Por ejemplo en Africa la mayoria de la poblacion de uno u otro modo estan infectados con
P. falciparum pero ninguno presenta algin tipo de sintomatologia, al contrario ellos
aprendieron a convivir con la infeccién y llevar una vida cotidiana normal a pesar de los

parésitos en su sangre. (Doolan D. , Acquired Immunity to Malaria, 2009)

5.7.5 Donantes semi-inmunes o0 asintomaticos.

La semi-inmunidad se produce por lo general en las personas que pertenecen a zonas
endémicas para malaria en donde la tasa de inoculacion o tasa de picaduras diarias durante
un periodo de tiempo (EIR entomological inoculation rates) es muy elevada. En donde los
donantes presentan un alto titulo de anticuerpos frente a una densidad parasitaria de tal
manera que se presenta un equilibrio entre el sistema inmune y la parasitemia. (Kitchen

AD, 2006)
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5.8 Problemas en la deteccion.

Un estudio presentado por Kitchen en el 2006, habla sobre los cuatro objetivos especificos
para la deteccion de malaria en donantes: los parasitos intracelulares, anticuerpos, antigenos
y ADN del Plasmodium.

La prueba de gota gruesa es considerada la técnica gold estandar en la mayoria de paises
que sufren los estragos de la malaria, al otorgar un diagnostico méas especifico como la
densidad de la parasitemia, el estadio, género y especie del parasito, el tratamiento puede
ser mucho mas efectivo. Pero existen varios inconvenientes al momento de realizar esta
prueba el mas importante es la experticia del técnico al momento de diferenciar el parasito,
lo que hace que el resultado sea mucho mas subjetivo. (Kitchen AD, 2006)

Otro tipo de pruebas son las técnicas de deteccion de anticuerpos este tipo de herramientas
detectan la presencia de anticuerpos producidos por el estado inmune del paciente en
respuesta a los parasitos de malaria el inconveniente de este tipo de diagnostico es saber
verdaderamente si el donante posee parasitos de malaria ya que la inmunoglobulina contra
la malaria puede ser detectable por varios afios. (Kitchen AD, 2006) Un estudio publicado
por Slinger et al, dice que la “deteccion de anticuerpos para malaria carece de sensibilidad
y especificidad”, donde existirian valores predictivos demasiado bajos. (Slinger R, 2001)
Otra alternativa para el diagndstico de malaria en donantes es la deteccion del antigeno de
Plasmodium considerada una prueba mas rapida y objetiva que la microscopia directa.
Segun Kitchen la sensibilidad de estas pruebas es menor comparandola a la gota gruesa. Lo
que se ha propuesto la utilizacion de dos técnicas complementarias para elevar de algun

modo la sensibilidad de la deteccion. (Kitchen AD, 2006)
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Existe una prueba que posee relativamente mayores niveles de sensibilidad: la PCR ofrece
un medio rapido y sensible para la deteccion del ADN del Plasmodium y evitar una posible
infeccion pero existen varios aspectos que podrian producir una infeccion, como el tamafio
de in6culo (grado de transmision) lo que hace que si existieran parasitemias demasiado
bajas como en zonas no endémicas aun es posible que los glébulos rojos infectados pueden
trasmitir la enfermedad, ademés existen aspectos socio-econémicos que hacen que esta
técnica sea muy dificil de implementar. (Kitchen AD, 2006)

En el presente estudio se utilizaron dos técnicas inmunoldgicas que detectan el antigeno de
Plasmodium en sangre total por las interacciones antigeno-anticuerpo, una de estas fue la
prueba de diagndstico rapido (PDR) inmunocromatografica que detecta las enzimas HRP-2
y LDH. Segun un estudio publicado por Gillet en el afio 2011, las PDR son una excelente
alternativa para diagnosticar malaria en zonas endémicas en donde la densidad parasitaria
esta sobre los 100 parasitos por litro o mayor al 0.002% de glébulos rojos parasitados.
(Philippe Gillet, 2011) Pero Gillet presenta resultados falsos negativos que fueron
reportados tantos en bajas como en altas parasitemias. Y atribuye esta complicacion a
varios factores como las variaciones genéticas de la enzima HRP-2 y el efecto prozona.
(Philippe Gillet, 2011)

El fendmeno de la prozona se presenta cuando se afiaden cantidades mayores de antigeno a
cantidades constantes de anticuerpo, se alcanza una proporcién para la cual no se presenta
precipitacion ni aglutinacion. (Chavez, 2008)

A pesar de que la relacion de este factor se puede explicar por alta concentracion de la
enzima HRP-2 el fenomeno prozona sigue siendo un aspecto poco comun pero puede
disminuir la precision de la técnica desafortunadamente este estudio no fue disefiado para

determinar los factores para esta complicacion. (Philippe Gillet, 2011)
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Otros factores que pueden interferir en la deteccion de antigenos de malaria por PDR son el
secuestro capilar de parasitos de malaria durante la migracion a través de la membrana de
nitrocelulosa que posee el casette de la técnica.

La otra prueba utilizada en este estudio fue la técnica inmunoenzimatica ELISA, un estudio
presentado por Noedl en el 2006, mostro el desempefio de la técnica que detecta la enzima
HRP-2 mostrando una alta sensibilidad y especificidad donde el parésito fue detectado de
forma fiable. (Noedl H, 2006). Pero existen varios factores que pueden afectar los
resultados como el numero de muestras que se procesan diariamente en los bancos de
sangre y el problema de que solo existen ELISAS especificos para P. falciparum lo que

hace que infecciones mixtas sean dificiles de detectar. (Noedl H, 2006)
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CAPITULO 11l

MATERIALES Y METODOS

6. TIPO DE ESTUDIO.

Esta investigacion tiene un disefio descriptivo transversal y se realizé en el Hemocentro
Nacional de Cruz Roja Ecuatoriana. Se llevo a cabo la recoleccion de muestras de donantes
de sangre provenientes de bancos de sangre de zonas endémicas en las que se detectd la
presencia o0 ausencia de antigenos parasitarios de malaria.

Esta investigacion utilizd un muestreo aleatorio estratificado el cual se basa en la toma de
una muestra representativa por subpoblaciones de la poblacion total, tomando en
consideracién los siguientes parametros: cantidad de donantes anuales, prevalencia de

malaria y criterios de inclusion importantes para el estudio.

7. POBLACION-AMBIENTE-PERIODO.

Poblacion: Donantes asintomaticos pertenecientes a zonas consideradas endémicas en el
Ecuador. Zonas endémicas como EI Oro, Esmeraldas, Los Rios, Milagro, Pastaza, y Santo
Domingo de los Tsachilas, de acuerdo a los datos proporcionados por las estadisticas del
Ministerio de Salud Publica del Ecuador.

Muestras: Se recolectd una muestra de sangre total de cada una de las donaciones recibidas
y se las sometid a la deteccidn de antigenos de malaria en prueba inmunocromatografica o
prueba répida y la de inmunoensayo conocida como ELISA. Aquellas muestras con

resultados seropositivos se confirmaron mediante la técnica de PCR.
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Todo este proceso se dio durante los meses de junio a diciembre del 2011.

Se debe aclarar que las muestras no fueron recolectadas directamente de los donantes, el
Hemocentro Nacional y los diferentes bancos de sangre nos proporcionaron las muestras de
sangre total en tubos con anticoagulante, en este estudio se tomo en cuenta varios criterios

como los descritos a continuacion.

8. CRITERIOS DE INCLUSION.

e Donantes provenientes de zonas endémicas para malaria.
e Donantes que cumplan los criterios de donacion de sangre de acuerdo al documento

de Elegibilidad del Donantes de la OMS. (WHO, 2012)

9. CRITERIOS DE EXCLUSION.

e Donantes que no cumplan con los criterios de aceptacion para las donaciones de

sangre.

e Donantes provenientes de zonas no endémicas.
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10. METODOLOGIA DEL ESTUDIO.

1. Como primera etapa de la investigacion se realizaron curvas de sensibilidad tanto
para la prueba rapida como para ELISA, utilizando dos cepas positivas para P.
falciparum y P. vivax. El proposito de la realizacion de estas curvas de sensibilidad
fue determinar la capacidad de deteccidn que poseen las dos técnicas.

2. En el caso del P. falciparum se utiliz6 la cepa CIEI-001 obtenida de cultivos
disponibles en el Centro de Investigacion en Enfermedades Infecciosas-PUCE.

3. Para el P. vivax se obtuvo una muestra de una persona que presentd un caso de
malaria proveniente de la ciudad de Guayaquil.

4. En la segunda etapa de la investigacion se recolectd un total de 1120 muestras de
sangre total provenientes de los donantes que cumplieron con los requisitos de
donacion de sangre, que ademas fueron, previamente tamizados para malaria
mediante la prueba de gota gruesa, estos donantes pertenecen a los diferentes
bancos de sangre ubicados en zonas consideradas endémicas 8 en total.

5. La tercera etapa de la investigacion fue el procesamiento de las muestras mediante
dos técnicas, una prueba rapida y una prueba inmunoenzimatica (ELISA) de captura
de antigenos.

6. La cuarta etapa se basé a partir de los resultados presuntivos que se obtuvieron tras
el analisis de las muestras, se dio aviso a los bancos de sangre a fin de que las
unidades de sangre y derivados que correspondian a las muestras presuntivas para

malaria en los dos métodos sean separadas y no utilizadas.
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7. Enla quinta etapa de la investigacion se realizo la confirmacion de las muestras que
dieron resultados presuntivos tanto en ELISA como en prueba rapida mediante la
técnica molecular de PCR.

8. Se realizd la estandarizacion del ADN mediante la cuantificacion del mismo
utilizando el equipo Nanodrop ND100 efectuando diluciones seriadas para asi
encontrar la mejor y mas atil dilucion.

9. La sexta etapa del estudio fue el andlisis de datos y la correlacion de los resultados
obtenidos entre la prueba répida y el ELISA; ademéas comparar los datos tedricos
versus los datos précticos y obtener conclusiones y respuestas objetivas al problema

en el cual se basa esta investigacion.
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11. TAMANO DE LA MUESTRA.

Célculo del N:

n =

/’lu

:t[,*q
?, i

Se calcul6 el N con un nivel de confianza del 95% y un erro del 0,05.

Con la siguiente formula se toma en cuenta los siguientes valores:

Tabla N° 2:

Célculo del N.

Error Alfa 0,05
Nivel de Confianza 95%
Z de (1-a) 1,96

Prevalencia de la Enfermedad

Segun la provincia

Complemento de p

Segun la provincia

Precisién

0,05
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Tabla N° 3: Total de muestras a ser analizadas en pruebas rapidas y ELISA.

NUmero de muestras
Provincia Prevalencia- | Célculo Donantes | requeridas de acuerdo a
MSP N Anuales la poblacién
El Oro 54% 382 4373 301
Esmeraldas 66% 345 1318 223
Los Rios 42% 374 806 205
Pastaza 37% 358 357 129
Pichincha 8% 113 1500 85

Santo Domingo 80% 246 2890 207
TOTAL 1818 11244 1150

La tabla muestra el célculo del N de acuerdo a la estratificacion de las muestras por provincia

endémica.

12. TECNICAS EMPLEADAS.

Se utilizaron dos técnicas para la deteccion de antigenos de malaria:

a) ELISA.

b) Prueba Rapida.

Técnica:
Casa Comercial:

NUmero de Lote:

Fecha de Expiracion:

Inserto:

SD Malaria Antigen ELISA

Standard Diagnostics

213034

15/03/2012

Anexo (1)
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12.1 Fundamento técnica inmunoenzimatica (ELISA).

Es un ensayo inmunoenzimatico para la deteccion cualitativa de antigenos de malaria
Plasmodium sp. presente en sangre total. La técnica posee dos micro placas. Una sin
recubrimiento que es utilizada para la lisis de sangre total y la otra esta precubierta con
anticuerpos de raton especificos para la enzima LDH de Plasmodium. (Diagnostics, 2010)
Después de la lisis de sangre total del donante, la enzima LDH presente en la sangre a
estudiar, se une a los anticuerpos de raton dirigidos contra isoformas de malaria y estos se
unen a anticuerpos de cobayos de la enzima conjugada (conjugado) formando una reaccion
antigeno-anticuerpo de tipo sdndwich. Después de una incubacion de 90 minutos todas las
sustancias que no se han unido son eliminadas mediante los procesos de lavado y secado
(Diagnostics, 2010)

Por lo tanto, la actividad enzimatica residual en los pocillos sera directamente proporcional
a la concentracion pLDH en la sangre entera del paciente, lo que se evidenciara por la
incubacion con una solucion de sustrato (TMB de trabajo) y la lectura colorimétrica se lleva

a cabo utilizando un espectrofotometro a 450 nm. (Diagnostics, 2010)

12.2 Procedimiento.

Se deben tomar diferentes precauciones en relacion al manejo de muestras biologicas,
estandares, los controles deben ser considerados potencialmente patdgenos e infecciosos.
Siguiendo las recomendaciones planteadas por el Centro de Control de Enfermedades
Infecciosas (CDC) (Wilson & Chosewood, 2009). Se tomaron y conservaron las muestras

hasta su procesamiento.
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e Las muestras deben estar homogenizadas, colectadas en tubos con anticoagulante y
almacenadas no més de 3 dias a una temperatura de refrigeracion de 2 a 8° C.

e Cada ensayo debe incluir 3 pocillos con control negativo, 2 pocillos con control
positivo.

e Mezclar bien los controles y muestras utilizando la pipeta, este paso sirve para lisar
correctamente los globulos rojos.

e Controlar la temperatura ambiente entre los 15 — 30 °C y la de incubacion.

e Controlar el tiempo de incubacion y los procesos de lavado.

e Leer las absorbancias utilizando un espectrofotometro a una longitud de onda de
450 nm. La lectura se debe realizar en un lapso de 30 minutos después de detener la

reaccion.

12.3 Limitaciones del test.

e Un resultado negativo no excluye la posibilidad de infeccion de la malaria en el
paciente. Si no se detecta pLDH malaria puede ser el resultado de factores tales
como el muestreo inadecuada y / o la manipulacion de la muestra.

e Asimismo, el no afadir espécimen en el procedimiento podria dar lugar a un
resultado falso negativo. Se debe considerar repetir la prueba.

e La prueba no puede diferenciar entre las especies de Plasmodium y por lo tanto es
util como una técnica de screening solamente.

e Todos los reactivos se proporcionan en concentraciones fijas. El rendimiento de la
prueba puede verse afectado si estan concentraciones son modificadas o su emplea

un almacenamiento inadecuado.
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e La prueba se limita a la deteccion de antigeno de la malaria Plasmodium sp. pero
podrian ocurrir falsos resultados por varios factores como la baja incidencia de la
enzima LDH es por esto que se recomienda confirmar los resultados obtenidos con

una prueba complementaria.

Ademas para seguir con el estudio y cumplir los objetivos trazados, se realizo la
caracterizacion de todas las muestras testadas en ELISA, utilizando la técnica
inmunocromatografica rapida casa comercial CYPRESS DIAGNOCTICS como en la
prueba de ELISA se eligi6 esta técnica porque detecta antigenos de malaria que en donantes
de sangre seleccionados previamente pueden presentar asintomatologia y parasitemias
bajas, lo que haria dificil la deteccion de dicho parasito. (Doolan D. , Acquired Immunity to

Malaria, 2009)

Técnica: Malaria Total Quick Test
Casa Comercial: Cypress Diagnostics
NUmero de Lote: 090107

Fecha de Expiracion: 02/2013

Inserto: Anexo (2)
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12.4 Fundamento PDR.

Contienen una membrana en forma de tira, la cual esta recubierta con anticuerpos
monoclonales de raton y un anticuerpo policlonal en dos lineas separadas en una misma
tira.

El anticuerpo monoclonal (Linea para P.f.) es especifica para la enzima HRP-1I del P.f. y el
anticuerpo policlonal de raton (Linea para Pan) es especifica para la enzima LDH que se
encuentra en todas las especies de Plasmodium. Cuando se coloca una muestra positiva los
anticuerpos de la membrana reaccionan especificamente con los antigenos de malaria
presentes causando una reaccion antigeno-anticuerpo de tipo sandwich apareciendo una

linea coloreada.

12.5 Control de calidad del test.

Esta prueba posee una linea de control la cual indica un apropiado procedimiento y la
calidad de los reactivos.
Se recomienda utilizar controles externos, en este estudio se utilizaron 2 cepas control una

para P. falciparum y la otra para P. vivax.

12.6 Interpretacion de resultados.
El cassette contiene 2 lineas de resultado, una linea solamente detecta antigenos de P.

falciparum y la otra linea detecta antigenos especificos para la enzima LDH presente en
todas las especies de Plasmodium.
Un resultado reactivo es cuando una linea se vuelve visible juntamente con la linea C de

control.
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Tabla N° 4

Interpretacion de resultados PDR

Deteccion de P. falciparum Presencia 2 lineas (Pf + Pan)

Presencia linea control

Deteccion de P. vivax, ovale, malariae Presencia de linea Pan

Presencia linea control

Infeccién mixta Presencia de 2 lineas (Pf. + Pan)

Presencia linea control

Resultado negativo Solo presencia linea control

Resultado invalido No aparece linea control

Fuente: Inserto PDR.

12.7 Limitaciones del test.

e Esta prueba detecta HRP-II del P. falciparum o LDH especifico de las especies de
Plasmodium utilizada como una prueba de screening, resultados reactivos se los
debe confirmar mediante una técnica de microscopia.

e La prueba esta limitada a la deteccion de antigenos de P. especies, lo que puede
producir la aparicion de falsos resultados tanto positivos como negativos, por lo que
se recomienda utilizar una técnica complementaria.

e Existen varios factores que pueden producir interferencia con los resultados como:

muestras hemolisadas, lipémicas, ictéricas o con presencia de factor reumatoide.
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12.8 Realizacion de PCR.

Después de correr todas las muestras y analizar los resultados se procediéo con la
confirmacion de las muestras positivas mediante la técnica de PCR, teniendo en cuenta que
antes se debe extraer el ADN de las muestras que seran estudiadas.

Para este procedimiento se siguio el protocolo de Army Malaria Institute de Australia.

12.9 Fundamento.

La PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) fue desarrollada por Kary Mullis en 1986.
La técnica se basa en las caracteristicas de la estructura quimica del ADN y su replicacion.
(Torres & Baca, 1995).

La PCR, se fundamenta en la amplificacion enzimatica de una o varias secuencias
especificas de ADN rodeado por dos secuencias de oligonucle6tidos que hibridan en la
cadena complementaria de la molécula molde que se va a amplificar (cebadores o
“primers”) y que son utilizados por un ADN polimerasa termoresistente para copiar la
secuencia de la misma. (Biomedicas, 2008) (UNED, 2000).

La PCR es una reaccion en cadena, porque las hebras de ADN de nueva sintesis sirven a su
vez de molde para reacciones en ciclos posteriores, se utiliza una ADN polimerasa
termoestable debido a que la reaccion pasa por diferentes temperaturas en sus respectivos

ciclos, (UNED, 2000) cada ciclo consta de 3 etapas:

e Desnaturalizacion: Para que la reaccion pueda dar inicio es importante que las
moléculas de ADN molde se encuentren en forma de cadena simple. Para esto se
debe provocar la rotura de los enlaces puentes de hidrogeno intercatenarios
mediante la exposicién a temperatura de 90 a 95°C y asi obtener la separacion de
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ambas cadenas. Si el ADN solo se desnaturaliza parcialmente éste tendera a
renaturalizarse muy rdpidamente dificultando con esto el proceso de hibridacion.

(Biomedicas, 2008).

Hibridacion: Una vez que se obtiene el ADN desnaturalizado se disminuye la
temperatura de la reaccion hasta un rango comprendido entre los 40 y los 60°C para
que se pueda producir la hibridacion especifica de los cebadores y asi lograr que
estos se unan a las secuencias que rodean el fragmento que se desea amplificar, la
temperatura a la que se realiza esta etapa debe establecerse para cada reaccion en

funcién de la longitud de los cebadores y su secuencia. (Biomedicas, 2008).

Extension: En esta etapa el ADN polimerasa termoresistente cumple un papel muy
importante al agregar nucledtidos en el extremo 3" del cebador utilizado como
molde la cadena de ADN previamente desnaturalizada.
La temperatura a la que se realiza esta etapa de la reaccion suele ser de 72°C ya que
es la temperatura a la que la “Taq polimerasa” alcanza su maxima actividad.
Normalmente una extension de 20 segundos es suficiente para fragmentos menores
de 500 pares de bases, y 40 segundos para fragmentos por encima de 1.2Kb. Al
finalizar cada uno de los ciclos el numero de copias obtenidas se duplica y después
de 20 ciclos ya tenemos aproximadamente 1 millon de copias de cada una de las

moléculas molde iniciales ADN. (Biomedicas, 2008).
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12.9.1 Extraccion de ADN a partir de sangre total fresca: Anexo (3).

Diluir 100 ul de sangre con 900 ul de TKM 1 las células rojas se lisan afiadiendo 10
ul de saponina al 10%. Mezclar la muestra varias veces hasta obtener una solucion
clara.

Centrifugar por 5 minutos al maximo de velocidad para sedimentar los parésitos.
Eliminar el sobrenadante.

Afadir 1 ml de TKM1 al sedimento y resuspenderlo. Centrifugar de nuevo por 5
minutos al méximo de velocidad. Repetir este paso hasta que el sobrenadante sea
incoloro.

Resuspender el sedimento con 10 ul de TKML1. Afiadir 0.4 ml de TKM2 y 25 ul de
SDS al 40% y mezclar bien. Incubar por 15 minutos a ~55°C.

Afadir 0.15 ml NaCl 6M vy centrifugar por 5 minutos. (Paso para remover
proteinas).

Trasferir el sobrenadante a un tubo nuevo y afiadir 1 ml de etanol al 100%, mezclar
bien y centrifugar por 5 minutos para sedimentar el ADN.

Decantar el sobrenadante. Afiadir 0.5 ml de etanol al 75% al sedimento de ADN y
centrifugar por 5 minutos. Decantar el sobrenadante y secar el sedimento por 5
minutos.

Disolver el sedimento de ADN en 100ul de DDW. (Toma ~30 minutos re disolver

el sedimento).

12.9.2 Reaccion en cadena de la polimerasa PCR.

Para este estudio se siguié un protocolo de PCR estandarizado por Army Malaria Institute

de Australia.
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Primers secuencias:
e Rev: GTATCTGATCGTCTTCACTCCC
e Pf:  AACAGACGG GTAGTCATG ATT GAG
e Pv: CGGCTT GGAAGT CCTTGT
e Po: CTGTTCTTTGCATTCCTTATGC

e Pm: CGT TAAGAATAAACGCCAAGCG

Controles:
Para este estudio se utilizaron 2 controles positivos internos la cepa CIEI-101 para P.
falciparum y CIEI-102 para P. vivax traidos de Colombia por el &rea de investigacion en

malaria del Centro de Investigaciones en Enfermedades Infecciosas de la PUCE.

Master-Mix:
Para este estudio se realiz6 un master-mix teniendo en cuenta el nimero de muestras a
evaluar y las condiciones del laboratorio.

Utilizando los siguientes volimenes por muestra:

Tabla N°5
Master Mix 12,5 ul
MgCl, 2,5ul
Primers lulx3
ADN 5 ul
H,O molecular 2ul

71



Control de calidad.

= Se utilizaron como controles internos de las pruebas dos muestras de sangre de
pacientes con malaria producida por vivax y falciparum. Paciente-CIEI-01 y
Paciente-CIEI-02

= También se utilizaron dos cepas de cultivos de Plasmodium falciparum y vivax
provenientes de Colombia. Cepas CIEI-101 falciparum y CIEI-102 vivax.

= Adicionalmente, se realizé una curva de sensibilidad tanto en ELISA como en la
prueba rapida utilizando las cepas de control interno.

= Se realiz6 una curva de estandarizacion de la PCR, cuantificando el ADN de los
controles utilizando un NanoDrop ND100 y realizando diluciones seriadas

dobladas.

13. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES.

72



Tabla N° 6

Operacionalizacion de las variables

OBJETIVO GENERAL

Establecer la correlacion existente entre los resultados obtenidos en la prueba rapida y ELISA de captura de antigenos de
malaria en donantes asintomaticos de sangre provenientes de zonas endémicas.

VARIABLES
DEPENDIENTES

DEFINICION

INDICADORES

INSTRUMENTO DE MEDIDA/ Medios de verificacion.

PRESENCIA DE

ANTIGENOS DE MALARIA

EN DONANTES
ASINTOMATICOS

Antigenos de malaria
presentes en pacientes que
no presentan una
sintomatologia, como es el
caso de donantes de sangre.

Total de donantes reactivos
para antigenos de malaria
Total de donantes analizados

Pruebas de Laboratorio.
Analisis de los resultados.
Reporte de resultados

VARIABLES
INDEPENDIENTES

DEFINICION

INDICADORES

INSTRUMENTO DE MEDIDA / Medios de
Verificacion

CORRELACION DE LOS
RESULTADOS

OBTENIDOS EN PRUEBAS

RAPIDAS, ELISAY PCR

Hablamos de correlacion
cuando nos referimos
a la relacion
existente entre dos
variables, intensidad y su

sentido (positivo o negativo).

indice de concordancia
Reproductibilidad de los
resultados en ELISA

Andlisis de los resultados obtenidos
Reqgistros de curvas de sensibilidad
Calculos de concordancia, Tablas de contingencia.

PRUEBAS RAPIDAS

Son pruebas que detectan
antigenos especificos
(proteinas) producidos por
los parasitos de malaria.

Numero de donantes reactivos
para antigenos de malaria

Total de donantes analizados

Anaélisis de los resultados comparados con el uso de
controles internos del Kit.
Registro de reportes de resultados.

ELISA

Es una prueba
enzimoinmunoanalisis de
adsorcion que detecta
anticuerpos en sangre utiliza
como antigeno la proteina
circum esporozoitica del
parasito malarico, midiendo
la respuesta humoral de
inmundgenos.

Total de donantes reactivos
en ELISA
Total de donantes analizados

Reporte de absorbancia obtenidas.
Registro de resultados.
Anélisis de resultados de acuerdo al punto de corte/cut off
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La PCR o "Reaccién en
Cadena de la Polimerasa" es

Porcentaje de muestras

Anélisis de resultados

PCR una técnica biomédica que seropositivas con resultados Registro de reportes de resultados
permite obtener grandes positivos en PCR
cantidades de secuencias
moleculares de ADN o ARN
replicados, a partir de
muestras en muy pequefias
cantidades de estos ADN o
ARN.
Tiempo de permanencia o
residencia en zonas endémicas
LUGAR DE como: Revision de fichas del donante.
PROCEDENCIA DE Lugar donde nacié o reside El Oro, Esmeraldas Formularios de recepcion de muestras.
DONANTES el paciente Los Rios
Pastaza

Pichicha y Sto. Domingo
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14. METODO ESTADISTICO.

14.1 Meétodos recoleccion de informacion.

Procesamiento estadistico de la informacion recogida: SPSS.
Al final: Se empleo de una PC Pentium Ill, con ambiente de Windows XP. Los textos se

procesaron con Word XP, y las tablas y graficos se realizaron con Excel XP y SPSS Vr. 16.

14.2 Recoleccién de muestras.
Se recolectd las muestras en el Hemocentro de la Cruz Roja Ecuatoriana de Esmeraldas,

Babahoyo, Milagro, Portoviejo, Pastaza, y Santo Domingo ademas se recolecto muestras de
la Cruz Roja de El Oro consideradas zonas endémicas para malaria, también se tomé en

cuenta la provincia de Pichincha por ser en donde se ubica el Hemocentro nacional.

15. ASPECTOS ETICOS.

Para la recoleccion de las muestras se tomaron varias normas para obtener los permisos de
utilizacion de estos productos sanguineos, se realizaron diferentes oficios dirigidos a los
directores de los bancos de sangre solicitando el permiso pertinente y su colaboracién para
el envio de muestras recordandoles que en forma que avance el proyecto se notificara

cualquier tipo de observacion de sus muestras y asi puedan tomar las respectivas acciones.
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16. MARCO CONCEPTUAL.

16.1 Trasfusion de sangre.
Una transfusion de sangre es la transferencia de sangre o componentes sanguineos de un

sujeto (donante) a otro (receptor). (OMS, WHO Expert Committe on Malaria, 2000)

16.2 Donacion voluntaria.
Se considera donacion voluntaria, altruista aquella que se hace por propia voluntad, sin

recibir pago alguno, ya sea efectivo o en especie que pueda considerarse sustituto del
dinero. Ello incluye el tiempo de ausencia en el trabajo por un lapso mayor que el
razonablemente necesario para la donacién y el desplazamiento. Los procedimientos
rutinarios de atencion a donantes deberan estimular y facilitar la donacién voluntaria,

altruista y repetida de sangre. (OPS, Estandares de Trabajo en Bancos de Sangre, 2007)

16.3 Donantes asintomaticos.
Son portadores cronicos de una infeccion transmisible con resultados persistentemente

negativos de la pesquisa seroldgica negativas. Estas personas no presentan una

sintomatologia clara de la enfermedad. (Jimenez, 2006)
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Productos sanguineos:

16.4 Sangre total.

La unidad de sangre total es el producto que resulta de la adicion de 63 mL de solucion
anticoagulante-conservadora a los 450 mL de sangre obtenida de un donante. Su
almacenamiento se realiza a 4°C y durante el mismo las plaquetas y los leucocitos dejan de

ser funcionales a los pocos dias de la extraccion asi como los factores de la coagulacion.

16.5 Concentrado de hematies.

El concentrado de hematies es el componente que se obtiene después de haber retirado 200

a 250 mL de plasma de una unidad de 450 mL de sangre total tras haber sido centrifugada.

16.6 Plasma fresco congelado.
Una unidad de plasma fresco congelado es el componente que se obtiene tras

centrifugacion de una unidad de 450 mL de sangre total en las seis horas que siguen a su
obtencion. Tiene un volumen que oscila entre 200-250 mL. (Secretaria de Salud Veracruz

México, 2011)
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16.7 Banco de Sangre.

Es el establecimiento autorizado para obtener, recolectar, conservar, aplicar y proveer
sangre humana, asi como para analizar y conservar, aplicar y proveer componentes de la
misma.

La funcion del banco de sangre es determinar quién es el donador ideal y detectar las
unidades infectantes. También es el encargado de recibir a los donantes, procesar,
almacenar y distribuir la sangre y sus componentes. (Secretaria de Salud Veracruz México,

2011)

16.8 Hemocentro.

Un Hemocentro es una entidad que funciona como Banco de Sangre tipo A y puede
funcionar como Banco de Sangre de referencia, ofrece un producto mas seguro. La creacién
de un Hemocentro en el Ecuador fue en el afio 2009 y permite producir y proveer productos

sanguineos de mayor calidad al pais. (Cruz Roja Ecuatoriana, 2010)

16.9 Reaccion post-transfusional.

En la transfusion sanguinea se administran componentes celulares o plasmaticos que
contienen antigenos de grupos sanguineos (ABO y Rh maés frecuentes, pero no los unicos);
el organismo produce receptores inmunocompetentes que producen anticuerpos y aqui se

produce la reaccion post-transfusional.
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16.10 Pruebas Diagnostico Rapido (PDR) para malaria.

Las pruebas de diagnostico rapido de la malaria, detectan antigenos especificos (proteinas)

producidos por los parasitos de malaria. (Organizacion Mundial de la Salud, 2006)

16.11 Prueba de ELISA.

El ELISA se basa en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con una enzima, de forma
que los conjugados resultantes tengan actividad tanto inmunolégica como enzimatica. Al
estar uno de los componentes (antigeno o anticuerpo) marcado con una enzima e
insolubilizado sobre un soporte (inmunoabsorbente) la reaccion antigeno-anticuerpo
quedara inmovilizada y, por tanto, serd facilmente revelada mediante la adicion de un
substrato especifico que al actuar la enzima producird un color observable a simple vista o

cuantificable mediante el uso de un espectrofotometro o un colorimetro. (Cultek, 2006)

16.12 ELISA de captura de antigenos.

Se trata de un ensayo muy empleado en el que se recubre el pocillo con un primer
anticuerpo anti-antigeno. Después de lavar el exceso de anticuerpo se aplica la muestra
problema en la que se encuentra el antigeno, que serd retenido en el pocillo al ser
reconocido por el primer anticuerpo. Después de un segundo lavado que elimina el material
no retenido se aplica una solucioén con un segundo anticuerpo anti-antigeno marcado. Asi
pues cada molécula de antigeno estara unido a un anticuerpo en la base que lo retiene y un
segundo anticuerpo, al menos, que lo marca. Este ensayo tiene una gran especificidad y
sensibilidad debido a la amplificacion de sefial que permite el segundo anticuerpo.

(Fernandez, 2007)
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16.13 PCR.

La PCR o0 "Reaccién en Cadena de la Polimerasa™ es una técnica biomédica que permite
obtener grandes cantidades de secuencias moleculares de ADN o ARN replicados, a partir

de muestras en muy pequefias cantidades de estos ADN o ARN.

16.14 Sensibilidad.

Es la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo enfermo, es decir, la
probabilidad de que para un sujeto enfermo se obtenga en la prueba un resultado positivo.
La sensibilidad es, por lo tanto, la capacidad del test para detectar la enfermedad. (Pita

Fernandez, et all., 2003)

16.15 Especificidad.

Es la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo sano, es decir, la probabilidad
de que para un sujeto sano se obtenga un resultado negativo. En otras palabras, se puede
definir la especificidad como la capacidad para detectar a los sanos. (Pita Fernandez, et all.,

2003)
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CAPITULO IV

17. RESULTADOS.

Se realizé una curva de sensibilidad en la técnica de ELISA para P. vivax utilizando una

cepa positiva de un paciente de la provincia de Guayas. Se observo reactividad hasta una

dilucion 1/64. (Figura N° 4)

Figura N° 4: Curva de sensibilidad para P. vivax en ELISA
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Fuente: Base datos CIEI

La figura muestra las diluciones que se realizaron en eje de las X y las absorbancias

medidas en el eje de las Y. Sefialando la ltima dilucion en presentar reactividad.
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Se realizé una curva de sensibilidad para la PDR, utilizando la misma cepa de P. vivax
obtenida de un paciente de la provincia de Guayas, en donde se observo reactividad hasta

una dilucion 1/64. (Figura N° 5).

Figura N° 5: Curva de sensibilidad para P. vivax en PDR.

Controf Intemo Kit
Resultado Positivo P, vivax

Fuente: Base datos CIEI.

La figura muestra las diluciones que se utilizd6 para realizar la curva de sensibilidad al

igual que la ultima dilucién en presentar reactividad.
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Se realizé una curva de sensibilidad en la técnica de ELISA para P. falciparum utilizando
una cepa positiva obtenida de cultivos disponibles en el CIEI. Se observo reactividad hasta

una dilucion 1/524288. (Figura N° 6).

Figura N° 6: Curva de sensibilidad para P. falciparum en ELISA.
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Fuente: Archivo CIEL

Fuente: Base datos CIEI

La figura muestra las diluciones que se realizaron en eje de las X y las absorbancias

medidas en el eje de las Y, y la dltima dilucion en presentar reactividad.
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Se realizdé una curva de sensibilidad para la PDR, utilizando la misma cepa de P.
falciparum obtenida de cultivos disponibles en el CIEI, en donde se observé reactividad

hasta una dilucion 1/65536. (Figura N° 7).

Figura N° 7: Curva de sensibilidad para P. falciparum en PDR

Diluclén resultado positivo
P. falciparam

Fuente: Base datos CIEI

La figura muestra las diluciones que se utiliz6 para realizar la curva de sensibilidad al

igual que la ultima dilucidn en presentar reactividad.
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Se realiz6 la cuantificacion de ADN tanto para P. falciparum como para P. vivax,
utilizando el equipo Nanodrop ND100, encontrandose que la dilucion méas adecuada fue
para P. falciparum 1:27 en la cual se encontr6 una cantidad de ADN de 1,6 ng/ul y para P.

vivax la dilucion mas adecuada fue 1:125 con una cantidad de 0,7 ng/ul. (Figura N°10).

Figura N° 8: Gel de agarosa. Cuantificacion de ADN P. falciparum y P. vivax

P. vivax P. falciparum

ng/ul 1565 565 07 05 04

CN 1/ 1/25 1/125 1/625 1/3125 1/3 1/9 V27 Y11 1/213 1/e39

8 9 10 1 12 13

Fuente: Base datos CIEI

La figura muestra las diferentes diluciones realizadas y la cantidad de ADN presente en las

especies de Plasmodium disponibles en el CIEI y utilizadas como controles en el estudio.
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Se analiz6 un total de 1120 muestras de donantes provenientes de 8 provincias de Ecuador,
7 de las cuales son consideradas endémicas para malaria y una no endémica, esta ultima
constituye la region en la que se centralizaran el tamizaje serologico. 30 fueron eliminadas
por encontrarse hemolizadas.

La distribucion de la poblacion fue estratificada de acuerdo al nimero de donantes

recolectados y la prevalencia de la enfermedad (Figura N° 9).

Figura N° 9: Distribucion de la poblacién de estudio por provincias.
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Fuente: Base de datos CIEI-2011.
La figura muestra los porcentajes de la poblacién en cada una de las provincias que

intervinieron en el estudio.
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Dentro del anélisis de la frecuencia de muestras se encontrdé que las provincias de El Oro,
Esmeraldas, Babahoyo y Santo Domingo son las que poseen menor numero de donantes
anuales pero mayor indice endémico de malaria de acuerdo a los reportes del MSP del

2011. (Tabla N° 7).

Tabla N° 7: Total de muestras analizadas

Frecuencia Porcentaje
Babahoyo 199 17.8
El Oro 303 27.1
Esmeraldas 215 19.2
Milagro 60 5.4
Pastaza 40 3.6
Pichincha 20 1.8
Portoviejo 47 4.2
Santo Domingo 236 21.0
Total 1120 100.0

Fuente: Base de datos CIEI

El mayor porcentaje de muestras se recolectaron a nivel de la provincia de EIl Oro y Santo

Domingo por ser las que presentan una mayor prevalencia de malaria.
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Se realizd la correlacion entre los resultados obtenidos de ELISA vs el Lugar de
procedencia encontrandose que existe un mayor porcentaje en las provincias reportadas con

mayor indice endémico (Tabla N° 8).

Tabla N° 8. Correlacion entre los resultados obtenidos en ELISA vs lugar de

procedencia

ELISA
Negativo Reactivo Total

Procedencia Babahoyo 197 2 199
18.1% 6.5% 17.8%)
El Oro 291 12 303
26.7% 38.7% 27.1%
Esmeraldas 208 7 215
19.1% 22.6% 19.2%
Milagro 60 0 60
5.5% .0% 5.4%)
Pastaza 33 7 40
3.0% 22.6% 3.6%
Pichincha 20 0 20
1.8% .0% 1.8%
Portoviejo 47 0 47
4.3% .0% 4.2%

Santo Domingo
233 3 236
21.3% 9.7% 21.0%
Total 1089 31 1120
100.0% 100.0% 100.0%

Fuente: Base de datos CIEI

La tabla muestra la relacion entre muestras positivas para malaria y la procedencia,
encontrandose que las provincias de ElI Oro, Esmeraldas y Pastaza presentan un mayor
porcentaje, sin embargo esta relacion no es significativa p=0,867. El total de donantes
asintomaticos que presentan reactividad en la prueba de EIA fueron 31.
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También se analiz6 la correlacion entre las pruebas de ELISA y las pruebas
inmunocromatograficas (Pruebas Rapidas), determinandose que no existe ninguna relacion;
de hecho Unicamente se obtuvo un resultado dudoso a nivel de las pruebas rapidas mientras

que se obtuvo 31 resultados reactivos en la pruebas de ELISA. (Tabla N° 9)

Tabla N° 9. Correlacion entre la prueba de ELISA

vs prueba rapida

ELISA

Negativo | Reactivo | Total

Prueba Dudoso 1 0 1
Rapida

Negativo 1088 31 1118

Total 1089 31 1120

Fuente. Base de datos CIEI.

No existe correlacion entre los resultados de ELISA y Prueba Rapida.
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Al realizar las pruebas del Chi cuadrado se establece un p= 0.567, por lo que se acepta la
hipdtesis nula que establece que con un 95% de confianza y un 5% de error alfa al de que
no existe correlacion de resultados entre la prueba rapida inmunocromatogréfica y el
ELISA.

Tabla N° 10

Chi-Cuadrado

Asymp. Sig.
Value df (2-sided)

Pearson Chi-Square 1.134° 2 567
Likelihood Ratio 1.779 2 411
Linear-by-Linear

o 977 1 323
Association
N of Valid Cases 40

Fuente: Base de datos CIEI.

*Unicamente 2 (6,45%) de la muestras fueron positivas en PCR.
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Para establecer si los resultados reactivos obtenidos en ELISA correspondian a donantes
asintomaticos e infectados se realizaron pruebas de PCR para determinar la presencia del
ADN del parasito de malaria, encontrandose que dos muestras fueron positivas para el

ADN del Plasmodium vivax. Estas muestras fueron enviadas desde Pastaza (Tabla N° 10).

Tabla N° 11. Resultados obtenidos

ELISA vs PCR.

Resultados de PCR

Positivo | Negativo | Total
Resultados de | Reactivo 2 24 26
EIA Dudoso 0 5 5
Contaminado 0 9 9
Total 2 38 40

Fuente: Base datos CIEI.

La tabla muestra los resultados obtenidos entre ELISA vs la técnica molecular PCR.
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que no existe ninguna relacion. (Tabla N° 12)

También se analizé la correlacion entre las pruebas de ELISA y la PCR, determinandose

Tabla N° 12: Correlacion entre ELISA vs PCR.

Resultados | Resultados
de EIA de PCR
Resultados de Pearson
EIA Correlation 1 158
Sig. (2-tailed) 329
N 1120 40
Resultados de Pearson
PCR Correlation 158 1
Sig. (2-tailed) .329
N 40 40

Fuente: CIEI Base de datos

La tabla muestra un p=0.329 indicativo de que no existe correlacion
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El andlisis de las muestras en la técnica molecular de PCR demostraron la presencia de la
banda caracteristica de P. vivax de 300 pb ademas se utilizaron control negativo, controles

positivos provenientes de cepas de cultivos puros de los parasitos y un Ladder (L) de 1500

pb.

Figura N° 10: Gel de agarosa. Confirmacion de muestras positivas en ELISA.

CN 101955 CPf 101909 38948 38957 101747 CPv

P. falciparum ADN—HUMANO DIMEROS P. vivax

Fuente: Base de datos CIEI

Se observa las dos muestras pertenecientes a la provincia de Pastaza (38948, 38957) que

dieron verdaderamente positivas para el ADN de P. vivax.
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18. CONCLUSIONES.

¢ No existe una correlacion entre los resultados obtenidos entre las pruebas rapidas y

EIA, a pesar de ser consideradas sensibles y especificas.

e Existe la presencia de portadores sanos de malaria de acuerdo a los resultados
encontrados en las pruebas de EIA de captura de antigenos, obteniéndose 2,76%

(31) donantes reactivos.

e Se establece que las pruebas répidas de captura de antigenos de malaria tiene poca
sensibilidad de acuerdo a los resultados obtenidos en la curva de calibracion y su

correlacion con las pruebas de EIA.

e De acuerdo a los analisis realizados las pruebas de EIA muestran una baja
especificidad debido a la presencia de resultados falsos reactivos ya que el 93,4%

de las 31 positivas en EIA fueron negativas en PCR.

e Las pruebas de PCR demostraron la presencia del ADN del Plasmodium vivax en 2
muestras (6,45%) de las 31 positivas en EIA. Lo que es indicativo de la
probabilidad de transmision de malaria si estos productos hubiesen sido utilizados

en transfusiones sanguineas.

e Debe considerarse la inmunidad adquirida en donantes asintomaticos que viven en
zonas endémicas, la que puede neutralizar la presencia de los parasitos de malaria
de tal manera que resulta dificil su deteccion a nivel de pruebas seroldgicas por la

disminucidn en la cantidad circulante.
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19. RECOMENDACIONES.

e Se debe enfatizar en la seleccion del donante, tomando muy en cuenta que la mejor
herramienta para evitar transmision de enfermedades infecciosas por via sanguinea
es realizar una buena entrevista, para esto se debe implementar nuevas estrategias
que ayuden a la concientizacion de los posibles donantes. Para la aceptacion de
donantes provenientes o que residen en zonas endémicas debe seguirse las

recomendaciones establecidas por los organismos regulares de cada pais.

e Se recomienda seguir los pardmetros de seleccion de donantes sugeridos por la
OMS/OPS en su manual “Elegibilidad del donante” en caso de que las personas

pertenezcan a zonas endémicas y no endémicas, el que manifiesta:

“Individuos que han viajado a zonas endémicas para malaria. AABB y CRS: Difieren hasta
que se cumplan 12 meses de la partida del area endémica, siempre que no presente
sintomas que no puedan explicarse por otra razén clinica.

Individuos procedentes de, o que han vivido por lo menos cinco afios consecutivos en un
pais en que la malaria es considerada endémica. AABB y CRS: difieren a los donantes
durante tres afios luego de que partieran del area endémica.

CoE: las personas que han vivido en areas endémicas dentro de sus primeros cinco afos
de vida pueden ser aceptadas como donantes después de seis meses de su ultima visita a la
zona endemica, siempre y cuando los resultados de pruebas inmunoldgicas validadas o de

biologia molecular especificas resulten negativas” (OMS/OPS, 2009).
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20. DISCUSION.

En este estudio se compararon dos pruebas (ELISA y Prueba Répida de captura de
antigenos), también se utilizo la prueba molecular de PCR para determinar la presencia del
ADN del paréasito en aquellas muestras de donantes que fueron reactivas en una de las
pruebas, en este caso todas las muestras que fueron detectadas en ELISA. Al igual que en
Colombia en Ecuador se realizan pruebas de tamizaje unicamente a los donantes que viven
0 han permanecido en zonas endémicas de malaria. (Castillo, 2005) A partir del afio 2009,
se produjo la centralizacién del tamizaje a nivel del Hemocentro Nacional de Cruz Roja
Ecuatoriana localizado en Quito, region de la sierra, lugar donde se reciben los productos
sanguineos provenientes de zonas costeras y la Amazonia consideradas endémicas de
malaria, es por esta situacion que se realizan estudios para asegurar la inocuidad de los
derivados sanguineos en relacion a agentes infecciosos, pues han demostrado que los
“parasitos son transmitidos de forma eficiente por la sangre”. (Pereira Bl, 2011)

La prueba rapida utilizada en este estudio no detect6 la presencia de los parasitos en sangre
ya gue todos los resultados fueron negativos, este resultado de acuerdo a las sugerencias
dadas en el articulo publicado por Gillet, 2011 puede deberse a varias explicaciones una de
ellas constituye el efecto prozona debido a la densidad parasitaria que presenta la muestra
generalmente superior a 8% (Philippe Gillet, 2011), podria haber ocurrido en las dos
muestras que fueron positivas en PCR; también puede deberse al secuestro capilar de
parasitos durante la migraciéon en la nitrocelulosa que compone el cassette de la prueba
rapida o variaciones en la produccion de antigenos; sin embargo este efecto no esta bien
claro; en contraste en el estudio de Arrdspide et al, de Peru, afirman que la prueba répida

puede ser usada en el tamizaje de Plasmodium falciparum en bancos de sangre, por la
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sensibilidad de un 98% vy especificidad de 100%, a pesar de reportarse la presencia de
resultados falsos positivos y negativos. (Arrospide N. , 2004) (Arrospide Nancy F. R.,
2006)

Las pruebas de ELISA que detectan la proteina HRP-2 son consideradas de alta
sensibilidad para la deteccion de P. falciparum de acuerdo al estudio realizado por Noedl H
et al, 2006, obtuvo un valor predictivo positivo del 100% y un valor predictivo negativo del
99,8%, lo que le permitié recomendar como una prueba de alta confiabilidad, sin embargo
el autor sugiere que esta prueba a pesar de su alta sensibilidad, especificidad y lo
conveniente del procedimiento cuando se manipula un nimero grande de muestras su
aplicacion debe ser cuidadosamente considerada a nivel del tamizaje en bancos de sangre
(Noedl H, 2006) . EI ELISA utilizado en la presente tesis detectaba la enzima lactato
deshidrogenasa (pLDH) enzima producida por las cuatro especies de Plasmodium spp.
(Seed, 2005) y por constituir la enzima que se expresa mayormente durante los estadios
eritrocitarios del paréasito (Esthela, 2007), por lo que facilitaria el diagnostico en donantes
asintomaticos.

Las pruebas seroldgicas son utilizadas especialmente en laboratorios con poca experiencia
0 en zonas no endémicas, lugares donde el diagndstico microscépico no se lo lleva a cabo
(Turrientes Ma Carmen, 2000); en efecto a nivel de la ciudad de Quito no constituia una
prueba obligatoria, sin embargo hoy en dia con la centralizacion del tamizaje, la migracion
y nuevos perfiles endémicos constituye una nueva necesidad. Sin embargo, todas estas
pruebas no presentan la efectividad y eficacia deseada por el banco de sangre asi las
pruebas de captura de antigenos son consideradas poco sensibles y la de anticuerpos puede

indicar una exposicién previa pero no activa (Kitchen AD, 2006) de igual manera la prueba
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de PCR es costosa y no esta disponible en todos los paises endémicos a pesar de ser una de
las mejores alternativas.

Se recomienda que las estrategias de tamizaje no solamente incluyan una prueba de alta
sensibilidad y buena especificidad a nivel inmunoldgico o molecular, sino desde la
seleccion del donante ya que con el interrogatorio inicial realizado a los posibles donantes,
se podra reducir el riesgo. (Kitchen AD, 2006), estas afirmaciones realizadas por el autor
Kitchen et al, en 2006 concuerda con los resultados obtenidos en esta investigacion la cual
concluye que ademas de la falta de concordancia entre las pruebas, que ninguna de las ellas
sea implementada en el tamizaje de donantes de sangre.

Otro aspecto a ser considerado constituye, el desperdicio de sangre y sus derivados que
puede ocasionar el introducir una metodologia inadecuada puede influenciar en la
introduccidn de errores tanto técnicos como humanos en el tamizaje de donantes al aportar
resultados falsos positivos y negativos, sin embargo debe considerarse que algunas
unidades si podrian estar contaminadas, el problema se centra en la cantidad de paréasitos
presentes en una unidad sanguinea que se estima esta entre 1 a 10 parasitos suficientes para
su trasmision a través de una transfusiones, pero escasos para la deteccion a través del
método de tamizaje mas sensible e incluso el molecular PCR. (Clive R, 2005)

Del estudio realizado por Clive et al, 2005 mencionan que los donantes implicados en la
transmision de malaria a través de sangre contaminada con parasitemia baja son los “semi-
inmunes” cuya deteccion en laboratorio fue infructuosa. (Clive R, 2005). El autor tambiéen
menciona que la “deteccion selectiva de donantes con riesgo” constituye la mejor
estrategia para evitar la transmisiobn como evidencia enfatiza que no existen casos

documentados de malaria en Francia del 1983 al 2002.
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Como mencionan los autores las pruebas de tamizaje no ofrecen los resultados mas seguros
pues van a depender de los antigenos /anticuerpos fabricados para su deteccion utilizados
en los reactivos comerciales y especialmente de la inmunidad de los donantes. Los
resultados de este estudio determinan que existe un 93% de donantes falsos positivos ya
que unicamente se confirmaron 2 de las 31 muestras reactivas en ELISA. Por tanto, la
introduccién de una prueba de deteccion de malaria en el tamizaje puede o no aumentar la

seguridad de las donaciones de sangre.
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21. ANEXOS

21.1 Anexo N° 1: Inserto Técnica ELISA (SD Malaria Antigen ELISA).

Enzyme Immunoassay for the detection of Malaria antigen el el

S D wmalaria Antigen ELISA
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21.2 Anexo N° 2: Inserto Técnica Prueba Rapida (Malaria Total Quick Test).

Codo: 345 Malaria Total Quick Test
25 Individusl poached cassettes
1 vial of assay diluent
25 capillary sample loops (5 pl)

Ce€

25 storile swabs CYPRESS
25 storilo lancets DIAGNOSTICS
Malaria Total Quick Test
Forthe of Pk i vivax (P.v.), P malaria (P.m.) and PI, dium ovale (P.o.) in whole blood.
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21.3 Anexo N° 3: Protocolo extraccion de ADN.

ARMY MALARIA INSTITUTE
G-'ami'Groups'Quality Management'Drug Resistance
3 & Diagnostics'\SOPs'\P3 SOPs'DRD 025 - Manual
ol -
| ~CF Mo.DRD 025 el Isolation of Parasite DNA from Malaria Infected
Blood doc
Subject: Manual Isolation of Revision: 2 Revision Date: 19 Jan 2014
Parasite DNA from
Malaria Infected Blood
Section: DRD Copy No: 1of2 Page: 20of5
Author: Dr Q. Cheng Authonsad by- LTCOL M D. Edstein (CO)
47 10% saponin: dissolve 100 mg of saponin in 1 mL of DDW. It needs to be made once a week
48 6 M guanidine-HCl in 10 mM Tris, pH 8.0 and ImM EDTA. (See SOPI)
49 Wizard Plus Minipreps DNA punification systems (Promega)
410 5% Chelex-100 (BioRad Car# 142-2832)
411  QIAamp kit (QIAGEN)
412 Isopropancl
5. EQUIPMENT
51 Microfuge and mbes
52 Bench top centrifuge and tubes
53 Heaung block
54 Water bath
55 Pipettes and pipette aid
56 2 mL or 5 mL syringes
Isolation of DNA from fresh blood or cultures
6.1 Dilute 100 uL of blood with 900 uL of TEM] buffer and lyse the red cells by adding 10 uL of
10% saponin. Mix the sample well by inverting the mbe several times tll the solution becomes
clear.
62 Spin n 2 microfuge for 5 min at top speed to pellet the parasites. Remove the supematant.
63 Add 1 mL of TEM1 buffer to the pellet and resuspend the pellet. Spim again for 5 min at top
speed to pellet the parasites. This step should be repeated till the supemnatant is colourless.
64 Resuspend the pellet in 10 pL of TEM1 buffer and vortex Add 0.4 mL of TEM?2 and 25 uL of
20% SDS to the mbe and mix well. Incubate the mbes at ~55°C for 15 min.
6.5 Add 0.15 mL 6M NaCl to the samples and spin in 2 microfuge for 5 min. This step removes
protem.
6.6 Transfer the supemnatant to a fresh tube and add 2 vol. of 100% ethanol (= 1 mL). Mix well and
spin for 5 min to pellet DNA
6.7 Decant supematant. Add 0.5 mL of 75% ethanol to the DNA pellet and spin agzin for 5 min.
Decant supernatant and dry the pellet by inverting the tube on a piece of tissue and standing for~ 5
min.
6.8 Dissolve DNA pellet in 100ul of DDW. Note: it may take 30 nun to re-dissolve the pellet.
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21.4 Anexo N° 4: Protocolo PCR.
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21.5 Anexo N° 5: Metodologia del estudio.

Fotografia N° 1: Realizacion de curvas de sensibilidad.

Fotografia N° 2: Recoleccion de muestras
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Fotografia N° 3: Procesamiento de muestras

Fotografia N° 4: Prueba Rapida / ELISA
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Fotografia N° 5: Reactivos utilizados

Fotografia N° 6: Confirmacion de muestras positivas en ELISA mediante PCR.
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21.6 Anexo N° 6: Equipos utilizados.

Fotografia N° 8: Incubador de ELISA Fotografia N° 9: Pipetas automaticas

Gny-

L ELy800

Fotografia N° 10: Lavador de ELISA Fotografia N° 11: Lector de ELISA
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Fotografia N° 12: Centrifuga refrigerada Fotografia N° 13: Camara de electroforesis

Fotografia N° 14: Termociclador
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