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RESUMEN

Antecedentes: Los Bancos de sangre carecen de implementacién para la deteccion
de donadores en zonas endémicas y tropicales especialmente en los donadores
asintomaticos siendo indetectables a los métodos convencionales; es por ello
necesario la deteccion de Plasmodium spp. en el tamizaje usando los métodos de:
diagndstico por microscopia, Método de ELISA poco usado en estos tiempos,
Método de IFI, Método de Diagndstico Répido, el Método PCR vy la Inteligencia
Artificial. Objetivo: Describir y comparar los métodos para el diagnéstico de
malaria en el tamizaje de donantes en zonas endémicas y tropicales. Materiales y
métodos: El estudio se realizd con revisiones bibliograficas en la recopilacion de
articulos cientificos publicados y complementados con fuentes digitales para la
investigacion. Hallazgos: Se determino la siguiente sensibilidad y especificidad: El
Método microscépico presentd una sensibilidad de 98.36% y una especificidad de
100%. En los métodos de diagndstico rapido se presentd una sensibilidad de 92% y
una especificidad de 82%. En los métodos de ELISA se obtuvo una sensibilidad
85% y una especificidad de 95%. Métodos de inmunoflorescencia presentaron una
especificidad de 90.95% a un umbral de deteccion de 100 parasitos/ul. Los métodos
de PCR demostraron una sensibilidad y especificidad de 100% con la deteccién de
0.2-2 parasitos /ul. Mientras que la inteligencia artificial present6 una sensibilidad
92.45% y especificidad 99.8 %. Conclusiones: EI método de PCR es el apropiado
para la deteccion de malaria en donantes en zonas endémicas y tropicales ya que
nos garantiza una transfusion segura.

Palabras Clave: Método de diagndstico, donantes, Malaria.



ABSTRACT

Background: Blood banks lack the implementation for the detection of donors in
endemic and tropical areas, especially in asymptomatic donors, being undetectable
by conventional methods; therefore, the detection of Plasmodium spp. in screening
IS necessary using the following methods: microscopy diagnosis, ELISA method
little used these days, IIF method, Rapid Diagnostic Method, PCR method and
Artificial Intelligence. Objective: To describe and compare the methods for the
diagnosis of malaria in donor screening in endemic and tropical areas. Materials
and methods: The study was carried out with bibliographic reviews in the
compilation of published scientific articles and complemented with digital sources
for research. Findings: The following sensitivity and specificity were determined:
Microscopic method presented a sensitivity of 98.36% and a specificity of 100%.
In rapid diagnostic methods it presented a sensitivity of 92% and a specificity of
82%. ELISA methods achieved a sensitivity of 85% and a specificity of 95%.
Immunofluorescence methods showed a specificity of 90.95% at a detection
threshold of 100 parasites/ul. PCR methods demonstrated a sensitivity and
specificity of 100%, detecting 0.2-2 parasites/ul. Artificial intelligence showed a
sensitivity of 92.45% and a specificity of 99.8%. Conclusions: The PCR method is
appropriate for malaria detection in donors in endemic and tropical areas as it
guarantees safe transfusions.

Keywords: Diagnostic method, donors, Malaria.



I. INTRODUCCION

A través del tiempo se han empleados técnicas de diagnostico para la deteccién de
malaria que es una enfermedad hemoparasitaria endémica en zonas tropicales y
subtropicales areas que presentan condiciones geogréficas, ecoldgicas Yy
entomologicas apropiadas para la diseminacion del vector (mosquito ) del género
Anopheles que por su picadura produce el paludismo en el humano siendo las
especies : Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium ovale,
Plasmodium malariae y Plasmodium knowlessi (1,2).

La mayoria de casos de malaria se concentra en areas tropicales y subtropicales en
zonas endémicas es producida por Plasmodium falciparum y se registra en Africa
Subsahariana siendo este el mas letal de todas las especies, mientras que el
Plasmodium vivax es el responsable en América (3).

Las transfusiones sanguineas pueden transmitir infecciones maléricas a pesar que
son utilizados para salvar vidas sin embargo en zonas endémicas especialmente en
Africa el 40 % de la donacion sanguinea no son evaluadas para la deteccion de
malaria; debido a que los donantes son portadores asintomaticos y reportandose
en la paises endémicos de Africa como Benin con un 29.5%, en Guinea 28.3%,
en Congo 23% en Nigeria 4.1 %,en Etiopia 3%, en Ghana 1.3%, y Uganda 1.4%
segun el Centro de Nacional de Transfusiones de Sangre Niamey en Niger que se

realizaron en sangre donada (4).



Estudios realizados desde el afio 1971 hasta el afio 2016 los paises que presentaron
malaria transfusional en América se determindé que Mexico presentaba 50.7%
casos, Estados unidos 40.3% debido a los inmigrantes asintométicos, en Brasil un
6.6 % evidenciandose que en América Latina la malaria transfusional es endémica
debido a la carencia de politicas de implementacion en los servicios de hemoterapia
(5).

Lamentablemente la transmisién de malaria por transfusiones sanguineas es
mayormente ocasionada por donantes asintomaticos que pueden transmitir a su
receptor todas las especies de Plasmodium spp. ya que estos parasitos pueden
sobrevivir a temperaturas de 4°C por dias 0 semanas en paquetes globulares,
plaquetas y leucocitos que se contaminaron con glébulos rojos residuales y
mantener su infectividad para producir la malaria transfusional en el receptor (6).
Es por ello necesario garantizar la seguridad sanguinea transfusional mediante el
uso de métodos para la deteccion de Plasmodium spp. usando métodos directos y
indirectos para su deteccién en donadores asintomaticos de zonas endémicas.
Dentro de los métodos directos tenemos a la deteccion de hemoparasitos de malaria
mediante la microscopia con la coloracion de Giemsa (Gota Gruesa) que se ha
establecido como la prueba estandar de oro durante mas de un siglo determinandose
la densidad parasitaria y la especie; en paises endémicos se introdujo las pruebas
inmunocromatograficas basadas en la deteccion de antigenos (Pruebas de
Diagnostico Rapido) y el método de Reaccion en Cadena de la Polimerasa ha
revolucionado el diagndstico de malaria por su alta sensibilidad y especificidad
especialmente para donadores asintomaticos. Los métodos indirectos para la

deteccidn de anticuerpos anti-malaricos incluyen a inmunofluorescencia indirecta



(IF1) usados en los paises europeos en inmigrantes de zonas endémicas y el uso de
métodos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA) recomendadas por la
Organizacion mundial de la Salud y la Direccion Europea de Calidad de
Medicamentos para los donantes (3).

Es por ello necesario describir y comparar los métodos usados para el diagnostico
de malaria en el tamizaje de donacion sanguinea para contribuir en la deteccion de
donantes asintomaticos en zonas endémicas y tropicales para evitar un contagio
indirecto provocando la muerte de los receptores; siendo imprescindible la
necesidad de una deteccion anticipada y apropiada. Ademas de determinando su

especificidad y sensibilidad.



I1. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL: Describir y comparar los métodos de diagnostico de

malaria en el tamizaje de donantes en zonas endémicas y tropicales ademas de

determinar su sensibilidad y especificidad.



I11. CUERPO

EPIDEMIOLOGIA DE MALARIA

En el 2022 se calcula 249 millones de casos de malaria y en 85 paises incluido
territorios endémicos aumentado en 5 millones de casos en relacion al afio 2021.
Siendo los principales paises con este aumento Pakistdn (2,1 millones), Etiopia
(mas 1,3 millones), Nigeria (mas de 1,3 millones), Uganda (mas de 597,000), y
Papua Nueva Guinea (mas de 423,000). Presentando la regién Africana el 94 % de
casos de malaria producidas en la mayoria por Plasmodium falciparum (7).

Las muertes producidas en el 2022 en Africa fueron de 2,8 millones debido al
aumento de inundaciones, ciclones y cambio climético que favorece el aumento de
transmision de malaria; reportandose que P. falciparum presenta la forma mas
grave de malaria y es la méas prevalente en Africa subsahariana (8,9).

Segun la alerta sanitaria del Centro de Control y Prevencién de Enfermedades de
EEUU detectaron 4 casos de malaria en Texas y Florida hasta junio del 2023 (10).
En América desde el 2000 hasta el 2021 los casos de malaria han disminuido en un
70% la mortalidad también disminuyo en un 73%; Venezuela, Brasil y Colombia
presentd el 79% de malaria de especie de P. vivax con mayor prevalencia; y los
paises que no presentaron casos de malaria fueron Paraguay, Argentina tampoco
reportd ningun caso hasta el 2019; EI Salvador en el 2021 no presentd casos de
malaria y Belice en el 2023 (11).

En el Per( segun el Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencion y control de
Enfermedades (CDC Pert) informo que a partir del afio 2019 hasta el afio 2024 se
ha reportado un total de 4,707 muertes producidas por malaria; el 80.41%

ocasionados por P. vivax (3875 casos) mientras que el 19.44% producidos por



P. falciparum siendo los departamentos de mayor prevalencia Loreto (4396 casos),
Amazonas (136 casos) y Junin (91 casos). En el Pert y el mundo se esté trabajando
con un plan de control de Malaria 2022 hasta el 2030 donde se espera eliminar los
casos de Malaria (12).

TRANSMISION DE MALARIA POR TRANSFUSION SANGUINEA

La Malaria fue una de las primeras parasitemias reconocidas como transmisibles en
transfusiones sanguineas. En 1911 Woolsey descubre y reporta el primer caso de
malaria transmitida por transfusion. La malaria conocida mundialmente por ser una
enfermedad tropical producida por la picadura del mosquito del género Anopheles
spp. Las especies de Plasmodium spp. que producen malaria y se transmite en
trasfusiones sanguineas son: Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum,
Plasmodium ovalae y Plasmodium malariae, esta parasitemia puede presentar
infecciones cronicas durante largo tiempo en donadores : Plasmodium falciparum
aproximadamente 2 afios a mas tiempo, Plasmodium vivax aproximadamente 7 afios
y Plasmodium malariae toda la vida siendo unas de las causas que presentan los
pacientes asintomaticos debido a su baja carga parasitaria que no son detectados
serolégicamente ni parasitolégicamente produciéndose asi transfusiones malaricas
a los receptores (9).

Se ha demostrado que 10 parasitos de Plasmodium spp. son suficientes para
transmitir malaria por transfusiones al receptor. Inclusive una dosis menor a 10
parasitos en una unidad de sangre produciria la infeccion por malaria. Es por ello
que el donante podria presentar una parasitemia baja de 1-2 parasitos/ul de sangre;

lo que significa que en una unidad de 450ml de paquete globular produciria en una



transfusion aproximadamente 450,000-900,00 paréasitos producto de que estos
parésitos pueden durante largos afios en sangre periférica (13).

Los hemoparasitos como Plasmodium ssp. pueden sobrevivir almacenados a una
temperatura de 4°C por mas de 7 dias pero P. falciparum puede sobrevivir
aproximadamente 18 dias; no solo pueden contaminar paquetes globulares si no
también concentrado de plaquetas, concentrado leucocitario por contaminacién de
glébulos rojos residuales, en los receptores de sangre donada contaminada con
malaria el periodo de incubacién es de 16 dias promedio en P.falciparum, de 17
dias aproximadamente para Plasmodium vivax y para Plasmodium malariae
promedio de 48 dias ocasionando un diagnostico falso negativo que puede
conllevar a la muerte del receptor. A nivel mundial se ha informado mas de 3,000
casos de malaria transfusional. La malaria transfusional solo presenta etapa
intraeritrocitaria, donde los parasitos de Plasmodium se encuentran en forma de
esquizontes estos a su vez rompen los eritrocitos del receptor aproximadamente
en 48 horas dando como respuesta la  aparicién de los sintomas, pero esto
dependera de la cantidad de parasitos transfundidos que también a su vez pueden
presentar complicaciones mortales (9).

Segun la Organizacién Mundial de la salud (OMS) indica que todos los bancos de
sangre deben establecer y garantizar que las donaciones sanguineas deban ser
evaluadas por las pruebas de deteccion de infecciones transmitidas por malaria,
donde la malaria transfusional puede ocasionar letalidad a los grupos de receptores
mas vulnerables como nifios menores de 5 afios, mujeres embarazadas, pacientes

de accidentes de transito e inmunosuprimidos (14).



METODOS DE DIAGNOSTICO DE MALARIA

METODO MICROSCOPICO

Es el mas usado mundialmente para el diagndstico de malaria con la técnica de la
GOTA GRUESA siendo considerado como el método de referencia y normado
internacionalmente. Esta técnica permite identificar la especie, el estadio en
desarrollo del parasito cuantificandolos y evaluando las caracteristicas del eritrocito
parasitado. La minima cantidad de deteccion en esta técnica es de 10-30
parasitos/microlitro de sangre que equivale a 0.001% de eritrocitos parasitados. Una
de las ventajas es que presenta una sensibilidad aproximada de 98,36-100% y
especificidad al 100% aparte que es un procedimiento econémico (15).
LECTURA POR EL SISTEMA DE CRUCES

La herramienta auxiliar para el manejo de diagndstico clinico para el paciente es la
densidad parasitaria siendo esta el producto de la dosis infectante inicial del paréasito
y la evolucion diaria de la fase sanguinea con la inmunidad adquirida. Aqui se
permite evaluar la parasitemia relacionada con las manifestaciones clinicas.

Los organismos nacionales y internacionales de salud (OMS) recomiendan el
sistema de cruces con la lectura de 100 campos microscopicos en una muestra de
Gota Gruesa (16).

TABLA N°1: Describe la Densidad parasitaria.

TABLA N°2: Describe la Densidad parasitaria por leucocitos /uL de sangre.
Estudios realizados han demostrado que a pesar de ser el método de referencia mas
utilizado mundialmente presenta limitaciones debido a que requiere de
equipamiento microscopico, dependencia de la experiencia del microscopista, la

presencia de residuos y cambios morfologicos que son alterados por una mala



coloracion; la deficiente deteccion de los parasitos de Plasmodium spp. en las
lecturas de las muestras de donadores asintomaticos (17).

PRUEBAS DE DIAGNOSTICO RAPIDO (PDR)

Es una de las herramientas de diagndstico rapido para malaria de facil uso que ha
reemplazado al microscopio, este método se ha implementado en paises endémicos
y tropicales (18). Este test de diagnostico rapido son de flujo lateral que emplea la
inmunocromatografica y se fundamenta en la deteccién de antigenos del
Plasmodium spp. en los glébulos rojos y enzimas del parasito. El método se realiza
con una muestra de sangre seguido de un lisante (3-5 gotas) que rompe los glébulos
rojos y la muestra fluye capilarmente e identifica a los antigenos parasitarios a
través de los anticuerpos de captura, esta reaccion se produce de 15-30 minutos
dando como resultado positivo una banda coloreada; estos test se presentan en
Tiras, en Cassete y en Tarjetas (19).

Los parasitos de Plasmodium spp. contienen antigenos de Proteinas Rica en
Histadina 2 (HRP2) que solo es especifica para Plasmodium falciparum, Lactato
Deshidrogenasa de Plasmodium (pLDH) se presenta para todas las especies de
Plasmodium spp, PpanLDH en todas las especies, Plasmodium falciparum
(PfLDH) con Plasmodium vivax (pvLDH) y las Aldosas que son proteinas
presentes en todas las especies de Plasmodium spp. (19).

TABLA N°3: Tipos de anticuerpo y antigeno detectando malaria por la prueba
rapida.

La sensibilidad y especificidad de estas pruebas rapidas fueron evaluadas por los
organismos internacionales de salud (OMS) indica un puntaje de deteccién tanto

para Plasmodium vivax como para Plasmodium falciparum de al menos del 75%



con densidad parasitaria de 200 paréasitos / ml de sangre, con una determinacién de
falsos positivos < 10% y una invalidez del 5% en todas las formas de transmisién
(20). TABLA N°4: Sensibilidad y Especificidad de diferentes marcas de PDR.
HRP2.

Es una proteina rica en Histadina 2 producida Unicamente por Plasmodium
falciparum. Los anticuerpos monoclonales que se utilizan para la identificacion de
HPR2 suelen presentar reacciones cruzadas con el HPR3 en recuentos mayores a
1,000 parésitos /uL de sangre siendo este a su vez un homdlogo del HPR2 que
comparten repeticiones de aminoacidos. Tanto el HPR2 y HPR3 son codificados
por el gen pfhpr2/3 conocidas como deleciones genéticas. Estas deleciones de
pfhpr2/3 producen falsos negativos en las pruebas rapidas realizadas tanto en
pacientes sintoméaticos como asintomaticos con diagnostico de malaria producida
por Plasmodium falciparum es por ello que la Organizacion Mundial de Salud
(OMS) recomendd no usar los test rapidos basados en HRP2 con prevalencia a
deleciones por pfhpr2/3 que presentan falsos negativos que superiores 5% (18,21).
LDH: ENZIMA LACTATO DESHIDROGENASA

Es una enzima metabolica indispensable para la sobrevida del parasito y son
producidas por las 5 especies de Plasmodium spp. que infectan al hombre este no
persiste en sangre después de una parasitemia por malaria y es un buen marcador
de infeccién aguda. La DLH tienen epitopos comunes que se utilizan para los TDR
que detectan Pdlh especifico para todas las especies de Plasmodium spp. sin
embargo, también hay anticuerpos monoclonales especificos para la especie de

Plasmodium falciparum (pfDLH) y para Plasmodium vivax (pvDLH). La presencia
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de falsos positivos se incrementa porque la pDHL se encuentra en los gametocitos
maduros en sangre (18,19).

También se ha descritos resultados falsos positivos en pruebas relacionadas con
Factor Reumatoideo, anticuerpos heterofilicos, en casos aislados de dengue,
toxoplasma VHC vy tuberculosis. En parasitos como el Tripanosomiasis,
Schistosoma spp. y Leshimania spp. especificamente con los anticuerpos
monoclonales frente a HPR2. La prevalencia de los falsos positivos aumenta con el
antigeno especifico de P. falciparum (3-32%) y para Plasmodium vivax (5-15%).
En embarazadas la sensibilidad de deteccion de antigeno puede estar disminuido
por el secuestro del Plasmodium spp. en la placenta. Los test de prueba rapida que
presentan falsos negativos son los que presentan HRPR2 debido a la existencia de
las deleciones genéticas de pfhrp2 (22).

La Revista Brasileira de Medicina Tropical publicé en el 2019, una investigacion
sobre la realizacion de una prueba inmunordpida de Malaria Pf/Pv para el
diagnostico de malaria en la Amazonia Occidental de Brasil se comparé las pruebas
rapidas de OptiMal-I1T y ICT-Pf/Pv determinandose una sensibilidad de 72% Yy 78%
y con una especificidad de 92% y 100% en comparacién con la microscopia 6ptica
(gota gruesa). En 2015 el Ministerio de Salud de Brasil indico el uso del PDR de
Bioline Malaria Ag Pf/Pf/Pv basandose en la deteccion de pfhrp2 y pLDH (para
Plasmodium falciparum) una sensibilidad de 100% y de 98.7%y pLDH4
(Plasmodium vivax) presentando una sensibilidad 98.2 % y una especificad para
ambas pruebas de 99.3%; el uso de una sola tira de nitrocelulosa para la deteccién
de méas de una especia podria reducir los falsos negativos. Pero las deleciones

genéticas en el caso de Plasmodium falciparum del gen pfhrp2/3 modifican sus
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proteinas ocasionando falsos negativos. En esta zona las deleciones de pfhrp2 es de
31% y de pfhrp3 es de 50% en su poblacion siendo necesario un diagndstico
molecular para confirmar los falsos negativos ocasionado por estos genes. También
es importante recalcar que el PDR es afectado por temperaturas elevadas de las
regiones tropicales (23).

Estudios realizados sobre Malaria: Respuesta inmune, sensibilidad y especificidad
de las pruebas rapidas PDR, donde se evalud referencias bibliograficas de estudios
de diferentes marcas de PDR desde el afio 2017 hasta el afio 2022 en los paises de
Republica de Congo, Brasil, Corea, y Malasia que determind una Especificidad de
92-100% y una Sensibilidad de 82-100%. Pero hay que tener en cuenta que la
sensibilidad y la especificidad de las pruebas rapidas pueden alterar los resultados
debido al periodo de incubacion de parasito, la zona donde se realiza la prueba, el
transporte de los reactivos, la calidad de muestra, la calidad de las tiras de
nitrocelulosa y el envase de conservacion. Pero una de sus ventajas es su uso sobre
todo en zonas de dificil acceso como en zonas endémicas y tropicales, debido a que
pruebas de nitrocelulosa utilizan la captura de antigenos usando anticuerpos
inmovilizados. Una de las desventajas del PDR se presenta en los resultados falsos
negativos sobre todo en Plasmodium falciparum debido a que este presenta
deleciones genéticas pfhrp2 y pfhrp3 y también la presencia de los antipaltdicos
porque el PDR no cuantifica los parasitos si no que es una prueba diagnéstico
cualitativa. Algunos pacientes con persistencia al antigeno pHRP-2 pueden dar
como resultados falsos positivos después de su tratamiento. Segln estudios
realizados el promedio de sensibilidad para el PDR es de 82-100% y de

especificidad es de 92-100%. (24)
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Se ha demostrado que el uso de PDR que detecta solo HRP2 en la Amazonia
peruana han presentado falsos positivos por su variabilidad genética a la proteina
de HRP2 del parasito por lo tanto para estas zonas endémicas de la Amazonia se
sugiere el uso de pruebas rapidas que detecten pDHL en caso de no tener acceso a

la técnica de gota gruesa (25).

TEST DE ELISA

Esta prueba se utiliza para la deteccion de la respuesta de anticuerpos contra los
antigenos de Plasmodium spp. a través de inmunoadsorcién ligado a enzimas
(ELISA) estas pruebas de diagndstico estan disefiadas con un antigeno y otras con
antigenos recombinantes de las diferentes etapas evolutivas del parésito, ademas
que tienen la capacidad de detectar proteinas de los merozoitos. Demostrandose una
alta sensibilidad y especificidad. Esta interaccion del antigeno versus el anticuerpo
se produce mediante el agregado de un sustrato detectandose cualitativamente (en
forma visual) o cuantitativamente con lecturas espectrofotométricas (26,27).

En banco de sangre es utilizado para el tamizaje de donantes infectados, pero con
parasitemias bajas. Es utilizada también para el diagndstico de esplenomegalia
maldrica hiperreactiva debido a que pueden presentar la prueba de ELISA positiva
hasta un afio después de completar su tratamiento debido a este antecedente no es
recomendable para casos agudos de malaria. También se encontrd que presentaba
reaccién cruzada con Babesia spp (22).

Niederhauser et al., Compararon un nuevo ELISA 1gG para la deteccion de anti-
Plasmodium con dos ELISA uno especifico para Plasmodium vivax y el otro para

Plasmodium falciparum. ElI método de anti-Plasmodium ELISA IgG anticuerpo
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evaluo las 5 especies de Plasmodium spp. de forma cuantitativa y cualitativamente
para la detecciéon de anticuerpos anti-Plasmodium especificos en donadores de
sangre. Este método seroldgico utilizo antigenos de los parésitos en su etapa
asexuada en sangre, siendo detectados en 1 0 2 semanas después de la infeccion
inicial. También la deteccién de anticuerpos de las otras especies (Plasmodium
malariae, Plasmodium ovalae y Plasmodium knowlesi) puede producir reacciones
cruzadas con los Elisa para Plasmodium vivax y Plasmodium falciparum. EI ELISA
IgG obtuvo una sensibilidad de 85% con una especificidad de 95.2 % (28).

De la Serna et al., realizaron estudios para elaborar un método de ELISA de corto
tiempo de procedimiento y simple para la deteccion de Plasmodium spp. en
muestras sanguineas capaces de ser cuantificadas y detectar minimas cantidades de
parésitos en sangre; para ello se prob6 una bateria de anticuerpos para elegir el par
de mejor rendimiento, se mejoré un ELISA de alto rendimiento mediante un
amplificador de sefial poliHRP realizdndose un pretratamiento de las muestras de
sangre. Este método de ELISA simplificado mostro mejor rendimiento que el
ELISA clasico este método también podria usarse en programas de deteccion
masiva de malaria (29).

Pulvirenti et al., EI gran problema de malaria transfusional esta relacionado con los
donantes asintomaticos que son predominantemente "semiinmunes” con cargas
parasitarias muy bajas. En el 2018 se realizaron estudios evaluando 5 kits de ELISA
que presentaban una especificidad del 100% pero con una sensibilidad de 53% y
64% siendo un test seroldgico indirecto por la que no pueden detectar parasitemias
bajas que puede llevar a la exclusiéon de donantes no infectados. Segln la OMS

indica las pruebas de PCR como el método mas sensible detectando de 2-5
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parasitos /uL con relacion a la microscopia y a las pruebas rapidas que tienen una
sensibilidad de deteccion de 50-500 parasitos /uL sin embargo la PCR es un método
costoso, sus procedimientos requieren de equipos complejos y personal capacitado
(30).

METODO DE INMUNOFLUORESCENCIA

Este método se considerd de referencia dentro de las pruebas seroldgicas siendo
utilizada para estudios epidemioldgicos, en banco de sangre para la deteccién de
donantes que hayan tenido malaria y también en epidemiologia (27).

La inmunofluorescencia tiene como objetivo la deteccion de anticuerpo IgG y IgM
de las especies de Plasmodium spp. Los anticuerpos de paciente infectado aparecen
en dos semanas y circulan en torrente sanguineo de 3 a 6 meses. Este método se
realiza a partir antigenos especificos de cada especie de Plasmodium spp, se coloca
en un portaobjeto y se uniran a los anticuerpos complementarios en las muestras de
suero. Un anticuerpo secundario con un marcado fluorescente se une para formar el
complejo antigeno anticuerpo siendo visible por la microscopia de fluorescencia.
La ventaja de este método que es sencillo y sensible pero la desventaja es que
requiere de tiempos prolongados en sus procedimientos ademas que necesita la
implementacién de microscopio fluorescente que es muy costoso. A pesar del costo
se requiere de personal capacitado. Los métodos tanto IFI como ELISA son
utilizados para cuantificar la intensidad de la transmisién de malaria, como datos
epidemiolégicos y en donantes de sangre (27,31).

Este método presenta una especificidad de 90-95% llegando a un umbral de detectar

de 100 paréasitos/uL ademas de cuantificar anticuerpos de Inmunoglobulinas de tipo
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Ig Gy M pero tiene la desventaja de no poder diferenciar entre infecciones presentes
y pasadas (32).
METODO DE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)
Estas pruebas son altamente sensibles ya que identifican los genes del Plasmodium
que produce la malaria. Los primeros métodos moleculares se utilizaron para
detectar las 4 especies de Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium
ovalae, Plasmodium malariae dirigidas RNA ribosomal18S (18s RNA) con un
limite de deteccion de 10 parasitos /uL de sangre, luego se fue mejorando en
tecnologia desarrollandose el PCR multiplex con un limite de deteccion de 0.2-5
parasitos/uL (33).

Los tipos de Reaccion en Cadena de Polimerasa son los siguientes:
PCR ANIDADO
Este método utiliza 2 cebadores utilizando 2 secuencias de PCR; el primero es
generado de la mezcla del ADN de todas las especies de Plasmodium que se emplea
en la segunda ejecucion del PCR como cebadores internos (anidados) como
consecuencia se obtiene un cebador externo y interno; el cebador externo
proporciona resultados de una amplificacion de los fragmentos mas grandes y el
cebador interno dard como resultado fragmentos mas pequefios. Estas
amplificaciones nos proporcionara como resultado la deteccion de genes especifico
de la especie de Plasmodium spp. Este método es ideal para la deteccion de
reinfecciones malaricas por Plasmodium falciparum ademéas de ser usado en

pacientes que hayan presentado resistencia al tratamiento malarico (34).
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PCR MULTIPLE EN TIEMPO REAL

Este método detecta e identifica las 5 especies de Plasmodium spp, las muestras a
utilizarse para la extraccion del ADN puede ser sangre total, o gotas de sangre seca.
Yasssamine L. et al, demostrd que esta técnica mostro una sensibilidad y
especificidad del 100% demostrandose la deteccion de Plasmodium vivax de 0.25
parasito/uL, Plasmodium falciparum, y Plasmodium Knowlesi hasta 0.5
parésitos/uL, Plasmodium ovalae hasta 1 parasito/uL, Plasmodium malariae hasta
5 parasitos/uL siendo un método cuantitativo presenta un excelente rendimiento
facil de usar. Este método puede ser utilizado para la deteccion de grandes grupos
de poblacion e identificar las 5 especies cuando se presentan en baja transmision o
baja parasitemia (35).

PCR CUANTITATIVO

Este método tiene como objetivo la amplificacion y la cuantificacion rapida del
ADN utilizando sondas fluoroforas especificas. Presentan un limite deteccién de
0.02 parasitos/uL pero para Plasmodium falciparum su nivel de identificacion es de
1.22 parasitos/uL. con un tiempo de procedimiento de 2horas y 30 minutos. Lo
beneficioso de este método es que se puede utilizar gotas de sangre secas. La
desventaja de este método es que requiere un equipamiento en el laboratorio muy
costoso y no es accesibles en paises endémicos (36).

PCR LAMP

Es un método de amplificacion con alta sensibilidad, eficiencia y rapidez de método
isotérmica pudiendo ser determinado por turbidez o fluorescencia, aumentando su
sensibilidad utilizando los targets mitocondriales; los géneros detectados fueron

Plasmodium falciparum y Plasmodium vivax. Los limites de deteccion fueron de
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0.2-2 parasitos/uL siendo posible obtener un resultado a los 30 minutos. Este
método es barato, no requiere de infraestructura laboratorial ni personal capacitado
se pueden utilizar muestras con cantidades minimas de ADN, también con gotas de
sangre seca o fresca ademas de ello se puede utilizar en zonas endémicas y puede
determinar las 5 especies de Plasmodium spp. con una sensibilidad de 85-100% y
especificidad 95-100% excepto para Plasmodium malariae que presento una
sensibilidad de 47,4 %. La desventaja es que necesitaria un lector de turbidez para
evitar los falsos positivos. Otra opcidn seria el uso de verde malaquita para su mejor
visualizacion obteniéndose un color verde azulado en las muestras positivas
(36,37).

PCR QT NASBA (NUCLEIC ACID SEQUENCE BASED AMPLICATION)
Este método utiliza las secuencias de procedimiento de la transcriptasa reversa, es
un método isotérmico que puede detectar las 4 especies de Plasmodium spp.
Utilizandose la cuantificacion de gametocitos mediante la deteccion de su 18S
rRNA con resultado mediante florescencia. El limite de deteccion es de 0.01-01
parasitos/50 ul de muestra el tiempo de duracion aproximadamente 90 minutos que
no incluye el tiempo de extraccion. Los métodos de PCR para la deteccion de
Plasmodium spp. presentan una especificidad de 100% y una alta sensibilidad
pudiendo detectar 1-5 parasitos /uL ademas de identificar las diferentes especies,
siendo ventajoso en la deteccidn de pacientes con parasitemias muy bajas. También
se estd usando para seguimiento de respuestas terapéuticas y en pacientes con
resistencia a medicamentos (36).

Estudios de revisiones sistematicas en América desde 1971 hasta el 2016

encontraron 63 publicaciones con 442 casos de Transmision de Malaria
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Transfusional donde los Bancos de Sangre de América Latina no cuentan con
métodos sensibles, practicos y asequibles para garantizar el suministro de sangre de
donadores hasta los receptores. Sin embargo, el uso de pruebas de amplificacion de
acidos nucleicos (NAT) para VIH/VHC/VHB/malaria utilizadas en Brasil en zonas
endémicas y no endémicas presentando una sensibilidad de 92,45% y una
especificidad de 99,8% siendo una alternativa de un método sensible y preciso para
la deteccion de malaria en los bancos de sangre asegurando la transfusién sanguinea
libre de infeccidn (38).

DIAGNOSTICO DE MALARIA POR INTELIGENCIA ARTIFICIAL

Este método estd basado en el uso de un microscopio que usa un software
personalizado de reconocimiento de imagenes que presenta la capacidad de contar
e identificar los parasitos de Plasmodium spp. en muestras sanguineas en solo 20
minutos.

Esta aplicacion usa un algoritmo para la deteccidn de los parasitos en muestras
sanguineas, se adapta la cdmara del smartphone (teléfono celular) se fotografia lo
observado en muestras de sangre y la aplicacion analiza e identifica el tipo de
parasito sin la necesidad de estar conectado a internet. Se ha demostrado que sea
podido identificar Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae y Plasmodium
ovalae.

La ventaja es el diagnostico de malaria rapida y eficiente en un minimo de tiempo
aproximadamente 20 minutos. Actualmente se ha disefiado un Sight Diagnostics
comercial con un dispositivo de microscopio automatico siendo apto para

caracterizar e identificar y cuantificar las especies de Plasmodium spp. (39) .
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Martin et al evaluaron la inteligencia artificial en la microscopia automatica debido
a las limitaciones que proporciona la microscopia Optica para el diagnostico de
malaria. Evaluaron el equipo prospectivamente determinando una sensibilidad de
76,51% y una especificidad de 92,45% en relacion al método de referencia
(microscopia) de 639 muestras de las cuales solo podia detectara Plasmodium vivax
y Plasmodium falciparum mas no malaria mixta. La ventaja de este equipo es de
que puede adaptarse a cualquier tipo de microscopio usados en zonas endémicas

que carecen de infraestructura (40).
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IV. CONCLUSIONES

Las Pruebas de Diagnostico Rapido (PDR) son eficaces para donadores
sintomaticos y pacientes que no presenten infecciones mixtas ni deleciones
genéticas de phrf2/3. Este método de diagnostico es econdmico, rentable

ademas de facil uso y conservacion.

La PCR es el método especifico, sensible y adecuado para el uso de
tamizaje en el banco de sangre en zonas endémicos y tropicales ademas de
ser Utiles para la deteccion de la infeccion en donadores asintométicos y en

los que presentan deleciones genéticas phrf2/3.

En comparacion con los deméas métodos la PCR es capaz de detectar hasta
1-5 parasitos /ul de sangre y ademas de identificar las 5 especies de
Plasmodium spp. garantizando la seguridad sanguinea libre de malaria en

una donacion.
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ANEXOS

TABLA N° 1: Densidad parasitaria estimada por cruces.

DENSIDAD
PARASITARIA OBSERVADA
PARASITARIA

+ 1-10 XX CAMPO

++ 11-100 X CAMPO

+++ 2-10 PARASITOS X CAMPO
++++ <10 PARASITOS POR CAMPO

Fuente: OMS.

TABLA N° 2

Densidad parasitaria estimada por leucocitos y por u/L de sangre.

PLASMODIUM VIVAX PLASMODIUM FALCIPARUM

POR 100 POR 100
LEUCOCITO POR LEUCOCITO POR
DENSIDAD S MICROLITO S MICROLITO
BAJA <10 <800 <10 <800
MODERADA 10-30 800-4000 10-50 800-4000
ALTA >30 >2400 >50 >4000

FUENTE: OMS.



TABLA N° 3: Tipos de anticuerpo y antigeno detectando Malaria por la

prueba répida.

ANTIGENO

ANTICUERPO DETECTADO

ESPECIE RECONOCIDA

Anti Pv-pLDH pLDH

Anti Pvom pLDH

Anti Aldosa Aldosa

Anti pan pLDH pLDH

Anti Pf-pLDH  pLDH

Anti HRP2 HRP2

P. vivax

P. vivax, P. ovalae, P. malariae
Todas las especies de
Plasmodium

Todas las especies de
Plasmodium

P. falciparum

P. falciparum

FUENTE: https://www.vivaxmalaria.org/diagnosis-treatment/plasmodium-vivax-

diagnosis/malaria-rapid-diagnostic-tests-rdts.



TABLA N° 4 SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE DIFERENTES MARCAS DE PDR.

Autor/ Ref.  Afio de Pais Tipo de N° de Marcade PDR Sensibilidad  Especificidad
Publicacion Estudio muestras
Kashosi et 2017 Republica Estudio 460 nifios PDR SD-Bioline Malaria- 82.1% 92%
al. Democratica transversal AgPf/Pan™
del Congo
Costaetal. 2019 Brasil Estudio 181 Test InmunoRapid 98. 9% 100%
Prospectivo pacientes Malaria Pf/Pv
Park et al. 2020 Corea Estudio 1129 Test rapido 94.8% 100%
Comparativo  pacientes BIOCRET
Pf(pLDH)
Tan et al 2022 Malasia Estudio 127 PDR basada en Pan-pLDH 87% 100%
Observacional pacientes (First Response® y
Prospectivo CareStart ™ PAN)
Kabalu etal. 2023 Republica Ensayo 497 PDR ultrasensible 88% 94.4%
Democratica Clinico (NxTek™ Eliminate
del Congo Malaria P.  falciparum
RDT)

FUENTE: Vol.8 No.1 (2024): Journal Scientific

Investigar ISSN: 2588-0659 https://doi.org/10.56048/MQR20225.8.1.2024.2617-263



