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EL INMUNOENSAYO ENZIMATICO (ELISA) EN EL DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE Plasmodium
vivax

Hilda A. PEREZ & Mercedes DE LA ROSA

RESUMEN

Comunicamos nuestra experiencia con la aplicacién del inmunoensayo enzima-
tico al diagnodstico serologico de Plasmodium vivax con antigeno homdlogo. Este
se obtuvo a partir de una muestra de sangre de un paciente y luego de lisar los
glébulos rojos con detergente (NP-40). En un “pool” conformado con 11 sueros de
pacientes con malaria por P. vivax se encontraron anticuerpos de las clases IgM,
IgG elgA. Seintrodujo ademaslaproteina A como sonda secundaria para determinar
la respuesta anti-P. vivax en una muestra de 30 sueros de pacientes con un primer
episodio paludico. Se encontré un 93% de correlacion con el diagnéstico parasito-
16gico y 1a prueba resulto especifica y reproducible.

UNITERMOS: Malaria; P. vivax; Anticuerpos; ELISA.

INTRODUCCION

En Venezuela la malaria es causada por
Plasmodium vivax y Plasmodium faleciparum.
Esporadicamente se informa de casos de Plas-
modium malariae; el mayor ntimero de casos
es causado por P. vivax, de alli que se le consi-
dera el principal agente etiolégico de la malaria
en nuestro pais.

Venezuela fue sede de uno de los programas
de erradicacién de la malaria méas exitosos del
area tropical'!' 2. Sin embargo, por razones de
indole social, técnicas, fiscales y administrati-
vas® el pais enfrenta en la actualidad un peligro-
so incremento de 1la morbidad maldrica y entre
otras medidas se hace imperioso mejorar la co-
bertura diagnéstica. Convencionalmente el
diagndstico de la malaria se asienta en el exa-
men microscopico de las muestras hematicas. Se

trata de un procedimiento especifico (visualiza-
cién de los pardsitos) y sensible (10-20 parasi-
tos/ul de sangre para la gota gruesa), pero de
baja cobertura cuando se requiere el examen
oportuno de un gran nimero de muestras. Los
estudios realizados en varios laboratorios indi-
can que la serologia puede servir a la vigilancia
epidemiolégica de la malaria®, sobre todo con
métodos como el inmunoensayo enzimatico o
ELISA que ademads de permitir el examen masi-
vo de las muestras, produce resuitados cuantifi-
cables y sélo requiere de minimas cantidades
de reactivos®® 23, Vale decir que en lo concer-
niente al diagnéstico serolégico de la malaria,
la mayor experiencia se tiene con P. falciparum,
quiza por la relativa facilidad con que puede obte-
nerse antigeno a partir de sangre de pacientes
odecultivos con altas parasitemias en contrapo-
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sicién a las bajas parasitemias de la infeccién
natural y dificultades técnicas para el cultivo
que son caracteristicas de P. vivax.

En este trabajo, comunicamos nuestra expe-
riencia con el diagndstico serologico de P. vivax
mediante la prueba de ELISA.

MATERIALES Y METODOS

Antigeno — Se extrajeron 10 ml de sangre
venosa recogidas en anticoagulante (CPD), de
un paciente que asistia a la consulta de Malario-
logia en Edo. Bolivar. El paciente tenia una para-
sitemia de 2% para el momento de la toma de
muestra, constituida principalmente por trofo-
zoitos jovenes y medianos. La sangre se lavo tres
veces por centrifugacion en medio RPMI-1640
(GIBCO, USA) y se removié la capa de granulo-
citos. Los eritrocitos se suspendieron en una so-
lucidén crioprotectora (glicerol: sorbitol 4,2% en
RPMI-1640; 7:18), se repartieron en alicuotas de
0,5 mlen viales para criopreservaciéon y se conge-
laron en nitrégeno liquido.

Para preparar el antigeno se siguié, basica-
mente el procedimiento descrito por MAKEY,
McGREGOR, PAOUNOVA & LAMBERT
(1982)'%. Se descongel6 1 ml de la suspension tras
sumergir dos viales en agua calentada a 37°C
y los eritrocitos se lavaron una vez con NaCl
0,3 M; luego se mezclaron v:v con Nonidet P40
(NP-40) al 1% (v:v) en NaCl1 0,15 M. Esta mezcla
se dejé a temperatura ambiente durante 1 minu-
to y seguidamente se agregaron 5 volimenes de
solucién salina fosfatada 0,15 M, pH 7,3 (PBS)
suplementada con 1% (v:v)de Tween 20 (PBS/T).
Luego se centrifugé a 200 xg/10 min/4°C y se des-
cart6 el sedimento (células enteras, principal-
mente); la fase sobrenadante se centrifugé a
6.000 xg/10 min/4°C y el sedimento obtenido se
lavé 4 veces con PBS y se sonicé en un volimen
de PBS no mayor de 1/2 del volimen original
de eritrocitos y se guarddé a —70°C; una alicuota
sirvié para determinar la concentraciéon de pro-
teina contra una curva de referencia obtenida
con alblimina sérica de bovino, ASBS.

Sueros — Se obtuvieron 5 ml de sangre veno-
sa de 24 pacientes con diagnéstico parasitold-
gico de P. vivax y de otros 7 positivos para P.
faleiparum. Todos del sexo masculino, de eda-
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des comprendidas entre 20 y 46 anos. Estos pa-
cientes referian un primer ataque de paludismo,
pero habian residido en las zonas mineras del
Estado Bolivar por periodos comprendidos entre
6 v 12 meses y tomado tratamiento preventivo
irregularmente. Se excluyeron las infecciones
mixtas. Sefs sueros de pacientes diagnosticados
enun brote de P. vivax ocurrido en el Edo. Nueva
Esparta fueron cedidos gentilmente por la Lic.
Edelmira Mora (Servicio de Endemias Rurales,
Maracay).

Ensayo — La ELISA descrita por VOLLER
et al., (1974)*2. Se utilizaron placas de poliesti-
reno (Costar, USA) y la adsorcién del antigeno
se realiz6 a pH 9,6 en carbonato de sodio 0,1
M. Cincuenta microlitros de la dilucién de anti-
geno fueron agregados en cada micropozo y tras
incubar toda la noche en cuarto frio (4°C), la pla-
ca se lav6 una vez con NaCl 0,15 M suplemen-
tado con Tween 20 al 0,1% (v:v) [NaCl/T] y los
sitios no saturados por el antigeno se bloquearon
con ASB al 1% durante 1 h a temperatura am-
biente. Luego de lavar 3 veces con NaCl/T las
placas se invirtieron sobre papel absorbente pa-
ra remover el remanente de solucién de lavado,
se colocaron individualmente en bolsas plasti-
cas con auto-cierre y se guardaron a —20°C, has-
ta por 4 meses sin pérdida de la actividad del
antigeno.

Al momento de usarlas, 1as placas se retira-
ron del congelador y luego de 10 min a tempe-
ratura ambiente se lavaron una vez con PBS/T.
Se agregaron entonces 50 ul de la dilucién de
suero inmune o control en PBS/T. Concluido el
periodo de incubacién con el suero inmune, se
realizaron tres ciclos de lavado con NaCl/T y
se agregl entonces la dilucién de conjugado en
ASB 1% en PBS/T. Los conjugados empleados
fueron anti-IgG, anti-IgM, anti-IgA (obtenidos
en conejos)y Proteina A, todos acoplados a pero-
xidasa (SIGMA IMMUNOCHEMICALS, USA).
El cromégeno ABTS [2,2-azino-bis-3:ethyl-ben-
ziazoline sulfonic acid (Sigma)] sirvié de indica-
dor de la reaccién con H,0,' que fue inhibida
con azida de sodio al 0,1% en acido citrico 0,1
M. La absorbancia se determiné a 405 nm en
un lector Titertek I.

RESULTADOS

Previamente se establecieron las condicio-
nes Optimas del ensayo en cuanto a las dilucio-
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nes de antigeno, de los sueros y conjugados utili-
zados y los tiempos de incubacién correspon-
dientes. Sirvieron de referencia un “pool” de on-
ce sueros positivos por IFI y de otros tantos ne-
gativos cuidadosamente seleccionados segun
los antecedentes parasitolégicos, epidemiolégi-
cos e inmunolégicos de los donantes. En estos
sueros se encontraron anticuerpos anti-P. vivax
de las clases IgG, IgM e IgA. Los valores de ELI-
SA obtenidos con los conjugados utilizados si-
guieron el orden IgM = Proteina A = IgG = IgA.
Tabla 1. Para todas las pruebas referidas en este
ensayo el antigeno se diluyé 1:400 (1 ug protei-
na/pozo), los periodos de incubaciéon tanto para
los sueros como para los conjugados fueron de
2 h a 37°C. Todos estos parametros deben ser
establecidos para cada lote de antigeno.

TABLA 1
Respuesta de anticuerpos IgM, IgG e IgA en un “pool” de
sueros de pacientes con malaria por Plasmodinm vivax

Sueros IgM 1gG IgA Prot. A
“Pool”™*

positivo 1,103 0,569 0,491 0,679
“Pool”

negativo 0,310 0,234 0,283 0,294

* Cada uno de 11 sueros. Todos los ensayos con una dilucién
1:200 del “‘pool” correspondiente. Valores de ELISA determi-
nados a 405 nm.

Como en este trabajo se utilizé un antigeno
crudo extraido de glébulos rojos infectados con
P. vivax mediante tratamiento con NP-40, pro-
cedimos a determinar la especificidad del en-
sayo. Los sueros positivos y negativos mencio-
nados anteriormente se ensayaron contra un an-
tigeno placebo preparado con glébulos rojos no
infectados y utilizado en una dilucién equiva-
lente (1 ug proteina/pozo) a aquella empleada
con el antigeno obtenido de P. vivax. En el
“pool” de sueros positivos se pudo determinar
una respuesta anti-glébulos rojos sanos, tipo
IgM, muy significativa en comparacién con el
control negativo (0,62 vs 0,22). En contraste, la
reactividad contra antigenos de la célula hospe-
dera, medida con Proteina A no fue significativa-
mente mayor que la del grupo control (0,29 vs
0,23). La absorcién del “Pool” positivo con globu-
los rojos no infectados disminuyé hasta un 35%
la respuesta de IgM contra el antigeno de P. vi-
vax.

Tomando en consideracién la informacién
ya mencionada se prefirié el conjugado de Pro-
teina A para evaluar un lote de 30 sueros de pa-
cientes con paludismo por P. vivax. Previamen-
te se establecié el valor negativo de referencia
con un lote de 45 sueros de sujetos sin antece-
dentes paludicos ni de residencia en zona de
transmision. Ocho de estos sueros fueron de per-
sonaldellaboratorioy elresto fue proporcionado
por el Banco Municipal de Sangre de Caracas.
Cuando estos sueros se enfrentaron (Dil 1/200) con
el antigeno de P. vivax se obtuvo un valor de
referencia estimado en 0,294 a partir del valor
medio + 4DEM. Dicho valor sirvié de guia para
establecer las lecturas significativas (95% limite
de confianza) en 30 sueros de pacientes con palu-
dismo por P. vivax diagnosticados parasitolégi-
camente. Todos ellos sin antecedentes previos
de haber padecido malaria. Los resultados de
esta prueba se muestran en la Tabla 2. Se consi-
deraron positivos todos los sueros con valores
de ELISA = 0,294. Se pudo determinar que el
ensayo con Proteina A resulté positivo en 93%
de la muestra examinada.

El titulo de anticuerpos séricos anti-P. vi-
vax determinado en 25 pacientes estuvo en el
orden de 1:400 para un 70% de los sueros y excep-
cionalmente fue = 1:1.200, Tabla 3.

Como dato interesante se registré el titulo
de anticuerpos, antes y después de la terapia
medicamentosa en un paciente, casualmente un
antropélogo de nuestro instituto, quien contrajo
paludismo por P. vivax durante una expedicion
al Amazonas. Este paciente no volvié a zona en-
démica después del tratamiento radical para P.
vivax. Se observé un claro descenso del titulo
de anticuerpos de 1:1.209 para el momento del
diagnéstico hasta 1:200 a los 7 meses siguientes.

Ademas de los sueros de pacientes con P.
vivax se quiso documentarla respuesta de 7 sue-
ros de pacientes con paludismo por P. falcipa-
rum diagnosticados parasitoldégicamente; los
pacientes estaban en fase aguda para el momen-
to de la toma de muestra y no tenian antece-
dentes previos de malaria. Los resultados pre-
sentados en la Tabla 4 indicaron una respuesta
significativa de los sueros de P. falciparum fren-
te al antigeno de P. vivax.
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TABLA 2

Valores de ELISA anti-Plasmodium vivax medi-
dos con Proteina A-peroxidasa en sueros de pa-
cientes con un primer episodio paludico.

Paciente Absorbancia a 405 nm
VR 0,310
812-23 0,326
812-12 0,315
812-4 0,408
040-I-LR + 0,344
022-2NR + 0,296 (N.S)
043-1JG + 0,308
043-2EF + 0,273 (N.S)
020-1GR + 0,373
017-2 + 0,320
812-13 0,336
PE. 0,592
812-38 0,460
S.Z 0,670
P.G 0,653
ER 0,440
19-2 0,398
ER.R 0,814
0-231 0,373
812-33 0,558
812-15 0,393
LI 0.478
JE 0,574
J.D.L 0,480
M.G 0,472
EM.L 0,450
CAY 1,700
M.G 0,759
R.S 0,670
M.AR 0,576

+ Pacientes de un brote ocurrido en el Edo.
Nueva Esparta, el resto infectados en del Edo.
Bolivar. Todos los sueros ensayados con una
dilucién 1:200. Valores significativos = 0,294
determinados en un lote de 45 sueros con-
troles.

N.S = No significativo

DISCUSION

Eldiagnéstico serolégico de P. vivax ha sido
acometido con antigenos de P. falciparum y
Plasmodium knowlesi®°, pero se ha referido una
baja correlacién entre el diagnéstico serolégico
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TABLA 3
Distribucioén porcentual de los titulos de anti-
cuerpos anti-Plasmodium vivax determinados
en 25 sueros de pacientes con malaria por P. vi-

vax*,
Titulo ** % de los sueros examinados
= 1:200 15
= 1:400 70
= 1: 1.200 15

* 25 pacientes diagnosticados parasitolégica-
mente y seropositivos para P. vivax en el en-
sayo de muestreo.

** Inverso de la maxima dilucién de suero con
un valor significativo de ELISA (405 nm) con
Proteina A-peroxidasa.

TABLA 4
Respuesta de los sueros de pacientes con palu-
dismo por Plasmodium falciparum frente al an-
tigeno de Plasmodium vivax.

Suero Valor de ELISA 405nm
812-2 0,688
812-3 0,719
812-5 0,413
812-7 0,369
812-8 0,326
812-20 0,396
812-22 0,487

Valores determinados con Proteina A-peroxida-
sa

y el parasitolégico!”. Algunos autores han infor-
mado de la poca confiabilidad que merecen los
antigenos de las especies de Plasmodium men-
cionadas, para determinar anticuerpos anti-P.
vivax?®. Hace poco BARNWELL (1986)3 produjo
un panel de anticuerpos monoclonales contra
P. vivax y encountro sélo un 42% de reactividad
con P. knowlesi, 50% con P. cynomolgy y ningu-
na con P. falciparum. '

El trabajo que presentamos aca es uno de
los pocos intentos de estudiarla respuesta sérica
a la malaria por P. vivax con antigenos homoé-
logos mediante la prueba de ELISA. Queremos
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destacar la aplicacion exitosa del conjugado de
proteina A como sonda secundaria, que sepamos
no se le habia utilizado antes para el serodiag-
néstico de P. vivax, aunque si para P. falcipa-
rum con resultados exitosos?. Obviamente, la
sonda de proteina A ofrece muchas ventajas so-
bre los conjugados convencionales'® '8, Sin em-
bargo, tiene poca o ninguna afinidad con la
IgG 3! de la cual se ha dicho constituye una pro-
porcién importante de los anticuerpos anti-P.
falciparum? y aun por determinar en el caso
de P. vivax.

La presencia de anticuerpos IgM contra com-
ponentes de la célula hospedera introduce un
fuerte componente inespecifico en el ensayo de
IgM contra antigenos parasitarios de la fase eri-
trocitica, a menos que se introduzcan antigenos
purificados o producidos mediante la sintesis or-
géanica de los epitopos relevantes®. El hallazgo
de IgM contra componentes del glébulo rojo se
ha citado frecuentemente en el estudio de la ma-
laria humana®, probablemente tiene que ver con
las profundas modificaciones del citoesqueleto
del eritrocito que ocurren durante el desarrolio
de fa fase eritrocitica del parasito!® y se le ha
atribuido cierto papel en la patologia de la enfer-
medad, principalmente en la anemia que mani-
flestan los pacientes con P. falciparum?.

Encontramos un descenso significativo en
larespuesta de anticuerpos a los 7 meses siguien-
tes ala curacion medicamentosa. Aunque se tra-
ta de un solo paciente, consideramos que la ob-
servacion es interesante porque fue posible ex-
cluir de manera confiable la reinfeccién. De ma-
nera que los cambios observados son compati-
bles con un rapido descenso de los anticuerpos
anti-P. vivax que se detectan con la prueba de
ELISA, luego de la terapia radical para P. vivax.
Alrespecto se ha informado de una franca dismi-
nucién en el titulo de anticuerpos luego de la
quimioterapia y de la aplicaciéon de medidas
efectivas en interrumpir la transmisién? & 3.
Sin embargo, el seguimiento del perfil de la res-
puesta de anticuerpos anti-malaricos no ha sido
evaluado adecuadamente como indicador de la
efectividad de las medidas anti-palidicas?®.

Podemos decir que la prueba de ELISA para
el diagndstico seroldgico de P. vivax con antige-
nos homoélogos es un ensayo sensible y especifico
para determinar anticuerpos anti-malaricos con

lasalvedad de lareaccién cruzada con P. falcipa-
rum lo cual puede ser una ventaja si se trata
de determinar la presencia de anticuerpos anti-
maldricos en aquellas zonas donde coexistan
ambos parasitos.

Todos los pacientes estudiados por nosotros
referian un primer episodio palidico, quiza por
ello los titulos de anticuerpos fueron relativa-
mente bajos (1:400, para 70% de la muestra). Es
una situacién diferente a la descrita en las zonas
holoendémicas de Africa, donde la problacién
adulta expuesta por muchos anos a la transmi-
si6n maldrica tiene titulos de anticuerpos anti-
maldricos relativamente altos'® %! %, 1o que tam-
bien hemos observado en las poblaciones ame-
rindias del Amazonas venezolano (PEREZ,

SANCHEZ, MARTINEZ & AZOCAR, manuscri-
to en preparacién).

Debemos mencionar que la correlaciéon de-
terminada entre el diagnéstico parasitolégico e
inmunolégico en nuestros pacientes con un pri-
mer episodio paludico fue de 93%. Esto significa
que la prueba puede tener un valor predictivo
bajo en poblaciones recientemente infectadas y
con baja prevalencia y nos alerta sobre la nece-
sidad de mejorar las preparaciones antigénicas
a proposito de concertar las ventajas de la ELI-
SA y la evaluacién serolédgica, en zonas donde
la morbilidad malérica sea reciente.

SUMMARY

The immunoenzymatic assay (ELISA) in the se-
rodiagnosis of Plasmodium vivax

ELISA was evaluated for the serodiagnosis
of Plasmodium vivax using homologous anti-
gen. This was a crude fraction obtained after de-
tergent (NP-40) lysis of human parasitized red
blood cells. Antibodies of the classes IgM, IgG,
IgA were determined in a pool of eleven sera
from patients with P. vivax malaria. The protein
A was introduced as secondary probe to screen
P.vivax antibodies in 30 sera of patients harbou-
ring a first episode of P. vivax malaria. There
was a correlation of 93% with the parasitological
diagnosis and the test resulted specific and re-
producible.
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