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Resumen: Uno de los aspectos clave de las estrategias actuales de control, eliminaciéon y
erradicacion de la malaria es aumentar la capacidad de deteccién de la enfermedad con métodos
cada vez mas sencillos y robustos que puedan aplicarse facilmente en el terreno. Para lograr este
objetivo, es necesario mejorar la sensibilidad de la microscopia clasica con métodos de concentracion
de hematies infectados, utilizar test rapidos ultrasensibles de ultima generacion o técnicas
moleculares como el LAMP, que no requieren termocicladores y pueden utilizarse en las zonas
endémicas. Los sistemas diagnosticos basados en la atracciéon magnética de la hemozoina son una
opcion atractiva también para el cribado poblacional.

Palabras clave: Microscopia de malaria, Diagnostico molecular de malaria, Pruebas rapidas de
malaria, Hemozoina, Programas de erradicacién de malaria, Eliminaciéon de malaria.

Abstract: One of the key aspects of current malaria control, elimination and eradication strategies is
to increase the capacity to detect the disease with increasingly simple and robust methods that can
be easily applied in the field. To achieve this objective, it is necessary to improve the sensitivity of
classical microscopy with methods for concentrating infected red blood cells, using the latest
generation of ultrasensitive rapid tests or molecular techniques such as LAMP, which do not require
thermal cyclers and can be used in endemic areas. Diagnostic systems based on the magnetic
attraction of hemozoin are also an attractive option for population screening.

Key words: Malaria microscopy, Malaria molecular diagnosis, Malaria rapid tests, Hemozoin,
Malaria eradication programs, Malaria elimination.

1. Introduccion y objetivos

La malaria es una de las enfermedades infecciosas mas importantes a escala global. Segtn la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en 2019 se produjeron en todo el mundo unos 229 millones
de casos de paludismo que provocaron 409.000 muertes [1]. La incidencia de la malaria a nivel
mundial ha disminuido entre 2010 y 2017, pero en los ultimos afios esta tendencia a la baja se ha
desacelerado. Para avanzar hacia la erradicacién del paludismo se necesitan multiples
intervenciones, si bien una vigilancia precisa y sensible de la transmision del paludismo es un
elemento clave en todos los programas [2].

El diagnéstico de la malaria es una herramienta clave en el control de la enfermedad y se utiliza
generalmente para confirmar la infeccion clinica en pacientes sintomaticos atendidos en hospitales,
centros o puestos de salud de todo el mundo. Sin embargo, otra utilidad fundamental del diagndstico
es la deteccion cuantitativa del reservorio parasitario que subyace en las infecciones
submicroscopicas asintomaticas (ISM). Estas ISM son uno de los principales problemas a resolver en
los programas dirigidos a eliminar la enfermedad, es decir, alcanzar una tasa de incidencia parasitaria
anual <1/1000 y reducir a cero después de tres afios la transmision local.
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En esta revisién nos centraremos en este ultimo aspecto del diagnoéstico del paludismo, que es
un factor determinante para alcanzar el objetivo de eliminar la malaria fuera del continente africano
en el 2030 y erradicar la enfermedad del planeta en el afio 2050, como han planteado recientemente
un grupo de expertos [3]. Aunque la microscopia y las pruebas de diagnostico rapido contintian
siendo una herramienta clave en las estrategias de control de la malaria, la eliminacién de la
enfermedad requiere métodos de detecciéon de la infeccion mas sensibles para prevenir la
transmision.

El objetivo de esta revision es describir los recientes avances en la deteccion de parasitemias
bajas presentando nuevas técnicas moleculares, asi como otras de reciente desarrollo, y comentar las
ventajas de estos métodos frente a las técnicas clasicas de microscopia y test de diagndstico rapido
(TDR).

2. Métodos

Para la elaboracién de este trabajo, se ha realizado una btisqueda bibliografica sistematica de
estudios relevantes, publicados entre 2015 y 2020 y registrados en la base de datos PubMed. En la
btusqueda se combinaron las palabras clave, “malaria molecular diagnosis”, “malaria control and
elimination diagnostics”, “asymptomatic malaria”, “innovative malaria tools” .

Asimismo, se ha consultado el World Malaria Report de 2020 y se han comentado los resultados
de estudios propios sobre el diagndstico de la malaria [4-6]. En este sentido, se hallaron 582 articulos,
entre los que hubo 62 revisiones seleccionando finalmente 15 publicaciones relevantes a efectos de

esta revision.

3. Resultados y discusion

El diagnostico de la malaria se basa en procedimientos que permiten detectar células (hematies
y leucocitos) que contienen parasitos, proteinas de los parasitos, acidos nucleicos especificos o
hemozoina. Para diagndstico retrospectivo y para los estudios epidemiologicos, también pueden
detectarse anticuerpos especificos. Comentaremos a continuacién diversos aspectos referentes a los
diagnoésticos empleados.

3.1. Microscopia y citometria

La microscopia ha sido el patréon de referencia del diagndstico de la malaria desde el
descubrimiento inicial de Laveran en el siglo XIX [7]. El principal problema de la microscopia en la
practica es la dificultad técnica y la falta de reactivos de calidad, asi como de personal entrenado en
las zonas endémicas. La sensibilidad real no se corresponde a lo descrito en la mayoria de las
revisiones ya que en muchos centros y hospitales de distrito de paises endémicos solo se tifien
extensiones de sangre convencionales y no se realizan gotas gruesas, por lo que el limite de deteccién
(LOD) de la técnica en realidad puede llegar a ser muy superior al de 200 HI/ul, que es el limite
descrito para los TDR [6,8]. Una forma de aumentar la sensibilidad de la microscopia es elevar la
cantidad de sangre estudiada de 1 a 100 pl mediante la exposicion de la sangre extraida a campos
magnéticos, de esta forma se alcanzan sensibilidades similares a las obtenidas por técnicas
moleculares [9,10].

3.2. Test rdpidos para la deteccion de proteinas

En las ultimas décadas estos test han sido la base del diagnoéstico clinico de la malaria en gran
parte de las areas endémicas debido a su sencillo uso en comparacién con la microscopia de la
malaria, una técnica laboriosa, que requiere un control de calidad estricto y personal técnico bien
formado [6]. Solo en 2017 se distribuyeron 276 millones de test globalmente y, de estos, 223 se
utilizaron en el continente africano [11]. En estos test se han utilizado diferentes biomarcadores
especificos como las proteinas ricas en histidina 2 y 3 (HRP-2/3), las enzimas lactato deshidrogenasa
(LDH), glutamato deshidrogenasa (GDH) y aldolasa o la proteina de superficie 3 del merozoito (MSP-
3) [12].
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Los test se presentan habitualmente en un formato de cassette con una técnica de
inmunocromatografia de flujo lateral [12]. Se ha descrito un LOD de 200 a 2000 trofozoitos para
Plasmodium falciparum, aunque en algunos estudios multicéntricos se ha demostrado que la deteccion
de HRP2pf puede alcanzar una sensibilidad similar a la obtenida con microscopistas expertos en
centros de referencia [4]. El inconveniente principal de estos test es que solo detectan proteinas de P.
falciparum y P. vivax y no pueden utilizarse en zonas donde la prevalencia de la delecion PfHRP2/3 es
superior al 10%, ya que este genotipo del parasito no produce la proteina y, por tanto, no se detecta
con los test rapidos. En el tiltimo Informe Mundial sobre la Malaria se mencionan once paises donde
se han detectado estas deleciones en los dos tltimos anos: China, Guinea Ecuatorial, Etiopia, Ghana,
Myanmar, Nigeria, Sudan, Uganda, Reino Unido (importado de varios paises endémicos de malaria),
la Repuiblica Unida de Tanzania y Zambia [1].

Por otro lado, es necesario desarrollar TDR mas sensibles para detectar parasitemias bajas de P.
vivax y acelerar el proceso de eliminacién de la malaria en América, la regién Asia-Pacifico y Africa
oriental [3]. La organizacion FIND (Foundation for Innovative Diagnostics) impulsa el desarrollo de
nuevos TDR capaces de detectar cepas de P. falciparum sin los genes pthrp2 y pthrp3 y test con mayor
sensibilidad para P. vivax que estaran disponibles ya en el afio 2021 [3]. Recientemente se han
desarrollado sistemas de biosensores electroquimicos que aumentan la sensibilidad en la deteccién
de estos biomarcadores que se encuentran actualmente en fase de investigacién y que podrian
aplicarse en un futuro en los programas de control de la malaria debido a su alta sensibilidad,
robustez, linealidad de la respuesta, estabilidad y reproducibilidad [12].

3.3. Métodos moleculares

Los metaanalisis que comparan las tasas de prevalencia determinadas por PCR frente a la
microscopia han demostrado que la proporcién de infecciones submicroscopicas por P. falciparum en
la comunidad aumenta de forma considerable cuando disminuye la intensidad de transmisién de la
malaria [13,14]. En las fases previas a la eliminacidn, la existencia de un amplio reservorio subpatente
de infecciones dificulta mucho las tareas de vigilancia del paludismo cuando el objetivo es
interrumpir la transmision local. En una zona de Zambia que se encuentra en una fase previa a la
eliminacién, un estudio mostré que casi la mitad de todas las infecciones permanecieron sin ser
detectadas por TDR [15].

Se considera que la infeccién submicroscépica (ISM) representa el 20% de las infecciones en las
areas de transmisién intensa (comunidades con una prevalencia parasitaria >75%), pero este
porcentaje se eleva al 70-80% en dreas de transmision baja (prevalencia parasitaria <10%) [16]. E1 LOD
(limite de deteccién) de los test moleculares es 2-4 veces inferior al LOD de la microscopia y los TDR.
El LOD de las diferentes técnicas diagndsticas depende de factores como la conservacion y buen uso
de los reactivos, la adecuada ejecucion de los procedimientos diagnoésticos y la capacitacion del
personal técnico; estos limites son variables y oscilan entre 5-200 hematies infectados HI/ul en la
microscopia y 200 a 2000 HI/pl en los TDR; sin embargo, con las técnicas moleculares la sensibilidad
aumenta hasta 5 a 0,5 HI/ul de sangre completa e incluso 0,005-0,05 HI/ul de sangre completa
concentrada.

Los primeros test moleculares para la malaria se centraron en detectar la secuencia del gen 16S
RNA ribosémico [17], aunque posteriormente se han utilizado otras dianas como la familia
multigénica stevor P. falciparum, el DNA mitocondrial (mtDNA) o el elemento repetitivo 2 asociado
al telomero (TARE-2) y las secuencias Pvr64 y de mtDNA para P. vivax. Estas nuevas técnicas
moleculares pueden aumentar la sensibilidad hasta alcanzar un LOD de 0,0005-0.005 HI/ul o 1-10
HI/2ml de sangre. La tecnologia LAMP de amplificacidn isotérmica permite realizar los test en el
terreno, ya que no necesita utilizar un termociclador y se ha utilizado ya en programas de eliminacién
en el continente africano [5,6]. Otra estrategia eficaz que se ha utilizado en Zanzibar es el uso de PCR
en pools de muestras en el contexto de la deteccion reactiva de casos (RCT), es decir el cribado
mediante PCR de la poblacién en las zonas especificas donde se han detectado casos clinicos [18].
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3.4. Nuevas tecnologias basadas en la atraccidn magnética de la hemozoina

La técnica de detecciéon de hemozoina en sangre completa mediante MDM (microscopia con
deposicion magnética) aumenta la concentracidon de células parasitadas en la muestra hasta cuarenta
veces y puede alcanzar una sensibilidad de 0,5 a 0,05 HI/ul [2-4]. Esta herramienta permitiria mejorar
el LOD de la microscopia convencional, especialmente en la deteccion de gametocitos y por este
motivo podria ser muy util en los programas de eliminacién de la malaria [19]. Otro método muy
prometedor es la deteccion magneto Optica en un dispositivo de cristales de hemozoina que producen
todas las especies del género Plasmodium. Un rayo de luz polarizada atraviesa el lisado de una
muestra de sangre diluida bajo la influencia de campos magnéticos altos (~ .55T) y bajos en un
pequefio dispositivo rapido, robusto y econémico denominado Gazelle [20, 21]. La sensibilidad y
especificidad del test en el primer estudio de validacién clinica realizado en la India fue similar a los
obtenidos con microscopia convencional y los test rapidos [21] y este podria ser una alternativa en
zonas de escasos recursos en sustitucion de las técnicas de microscopia.

4. Conclusion

Uno de los aspectos clave de las estrategias actuales de control, eliminacién y erradicaciéon de la
malaria es aumentar la capacidad de deteccidon de la enfermedad con métodos cada vez mas sencillos
y robustos que puedan aplicarse facilmente en el terreno. En este sentido, aunque la microscopia
convencional, los test rdpidos y las técnicas moleculares convencionales contintian siendo el pilar
diagndstico de los programas, el uso de test rapidos ultrasensibles, test moleculares con amplificacion
isotérmica, microscopia en sangre concentrada mediante campos magnéticos y la deteccion de
cristales de hemozoina con dispositivos portatiles son métodos nuevos que permitirdn mejorar y
facilitar en el futuro los sistemas de deteccion del parasito.
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