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1. 9BJETIVO.

En el presente estudio se determinard el cruce antigenico entte

| Plasmodium vivax y Plasmodium berghei yoelii, através de-la c’ompara’ciof\' de

dos métodos seroldgicos: Inmunofluorescencia Inﬂitecta (IFI); una'variun—
te del ensayo de inmuncadsorbente unido a enzima (Dot-ELISA). con o!. fin

de utilizar la cepa de Plasmodium berghei yoelii para diagnﬁscico clinico

de paludismo humano, tomando en cuenta que dicha cepa o espncie infgcqa- =

Ginicamente a roedores.



- 1T,.. INTRODUCCION

“E1 Paludismo (ﬁel‘lhtIn'ﬁslua-puﬁ:nno) o ﬁulgriA (del-1italia-

éf;é-ﬁ;rc). es una’ enfermedad cranémisiblq;'prdducidn por

¢ no pal-mal

“Tun y;%ﬁsitb del género Plasmodium, transmitida al hombre por un tiosqui

to qél ﬁ&qeré Anopheles el cufl actua como vector del padecimiento.
) Clinicamente se manifiesta por una triada sintomatolSgica
yéarncterizada generalmente por fiebre, anemia y hepatoesplenomegalia.
Es un padecimiento generalmente agudo, con tendencia a la erg
nicidad, que suele durar uno o varios afios, siendo su manifestacion
més constante la fiebre, la cufl se presenta en forma de ataques que _

suelen durar de una a cuatro semanas, formados por paroxismos diarios,

tercianos o cuartanos, que comienzan por un inteuso perfodo febril que

suele durar de cuatro a seis horas, para d arecer br e duran
te un perfodo de sudoracion intenso de una a dos horas y reaparecer a

las 24, 48 8 72 horas.

Antecedentes.

El Paludismo es una enfermedad que ha padecido el hombre des-
de que la especie humana se diferenci§ como tal, conacida desde €pocas
remotas de acuerdo a evidencias de los Hebreos, del aiio 1273 a.C. o

en papiros de los Egipecios del afio 1550 a.C. (1I).



En 1880. Alfonso Luvetan midico francés descubtio a-los parEsito

causances del pal\ldismo : 17

dium falciparum.

En 1890, Romanowski adjunté n]’~ estudio microecoplc’o dérlos,plas-_
modios, el mBtodo panSptico de coloracidn con azul de metileno.y m;sinu.

En 1897, Ross descubrid como transmisor del paludismo, al-diptero
Anopheles y un afio mis tarde Bastianellil, Gignami y Grassi demostraron en
un estudio experimental con mosquitos alimentados con sangre de enfermos _
de paludismo, todos los estadios de la esporogonia,

Mac Callum, el cE&lebre anatomopat§logo, fuf el primeroc en observar
el fendmeno de la fertilizacion entre el microgameto y macrogameto para la
posterior formacion del cigoto, lo cufil permitif a Ross describir el ciclo
vital del paludismo en el insecto transmisor lo que le valid el Premio No- *
bel,

En 1922, fu& descubierto el Plasmodium ovale en Africa y en ese _
mismo afio el paludismo ocupaba en México el ‘segundo’ lggér como’ causa de“de”
funcibn.

En 1948, Garnham describid la fase exceritrocitica de Plasmodium-

vivax, en los hepatocitos humanos.



ciann maligna cuyas fomas perniciosas Be- cutacterizan kp

exttema grnvedad (7)

].o se:. le encuen:rn en el Viejo Hundo (7). :

: l.:: khcmﬁra dei mosquil:o pertenecien:er al género Anopheles eé héﬁuté 8
fngn por lo tanto solo ella es la transmisora.
En AmEtlcn Lactina las especies de .Anopheles mis importantes son:
_Q.‘ albimanus, A. quadrimaculatus, A. pseudopunctipennis, siendo estos los _
vectores principales en México; A. aquasalis es el de mayor importancia en
Centroamérica; A. darlingi en Sudamérica; el anofelino de mayor incidencia

en Perdi, Chile y Argentina es A. pseudopunctipennis (19).



Egidemiologfa.

La malarin presenta una’ ampliu discribuciSn mundinl. principulmen-

obre: el nivel ‘del’ mar

atura.,;hﬁm\ed'nd atmosférica

'ky o:rus cnrac:eristicns de os; criaderos;- estos cdhstituyen'los factores

!epidemiolsgicos p:incipale

Los anofelinns tranamisozea mEs mportnntes en Héxico sont

A. gseudugunctigennis - es el agen e e:iolEgico dc maynr distribucion geo—

: grsficn‘, resp ble de la tr ;sx»sn dgl paludisme en lag sierras y va-;_
lles altos, es especie de hibitos dd;ésticos.
A, albimanys - se presenta a 1:; largo de-las zonas costeras tanto del-Golfo
de M&xico como el Ocfano Pacffico en la regibn del Istmo y en la Pcnfnsuia
de Yucatén, es el principal transmisor en las planicies costeras y también

es de hibitos domésticos.

Factores epidemiolSgicos secundarios.

La temperatura propicia para la transmision de la enfermedad va—__
rfan entre 16°C como mfnimo y 38°C como miximo (7).

La altura sobre el nivel del mar es determinante.

La mayor endemicidad se encuentra a nivel del mar y disminuye pro-
gresivamente hasta desaparecer en las localidades situadas a mfs de 2000 mts.

de altitud en México (7).



n porcentaje aignificutivo de nifios entre 2 y-9 nﬁus p:eaentan he- . 5

galia, en zonaa hiperendémicas.

Cabe sefialar”que ‘es de suma importancia la valoracidn de la vivien-

da en general, determinando ‘tamafio, ubicacidn, facilidades de comunicaci5n._

debido a que un mejor nivel econdmico incluye mejores casas, alimentacisn, -

mayor cantidad de medicamentos antipalddicos y control de los criaderos de _
- mosquitos, ayudando asf a vencer ¢l paludismo.

bre de "d o

Se ha observado en los Gltimos a_ﬁos que la
a la entrada de la vivienda durante las tardes, tiene gran importancia en la
transmision de la malaria.

El paludismo es una enfermedad delimitada en areas endémicas que se

encuentran entre los burdlclos 45°N y40°S,




. Aparentemen:e la malnria qu 1ntroducida en. Americn en el ano 1519

*mas (8) (Figura No. 1)
) Pluamudium falclgarum en el afio 1957

sos registrados para ir desapareciendo con 5

en 1969 y 0 en 1976. En 1977 se introduce:por:iel:
s0 y para 1979 en México se reportan 1193’ y’ 1425

yendo asf a 901 en 1986 (15).

pas, Oaxaca y Tabasco (15).

Debido a qué las infecciones por P, vivax causan 1n‘curpé¢>:£v.dn¢vly para _
la elaboracién de labores cotidianas del campesino, repercute cny forﬁa ne-_
gativa en la economfa familiar y del pafis, n’icr;\t:orée los casos de malaria _
en México se consideri que un 60X de estos sc presenta en los grupos etfreos

productivos, por lo tanto la principal causa de las p&rdidas econdmicas __

ocurre en el perfodo del afio cn donde se incrementa el niimero de casos de

paludismo, que comprende los meses de verano y otofio, ocasionando que la _

produccidn de la tierra baje considerablemente debido a que nuestra agricul

tura depende principalmente del temporal.



CASOS DE PALUDISMO NOTIFlCADOS S
ESTADOS UNIDOS MEXICANOS 1942 1988

- CASOS (MILES)
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FUENTE: DIR. GRAL. DE EPIDEMIOLOGIA




l.os cnmpesinas tienden a abandonar las.tierras fex‘ucea y hﬁmedus
lugnr donda se asientu el problema perdiendo asI, sus cosnchna que son de -

vital importancia ‘para su desarollo.

Dicz snn 105 esl:ados mis afectados y son-los: respousublea del 952

1 ‘hombre actusi como hu&sped intermediario y reservorio al desa-_

rrollarse en 81, la fase asecxual & esquizogdnica y en el mosquito que es el
/!qugigped definitivo y transmisor se realiza el ciclo esporogdnico o sexuado.
El ciclo esquizogdnico comprende dos fases: la exoeritrocftica y la eritro-
cftica (3,10).

Esquizogonfa ~ Los esporozofitos infectados gque provienen de las glindulas
salivales del mosquito infectado llegan a la corriente sangulnea del verte-
brado, por la picadura. Al caso de 30 a 40 minutos estos paridsitos delgados
y mdviles penetran a una célula parenquimatosa del higado, inicidndose la
fase exoeritrocftica, del ciclo vital, llamada asf porque tienc lugar fuera

del glébulo rojo. En el hepatocito, el parasito se desarrolla y transforma

en criprozofto.

- 10 -



ENTIDADES FEDERATIVAS CON MAYOR
PREVALENCIA DE PALUDISMO EN MEXICO

FIGURA 2



MORBILIDAD POR PALUDISMO EN ENTIDADES
FEDERATIVAS PRIORITARIAS. MEXICO 1989..

TASA +
12

SIN CAMP VER Q.ROO NAY TAB :
ENTIDAD

FUENTE: DIR. GRAL. DE EPIDEMIOLOGIA : v
» POR 100,000 HABITANTES FIGURA 3
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La divisidn de.este esquizonte criptozofco produé‘c’ de 15000 a
200 000 mﬁrozo{tog criptozofcos en la célula hep’ﬁtica; este fendmeno requie :
re de 6 a-9 dfas segiin la especie de pardsito. El hepnr.c'cir.o pnraaitudo'y_

debilitado se rompe y libera los merozoitos. lcs cuales.son fagocitndos -y ;

muertos por las c&lulas del huésped en una elevadisimn p:oporciSn. Davno v__

infecten los gl8bulos rojos, se habla .de fuse,p_reefit'roéic'ica deli’c
exoeritrocitico. : :
P. falciparum sSlo posee una fasge éxueriti citic

log -eritrocitos y sus gematocitos tienen forma de arco o .semiluna

traposicién con las formas redondeadas de las gtrné~éapec s
8l pueden continuar el ciclo exoceritrocfitico durante afigs. Lo que
las recafdas separadas por varios afios.

'individuo'

Esporogonfa ~ La hembra de Anopheles al succionar la snngfe de hn

parasitado ingiere gametocitos, los cufiles por un ptoceso de mndu:aciSn -ge
transforman en gametos en su estomigo (3,10).

El microgameto sufre una exflagelacibn, formando abundantes cuer—
pos filiformes muy méviles con funciones de espermatozoides, los cudles se
dirigen al microgameto, llevando a acabo la fertilizacién formindose un ci-
goto, donde de 12 a 24 hrs. despus de que el mosquito.ha ingeridoe la sangre,
el cigoto se transforma en gocineto, una forma alargada y mdvil que atravie-

sa la pared del intestino del insecto dando lugar a un oocisto esférico.

- 11 -



ransmisiEn (Figura No. 4)

Sintoma tologia.

Ei perfodo de incubacisn . de 218 enferme
rmobquito infectado inocula los esporc;éc;itors.di? ctal
res ciel. huesped y téminu cuando éste\.'mnnif‘;e
niend§ asf una duracifn de 10 a 15 dfas,"per
por mis de 6 meses (1). Gl

La malaria adquirida en forma natuml 'ptesentn um perIodo de_. ‘
1m:ubac15n que oscila de 7 dias a 8 mﬁses, dependiendo de la espccie y

““cepa del parfsito, cantidad de parssitos y exposici&n anterior a la’
malaria, sin embargo para el caso de malaria transmitida por medio de
'ymﬁltiplas picaduras de diversos nnofelinos.‘ el perfodo de incubacidn _
pucde acortarse significativamente, siendo en algunos casos hasta de _

7 d!as .

-12 -



CICLO VITAL DEL

g
@ fosnr e
—»
m s ‘\ .0 / “ ' '
LRIt
G °,

@«

SIZATIID
"m.vv- (LI

CICLO EN EL HOMBRE

r-Jo nrnon ;.a., wadr,

PLASMODIUM

CICLO EN EL MOSQUITO

FIGURA 4



DiagnGstico.

asf vatias técnicas patn el serodiagndstico de esti enfermedad, tales c

mo;(ﬁ): = Inmunufluorescncin Indirecta (IFI), introducida en 1962 TEcni—

ca ‘sencilla y especifica, presenta una aensibilidnd del 9SX Y
un porcentaje de falsas positivas del 11X, donde un :I:ulo de

1:16 o mayor es considerado como pnéitivo (14,21,22).

Hemaglutinacisn Indirecta (HAI). Técnica sensible y relativamen-
te especifica para el diagnSstico de malaria humana, donde baru
aumentar la especificidad de esta prueba debe emplearse antIge-

no malirico humano (14,21).

Precipitina en gel (18,21).

- Ensayo de inmunoadsorbentes unidos a enzimas (ELISA). El inmuno-
ensayo es una t&cnica muy efectiva para la medicifn o evaluacifn
de antfgenos y anticuerpos, es un método cspecffico y sensible.

En el caso de la malaria ha sido utilizado para la evaluacidn _
de valores de anticuerpos de malaria, obteniendose asf datos

con valores epidemiolégicos, sobre la transmisién de la malaria

(4,14,20).

- 13 -



Aupqué ninguno: de’ estos

“muntdad ind1vidia]

de la malx‘x‘{:ia,‘» ‘sobr

sospechosos de malﬁ‘fin e

expusstas por clerto. tiempo:a;la inf

laxis incompleta. :

Tratamiento.

El :raiumienté"dé; p‘allédiamo"aé 1:nicl;5 desde el descubrimignta de )
la actividad dca:‘lg ‘cér:éia ;ie la quina y i:osteriormcnte de la quinina.

El ﬁfiﬁer—m_edicameﬁ}o antipaliidico. empleado universalmente fué la
meﬁacrinu que presentaba una eficacia similar a la quinina pero mejor tole
rada.

:Durnnte las fases finales de 1la 2a. Guerra Mundial la cloroquina
resultd ser el medicamento mfis eficaz. A partir de estd se desarvollaron:
“la hidrocloroquina, la amodiaquina, la quimacrina; eficaces contra las for-:
mag eritrociticas.

Existen firmacos supresivos que actiian sobre las formas eritrocf-
ticas y suprimen el cuadro clfnico, obteniendose la llamada “cura supresi-
va", los mis importantes de estos son: la quinina, cloroquina, hidrocloro-
quina, amodiaquina, quinacrina, cloroguanida, pirimetamina, sulfonamida y

sulfonas.

- 14 -




. “Para el tratamiento contra las formas e

za una ‘combinacid:

cura radica

ala

“casos de urgenc

cquiqndb a’la via bucal tan'pronto’ sc

Es preferible no utilizar, en los ]

hayan padecido paludismo en los ﬁlﬁimb

los positivos.
. Es recomendable la protec

ventanas, sobre todo aplicar en paredes’y

En ocasiones se adminisr.t’aime‘dii_:

ral no evita la infecci8n, pero si supfim
mentos mds utilizados son la cloriq
¥y ‘el proguanil donde los tres primeraé pre

dosis semanales.

- 15 -



‘Malaria de los roedorés.’

Plasmodium herg: hei’ ¥ oelii

mpezo a :tahnjn: en 105 mos-'-

En 19143 un equipu belga ancﬁmulatia

Co 20’ Belga. E1 mosquito Anon eles

7 “dureni, que tiene una dis:ribuci&n localizudn (cn 1a5 m:bolndas del Rio Ki-“ ;

anngn) ‘se] recucncem nte- succionaba songre- no humana;’ .y que moE

raba un altu {ndice de’ esparozoitus. Esta sangre al ser cxnminada, dnbn rea

cciones pusitivns al suero antirrata, por lo que la sangre de los roedorcs

de esta Sren fue 1nvestigndu en busca de parfsitos. Esto condujo al descu

brimtento de ‘una nueva especiec de Plasmodium: Plasmodium berghei,en la sangre

de la rata de &rbol Thamnomys surdester surdester (Vinoke y Lips). ‘Este EuEk»‘

'u'n descubrimiento de inmensa significacidn, ya que se encontrd que era. po-_

;i'iu;r

sible transmitir esta especie de malaria a algunos roedores de lnborn

con el reaultado de que las investigaciones de la malaria se fncllitnA no. o :

cons 1derub1emente .

VECTORES.

El huEsped natural es el Anopheles dureni, una especie de mosquito
particulnrn\ence dif!cil de mantener en el lnboratorio. Se hnn hccho muchos i
intentos para infectar otras especies mis fAcilmente conservables. No hay _
desarrollo en ¢l mosquito comin de laboratorio, Culex pipiens o Aedes aegyp-
ti, pero slgunos resultados positivos se hon obtenido con Anopheles maculi-
pennis, Anopheles stephensi y Anopheles quadrimaculatus. La transmision en
el laboratorio puede ser, por supuesto, ficilmente efectuada mediante inye-

cciones intraperitoneales o intravenosas al raton, pero la parasitemia pro-

- 16 -~



fducidu pot la 1nucu1acinn de sangre y ln 1nfeccion de- 1as. e porozuitos.

pueden mosttar marcadns dife:encias.

; 'HUESPEDE DE LABORATORIO o

“nidad se desarrolla’con t‘ncilidad relacivu. pero vsria con la especie. Exis-

Yten 'piuebns dé éu a innunidad dcsnrrallndn por ldg ratas hembras puéde __

sar transmicidn a sus hijos por-vfa de la lm:he.

CICLO: BIOLOGICO.
El ciclo bioldgico sigue el patrén -tIpico, Figura No. 4
Tanto la morfolugi_u como’ el ciclo fueron tratados en detalle por

Sargent y Onet (1956) y Marcado 'y Costney (1951). Los sigulentes puntos de -

inter&s pueden ser anotados en las infecciones de los ratones:

{a) El ciclo preeritrocftico es probablemente de tres dfas. En las infe-_
cciones inducidas en la sangre, el perfodo prepatente ¢s de 3 a 6 dias,
el perfodo patente es de 4 a 19 dIas, el perfodo miximo de la parasi-
temia tiene lugar de los 3 a los 5 dfas, la mortalidad es del 100Z.

{b) Los trofozoitos tienen una definida predilecci6n por los reticuloci-
tos y hasta el 100% de &stos pucden estar infectados, en tanto que el
porcentaje de infeccidn de los eritrocitos maduros, puede ser aproxi-
madamente del 100X. En contraste, los gametocitos se desarrollan en

los eritrocitos maduros exclusivamente.

- 17 -



pletpmén#e, ‘pero ﬁuedé ser similar [

: confinada ol sistema reticulpendotelia

(£) Los gametocitos son prop 6 4

ratones, pero no en las ratas.

- 137_



II1I. DIAGNOSTICO DE PALUDISMO POR EL° LABORATORIO.

Inmunofluorescencia Indirecta (IF_I)

FUNDAMENTO:

unirse a colorantes fluotescentes sin atectnr sus prupiedndes biol&gi—
cas e inmunoldgicas.

B. Los anticuerpos especfffcos no conjugados (sueroc ael paciente) reaccio-
nan con el antfgeno homSlogo y las moléculas de anticuerpos se fijan _
in situ para formar complejos antfgenc-anticuerpo.

C. Los anticuerpos del paciente fijados (globulinas) pueden re‘accionar —
con un conjugado anti-gamaglobulina humana para formar un complejo _

anti-gamaglobulina-anticuerpo-antigeno.

- 19 -



ELISA EN MANCHAS (DOT~ELISA)

FUNDAMENTO: -

Ea:e metodo dependu dc la conjuguci&n de 1a enzima :nn el ant.l— L
cuerpo: dirigido a su: antigeno espec :

nmunoenzimﬁliica' tienen: comc p%incipib lafija-

B Las reaccione

SEGUNDA ETAPA.

TERCERA ETAPA. Seiagrega’ el suatrato ehzimﬁ:_ico‘cntrgspuh’diente’i, que da _

‘trm:lﬁn de nnticuarpos presentes en al suero.

 Las™ enzimas utiliiadas'generalmen:e son:
= la peroxidasa devrﬁbnno

- la fosfatasa alcalina

- glucosa-6 fosfato DH

las cuales se acoplan al anticuerpo através-de enlaces cr’l‘x‘zndo’a’, gdnet‘nl-

mente por glutaraldehido y demalefmida.

- 20 ~




1V. MATERIAL Y METODOS

del estado de Guerrero, estls pet:enecieron a una regian de dicha estndo.
E Dichos sueros fuerSn mantenidos en teftigeracién durance su es—
tudio para evitar una disminucién importante en sus tItulas que se pudia- B
sen obtener en el resultado.

La cepa empleada en este experimento (Plasmodium berghei yoelii)
fué donada por el Laboratorio de Malariologfa del Departamento de Ecolo-
gfa Humana, Facultad de Medicina UNAM. -

Su mantenimiento se hizo por pases sucesivos en ratones, inocu~ -
lando 5 roedores por semana (12).

La cispide de la parasitemia suele alcanzarse de 6 a 8 dfas des-
pués de la inoculacidn, cuando la densidad de la parasitemia alcanza al-_
-rededor del. 30 - 40Z de eritrocitos infectados por esquizontes, tiempo _
que puede acortarse o alargarse por la edad de los ratones cmpleados o ___
por variacidn en la cantidad del indculo, este se¢ realiza por via intra-
peritoneal, utilizando solucién salina isot&nica (0.15M) en proporeidn 5
gotas de sangre por 1 ml de solucidn, inyectando asf de 0.2 ml por cada

animal (Figura No.S).

- 21 -




. ccntenidn en I:ubo de vncutniner de 10 ml (B D No.® 4720 3200 U). ;

1.1 Sensibiltzuciﬁn de 1&minas con antfgeno para Inmunofluoréscencia In-

‘Tdireéta (IFI) para Paludismo.

: y El'ant!geno consistid en una pelfcula delgada procedente de san-
‘gre_parasitada con P. berghei yoelii y P. vivax sobre una laminilla _
de vidrio, que se dividid en 12 campos circulares en donde se colocd
a1l m{::geno (11,16,21,22).

Las preparaciones del antIgeno deben contener las formas asexuva-
antigenicidad y sobre todo sensibilidad a la té&cnica (11,21,22).

Las laminillas con el antfgeno fueron almacenadas a -20°C, has—_

ta su uso posterior.

-22 -
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FIGURA 5 *

MANTENIMIENTO DE Flasmodium berghei yDeli.i.
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“1.2 Antfgeno para ELISA’ en manchas (DOT-ELISA):

2 1.2,1 Pregiarm!i&n del nnéigeno.

mancqu en agicaci&n constanted ante 10 min.

— ‘Se deuan:ﬁ lu noluci&n de en Jubos de 13 x:100- y

sé prosigui& a centtifugur a3 500 rpm dumn:e 30 min ¥

- EL paquete obtenido fué some:ido a 6 lavadas consecut

vos con SSI 0.15M, resuspendiendo en,cadg-unu, de- ellos.

b. Separacion con Ficoll.
'~ La sangre parasitada fué centrifugada a 1500 rpm: duran-

te 10 min.,

-~ El paquete obtenido fué separado y lavado 3 veces con’
SSI 0.15M a 3 400 rpm durante 5 min.,

— Posteriormente fué tratado con FICOLL para seimra; celd-
las rojas de blanecas., . :

- El paquete obtenido se lavé 3 veceskcon,‘SSIV O.lSHra -

3 200 rpm durante 15 min.

- 23 -



c. Congelncioﬁ - Descongelacion’.

d

e

"= EL paquete obtenido (Ag soluble) fu& lavado con PBS’

Tratamiento con H202,

- La sangre parasitada qu congclndn y dcsccngelnda enli

hielo seco '~ alcohol (v/v) 4 veces

rantce 10 min., :

Se sonic& 30 eeg;,

Se centrifugd a 3 400 rpm durante 30 min.,

3 veces a 3 400 rpm durante 10 min. cada ocasion,:

1

El sedimento obtenido fué resuspendido en 0.5‘,’

PBS.

- La sangre parasitada se llevd a una; pféporc n ]
con H202 0.1M con el objeta-deligal :

rojos y dejar libre los parésitos,

Se agitd moderadamente durante 5 min, ‘y"su dejS

sar 5 min.,

Se prosiguid a centrifugar a 1 500 rpm duranté '5 mln;.

El sobrenadante obtenido se desechd y el paquece celu

lar se resuspendid en PBS pl=7.4 (1 ml).

- 24 -



1.2.2 Sensibilizacisn de’discas de’ nitrocelilos

DOT-ELISA” (EL1SA

1. Se"utilfz

zos de las placas de microtitulacidn

Se incubaron a 37°C durante 15 min.

2. TECNICAS UTILIZADAS.

2.1 Inmunofluorescencia Indirecta (IFI),

REACCION PROPIAMENTE DICHA:

& tomarén




7.

8.

consta de una anti-Ig especifica marcada con’ £1uoxesce£na :'y o

Azul de Evans (reactivo utilizado para reducir la fluorescen— :
cia inespecifica) diluido en PBS pH=7.4 a una dilucién.de 1:256.
Se repitis el proceso de incubacifn, lavado y secado de la _
misma manera como se indicd en los pasos 3,4,5,6.

Secas las laminillas se prosiguib al montaje, colocando 1 gota
de glicerina y un cubreobjetos para observar el wmicroscoplo

de epifluorescencia con el objetivo de 100X, estableclendose

asf la positividad o negatividad de los sueros.

- 26 =



INMUNOFLUORESCENCTA  INDIRECTA .

*'LECTURA DE"

prueba a’kpr‘esencia ;ia}flu’orescencin'_
:s lvaal‘rﬁsiy os’.“ i‘omando en cuen—r
egtis formas se tratarfn principalmente

'ag. .por_lo tanto en las formas bien conservadas

fluorescencia de membrana en estructuras _

obanwafﬁ

‘miisidifusas.,

CRITERIOS DE POSITIVIDAD.
T La‘reaccifn de inmunofluorescencia se considerd positiva § pa}-—

tir de la'dilucibn 1:32 (algunos autores consideran la dilucidn mfnimn ’

... reactiva-especffica-de 1:40 (11)).

- 27 -




.52 (P/v) agitando mcde

en cﬁmara humedn.

im:ubun oae asi duran:e 15 mini a 37'

1: CeminB :Ie la incubacion 1az soluci&n blcquendnrn fue aspirnda o

SR por:: medio de una: bomba de vacIo y se 3

150 ul de PBS - Tween 0. 051 v/v. ﬂgitnndo durnnte l min. en el pri— :

mer lavado ¥ en el segundo dejando reposar de 4as min. antes'de
aspirar la solucidn de lavado. ‘ g : :
3, Se agregd 75 ul de la dilucidn de los suercs (tanto probléina, coinq
controles positivo, negativo, PBS y antIgenc) los cuﬁ‘i;s rfue’to'
diluidos con ASB ~ PBS & Leche Sveltes — PBS-al 0. 12 (w/v) agitn
do moderadamente durante I min., incubandose a 37°C duran .
en cdmara himeda.

4. Posteriormente la placa es lavada 3 veces con, 150 ul PBS =

20 al 0.05% (w/v) agitando durante 1 min.’ ¥y urnreir ﬁ]:t;mu lx;;rqd
dejando reposar la placa de 4 a 5 min., antes de aspirar la sol;l-_
cidn de lavado. ‘
5. Se prosiguidé a colocar 50 ul de conjugado (peroxidasa) diluida
1:250 en ASB - PBS § Leche Sveltes -~ PBS al 0.1Z, sc agitd mode—_
radamente y se incubo a 37°C por 30 min.
6. Los pozos fueron lavados de la misma manera que en el paso 4.

7. Se afiadid 150 ul de sustrato preparado inmediatamente antes de su

- 28 -



LECTURA DE DOT-ELISA.
La presencia de una coloracidn caf& a morado

los discos de nitrocelulosa donde fué colocado e

fanf.\fgén (Ag)‘. se "E.‘on’-_‘

muestra en estudio,

- 29 -



b

(PBS) pH=7.27 7

. Foifato monoa dic

(NaH2PO4" = H20

-’Cloruro de'sddia

Cwacyy T
© Agua desqilnd;;

Solucd6n de. PBS

R

De la abiu§i§ﬂ
‘nal de 1000, i

Azul.de Evans; solucisn Ql 1z

Conjugado (an:ignmagiobulinn hpﬁénuiﬁarcadu c;n iQﬁtiociana:u de
fluorescefna). L .
En" el comercio existen divikhbs‘murcdéfag'ésfﬁ veaccidn, presentan=
do asf una grén variedad de:calidad, por lo cuil es necesario con-_
trolar cada lote y titularlo. El tftulo de la antigamaglobulina
marcada depende de la fuente de iluminaciSn y del sistema Sptico a
utilizar.
Liquido de montaje
Consiste de: 9 partes de glicerina destilada neutra

1 parte de buffer de fosfatos pHu8 0.1M
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'+ Sueros’Controles
Los.sueros

un "po”ol"-ﬁ; 8U

(PBS.DOT ~ ELISA)
~NaCl .....‘..-

~ Na2HPO4 .

- KH2PO4 erresian e

- KCl1

Aforar con agua deﬁtilada a
Leche Sveltes al 5% ..

0.5 g de Leche Sveltes es disuelta

Leche Sveltes al 1% .vueesessess o
Se toman 2 ml de la Sol. 1 (Leche Svelteq'nl.s Yoy

con PBS DOT-ELISA pH=7.0 ~ 7.2

Solucién PBS - Tween 20 (0.05%) .

En 50 ml de PBS DOT-ELISA se disuelven 25 ul de Tween 20. -
Conjugado de Peroxidasa

Antigamaglobulina unida a una enzima (peroxidasa), la diluciSn a uci-

lizar se debe determinar para cada partida de conjugado.
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..Susttn;6f4019;ol

10,003mg de 4CIN es’ disuelto en’2 mlde, MeOll absoluto, se” toman .de

negé:{&idad para’los. mismos:




VI. RESULTADOS.

“A)Los: tesultados de- 105"cinpoitrACamientba' para;la ob=-

“eoloracién café~

= /ﬁegrt_xs}:o de:apariencia compa

. mﬁment{ dificiles VdAezyresl'.l‘s‘pende'r

Se reallzé frotis directo de: 'l

membranas de aricrocit;:s;j/ p‘g‘ment . pa.

A.2) :Separaclon. con FICOLL,

El paquete tom§ una coloraciSn misic
el del procedimiento anteriorx,:pero.
en cuanto al frotis directo éé Sbﬁe:);ﬁ
de evitrocitos. '

A.3) Congelacion - Descongelacion.

El paquete nuevamente tomS una colota’ci’ﬁn éafE‘,y pero d!fi—
cil de resuspender, en frotis directo se t;iaéerv:;foﬁ membra- :
nas de gl6bulos rojos y pigmento palﬁdicn;‘ '
A.4) Tratamiento con H202.

Al ser resuspendido el paquete en PBS (1 ml), este tomS una
coloracidn caf&, en frotis directo se observaron parfsitos
en su fase madura (esquizontes) y membrana de eritrocitos,_
los cufiles se trataron de eliminar através de una serie de

lavados, corriendose el riesgo de perder los parfsitos,
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de’’la repGblica fueron estudiadas por las téenicas de Inmuno=

" fluorescencia Indirecta (IFI) y ELISA en manchas ‘(DOT-ELISA).

32 mdéh;iaé’"pro‘c’asadas provenientes. de diferent

. B.1) INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA.

En el Cuadro No.l observamos que del total de muestras 323,
82 resultaron positivas a Plasmodium vivax, lo cudl nos _

da una prevalencia del 25.38Z, en cambio 79 lo fueron a _

Plasmodium berghei yoelii que equivale a 24.45Z. Es impor-
tante sefialar que de las 82 muestras positivas a P. yivax,
79 también lo fueron a P. berghei yoelii, lo cudl nos mues-
tra la similitud entre ambas cepas, ya que la diferencia

en cuanto a prevalencia es de un 0.93%.

El Cuadro No.2 corresponde a lx pr dencia de las mues—_

tras en estudio, la positividad y prevalencia frente ambos
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técnica de Inmunofluorescencia Indirecta para diagn&atico,

seroldgico de paludismo humano.

B.2) ELISA en manchas (DOT-ELISA)

El antigeno que requiere la t&cnica de DOT—ELI#A debe ser un
reactivo sumamente purificado, por lo qué el obtenido en este
‘estudio debido a la presencia de hemoglobina (Hb), 1hter£ir16
~en-la lectura de la placa al manchar de igual manera-al-disco
de nitrocelulosa, en el cull se "corrid" dicha reaccidn.

Los tratamientos previos elaborados al reactivo antigénico no
resultarSn satisfactorios debido a la presencia de la hemoglo—

bina. (Hb), qué siempre interfirif.
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GUADRO 1.

“RESULTAﬁO DE- LAS 323 MUESTRAS ESTUDIADAS.

T Y POiI‘TlVAS -
: _AntIgenos . - Nimero.: . ... Porcentaje
¢ E 4
Plasmodium vivax 82 25:38-" g
Plasmodium berghei : 797 O T T
yoeldd.
CUADRO 2 L :
PROCEDENCIA DE LAS MUESTRAS.
POSITIVAS PORCERTAJE
Procedencla | No. Muestras { P. vivax | P. berghei | P. vivax [ P. berghei
¢ 4 z 2z
Nvo. Leén 151 8 13 5.29 8.6
Oaxaca 72 26 23 36.11 31.94
Sonora 27 4 - 14.81 -
Guerrero 73 44 43 60.27 58.9
TOTAL RN & E R LR - 2 79 25.38 24.45




CUADRO 3+
*"RESULTADOS, SEROLOGICOS ‘UTILIZANDO COMO ANTIGENO

‘1a§m‘odium: vivax. : WL ot

TITULOS

" Procedencia | 1:27 114 [ 1:8 ] 1:16] 1:32] 1:64

Nvo. Ledn 8 8 8 8 8 7
Oaxaca 27 |27 26 |26 26 26
Sonora 4 4 4 4 4 3
Guerrero 45 | 45 44 |44 44 44

CUADRO 4
RESULTADOS SEROLOGICOS UTILIZANDO COMO ANTIGENO

Plasmodium berghei yoelddi.

TITULOS
Procedencia | 1:2 |1:4 |1:8 [1:16 | 1:32 | 1164
Nvo. Ledn 14 14 13 13 13 13
Oaxaca 23| 23 23 23 23 23
Sonora - - - - - -
Guerrero 44 | 43 | 43| 43 43 43
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CUADRO &

RESULTADOS SEROLOGICOS EMPLEANDO DOS. CEPAS DE

PALUD1ISMO
k No. Muestras
<. Tftulo P, berghei P. vivax
1:2 81 84
134 80 84
1:8 79 82
1:16 - 79 S8z
1:32. 79k 82"
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RESULTADOS SEROLOGICOS EMPLEANDO |
DOS CEPAS DE PALUDISMO

NO. DE MUESTRAS
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TITULO

EZi p. vivax

B3 p. berghei

P .f‘:'l‘JTIAI’-lZANDO LA TECNICA DE [FI




ESTA TESIS Mg DEBE
ALR DE |4 BIBLIOTECA

V.. CONCLUSIONES.

La tecnicn de Inmunofluoresccncia Indirecta (IFI), resul-

't& ser sencilla y espec{fica con nmhos untigenos, comprobﬁndose as{ _,

el elevndo cruce. nntigénico uospechndo p:evinmente en:re Plasmodium _

v!.vax y Plasmodium berghei yoelii (25 32 Vs 4 452)

Por otro lado, la técnicn de ELISA

globina residual da falsos positivos, al manchnt el: papal del mismu =

color de un DOT~-ELISA positivo.

El inmunodiagnéstico para la deteccibn de anf;uuexpos'
antimalaria tiene cilertas limitaciones puesto que la pkoys!‘.tividr.

suero no necesariamente indica enfermedad actual.

Estas t&cnicas (IFL,HAI,ELISA,ete.) proporcionan . sin duda
una importante ayuda en el diagnfstico de una enfermedad activa,
particularmente cuando se aplica a grupos de paciente como; centros
de transfusidn sangufnea y encuestas seroepidemiolégicas e incluso _
en individuos negativos a la gota gruesa, pero que el transfundir a
pacientes con su sangre han enfermado de paludismo. Por lo tanto la
importancia de estfis técnicas es su utilidad en la vigilancia epide-
miolSgica de la malaria y el evitar el riesgo de infeccidn por he-_

motransfusion,
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tnjas de 1aa técnicas parn 1a de:ecciﬁn de nnti—,

cuerpos antimalarin son la del bujo costo. (relncivn), ln sensibilidnd
v simpligidad sin embargo. su estendnrizacion a veces,nn es nada fa-_

En_cuanto a los resultados de los diferentes grupos es-_

}chiﬁéos, ébsetvpmés que son 1l6gicos ya que la mayor positividad del
.estado de Guerrero con respecto a Oaxaca es el esperado si tomamos _

“en cueﬁtakque las muestras de Guerrero fueron tomadas durante un
brote epidémico, en cambio las de Oaxaca fueron de poblacidn abierta

en un tiempo normal,

Respecto a Sonora la positividad del 14,8% a Plasmodium
vivax se explica por la anterior procedencia de los estudiantes a
quienes se les tomd la muestra sangufnea. En este caso el cruce _

Plasmodium yivax VS Plasmodium berghei yoelii fué inexistente.
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