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RESUMEN

El desarrollo de los métodos de hibridacién con
sondas complementarias de ADN ha permitido
disponer de una novedosa modalidad para el
diagndstico de las enfermedades parasitarias. En el
presente trabajo se evalia el diagndstico del
Plasmodium falciparum utilizando la hibridacién en
manchas, con la sonda de ADN pRepHind, en un
grupo de individuos (n=51) procedentes de areas
endémicas de la enfermedad y su valor con ¢l
monitoreo terapéutico después de siete dias de
tratamiento con cloroquina.

El método demostré tener un nivel de deteccidon de
parasitemia de 0,0001% para 100 L. de sangre y
corrobord la especificidad senalada por otros
investigadores. El diagndstico parasitoldgico de la
enfermedad se realizé utilizando el examen directo
por microscopia, el cual identificéd 33 individuos
infectados con P. falciparum, dos con P. vivax y otros
dos con P. ovale.

Al comparar los resultados obtenidos por el método
de hibridacién con los del examen microscopico,
encontramos que el mismo tuvo una sensibilidad de
90,9% y una especificidad de 92,9%. Al séptimo dia
de tratamiento a los individuos enfermos, se encontrd
que la hibridacién en manchas presentd una
sensibilidad de 85,7% y una cspecificidad de 97,2%.
El porcentaje de coincidencia entre la hibridacion en
manchas y el examen directo por microscopia fue de
93,3%. El método resulta adecuado para cl

diagnéstico poblacional o de vigilancia
epidemioldgica, y no excluimos su valor para el

monitoreo terapéutico de la enfermedad.

SUMMARY

Development of hybridization methods employing
complementary DNA probes has allowed to diagnose
parasitary diseases. In the present work, the diagnosis
of  Plasmodium falciparum using dot blot
hybridization with the pRepHind DNA probe was
evaluated in a group of individuals (n=51) from
endemic areas of malaria disease, as well as
therapeutic follow up after seven days of treatment.
A parasitaemic detection level of 0.0001% in 100 L
of blood was obtained. The specificity of the
pRepHind DNA probe was the same described by
others. Positive diagnosis of malaria disease was
confirmed by direct microscopy examination,
identifying 33 individuals with P. falciparum, two with
P. vivax and two with P. ovale. When compared to
the results obtained by dot blot hybridization, a
90.9% of sensitivity and 92.9% of specificity were
found. At seventh days of treatment, a 85.7% of
sensibility and 97.2% of specificity were obtained. Both
methods showed a 93.3% of coincidences.

Dot blot hybridization with the pRepHind DNA
probe results valid for population screening or
epidemiological surveillance and may be improved in
combination with a second line direct microscopy
examination. We can not exclude its value for
therapeutic monitoring of the disease.
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INTRODUCCION

La malaria es una enfermedad producida
por la infeccion con protozoarios del
género Plasmodium. En el humano la
especie P. falciparum es la mas virulenta y
puede estar asociada con una evolucién
fatal de la enfermedad; sin embargo, si se
realiza el diagnéstico durante el estadio
temprano de la infeccidén, esta es
susceptible de curacién con los métodos
convencionales.

El método tradicional utilizado para el
diagnéstico de la infeccién con
Plasmodium, consiste en la inspeccidén
directa en el microscopio de muestras de
sangre donde se identifica directamente la
presencia del parésito. Este método tiene
como inconvenientes que necesita un
entrenamiento especializado y un largo
tiempo de examen por cada muestra, lo que
constituye un serio problema para los
muestreos masivos en poblaciones donde la
infeccion es endémica.

El desarrollo del método de hibridacién
molecular utilizando sondas compuestas
por secuencias complementarias de ADN,
ha permitido disponer de una novedosa
modalidad diagnéstica para confirmar la
presencia de una variedad de agentes
infecciosos virales, bacterianos y
parasitarios (Lerman, 1986).

Recientemente se ha descrito este
método diagndstico para la deteccidon de
P. falciparum. Una de las sondas mas
estudiadas en este sentido consiste en un
fragmento de ADN imperfectamente
repetitivo en secuencias de 21 pares de
bases (pRepHind), los cuales constituyen el
1% del genoma de P. falciparum (Franzen
et al., 1984). El ensayo de hibridacion en
manchas con esta sonda, cuando se
compara con ¢l examen directo por

microscopia, ha demostrado tener una
especificidad de 96,9% y una sensibilidad
de 90,9% (Buesing et al., 1987), aunque la
sensibilidad puede variar en dependencia
del tiempo de lectura de cada ldmina en el
microscopio (Holmberg et al., 1986).

Ademais, esta determinacién tiene una
capacidad de deteccion de 0,001% del nivel
de parasitemia en 50 uL de sangre
utilizando una sonda de ADN (Franzen
et al., 1984), y de 0,0001% del nivel de
parasitemia en 100 4L de sangre, cuando se
utiliza una sonda de ARN (Holmberg et al.,
1986).

En los estudios que han utilizado la
hibridaci6én en manchas con la sonda de
ADN pPF14 (Barker et al., 1986) para el
diagnostico de P. falciparum, se obtuvo una
sensibilidad de 82% y una especificidad de
99%, asi como una concordancia con los
resultados por microscopia de 96% (Barker
et al., 1989). También se ha demostrado la
utilidad del método de hibridacién con la
sonda de ADN PFR1 para evaluar la
resistencia a la cloroquina de pacientes con
malaria (McLaughlin et al., 1988).

En el presente trabajo nos propusimos
comparar el método de hibridacién en
manchas, utilizando la sonda de ADN
pRepHind, con el examen directo por
microscopia (gota gruesa) para la deteccién
y monitoreo terapéutico de la infeccién por
P. falciparum en individuos procedentes de
areas endémicas de la enfermedad.

MATERIALES Y METODOS

Examen directo por microscopia

Se utilizé el método convencional de gota gruesa
empleando la coloracién de Giemsa. El nimero
de pardsitos fue determinado en relacién con el
nimero de leucocitos, asumiendo que existen
10? leucocitos/uL (Franzen et al., 1984). Las especies
de pardsitos y su estadio de desarrollo fueron
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identificadas por un microscopista experto en
diagnéstico de malaria, empleando al menos 40 min
en la lectura de cada ldmina. Se examiné un minimo
de 100 campos antes de declarar la muestra como
negativa.

Cultivo del parasito

La cepa F32 de P. falciparum fue mantenida en
nuestro laboratorio, en cultivo continuo con glébulos
rojos (Jensen y Trager, 1976) hasta que alcanzaron
niveles de parasitcmia de 10%. Se realizé un lavado
con solucién salina tamponada con fosfato pH 7,2
(SSTF) y se realizaron diluciones sucesivas en igual
tampodn hasta obtener niveles de parasitemia de
0,0001%. [Los niveles de parasitemia se
determinaron por examen directo por microscopia.

En nuestro estudio incluimos también muestras de
sangre de ratones infectados con P. yoelii y P. berghei.

Individuos estudiados

Se estudiaron 51 individuos provenientes de dreas
endémicas (Angola y Mozambique) de infeccion por
Plasmodium al momento de entrar en cl estudio y
siete dias después de haber recibido tratamiento
especifico contra la malaria, segin ¢l esquema y dosis
convencional aceptados por la OMS. A cada uno se
le extrajo, en ¢l momento del estudio, un mililitro de
sangre venosa recogida en tubos heparinizados
(50 U/ml) para la extraccién del ADN.

Ensayo de hibridacion en manchas

Se realiz6 el método descrito por Holmberg et al.
(1986) con algunas variaciones. Sc utiliz6 como
sonda de ADN ¢l pRepHind (Franzén et al., 1984), la
cual se marc con «’"PdATP segun el método de nick
translation (Rigby ct al., {977), obteniéndose una
actividad especifica de 3 x 108 cpm/ug de ADN.

Se incubaron 100 uL. de sangre heparinizada con
una solucion de proteinasa K (400 ug/mL) y 1% de
5DS en SSTF, durante 30 min a 37°C. El ADN sc
extrajo con fenol y se desnaturalizé segun el método
descrito por iranzen et al. (1984). Las muestras
fueron inmovilizadas en un filtro de nitrocelulosa,
utilizando un equipo para esos propésitos (Minifold)
y se incubd a 80°C durante dos horas. El filtro fue
prehibridado durante dos horas a 65°C con 6X SSC
(1X = NaCt 0,15 M, citrato de sodio 0,15 M),
solucidn de Denhart 5X (solucién de Denhart 1X =
albdmina bovina 0,02%. polivinilpirrolidona 0.02%.
ficoll 0,02%), SDS al 0,5% y 100 xg/ml. de ADN
desnaturalizado de esperma de salmon.
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La hibridacién se realizé con 1 x 10° cpm de
sonda pRepHind marcada con «*®PJATP, durante
toda la noche a 65°C. Se lavé el filtro con 2X SSCy
SDS 0,5%, durante 15 min a 65°C, repitiéndose este
lavado cinco veces mds. Se realizé la autorradiografia
durante toda la noche utilizando una placa de rayos X
de alta sensibilidad (Fuji).

En nuestro estudio, para demostrar la
especificidad de la sonda pRepHind, utilizamos ADN
extraido de cultivo in vitro de P. falciparum con un
nivel de parasitemia del 5%; ADN extraido de ratones
infestados con P. yoelii y P. berghei con un nivel de
parasitemia del 15%, respectivamente; y 1 ug total de
ADN humano.

RESULTADOS

Entre los individuos ¢studiados por gota
gruesa, encontramos que 33 de ellos
estaban infestados por P. falciparum, dos
con P. vivax y otros des con P. ovale.

En el estudio de especificidad de la
sonda pRepHind con preparaciones de
ADN de diferentes origenes, la senal fue
superior pars 1 ADN de P. falciparum que
para ¢l ADN humano, y de 2. yoelii y
P. berghei, aun cuando las concentraciones
de ADN utilizadas en estos dos dltimos
fueron superiores (3 X) a las del primero.

En el estudio realizado con diluciones de
los globulos rojos infectados in vitro con
P. falciparum, se demostro que la
hibridizacién ¢n manchas con la sonda
pRepHind logra detectar niveles de
parasitemia del 0,0001% en 100 uL de
muestra (figura 1).

En los resultados obtenidos en el estudio
inicial dentro del grupo de individuos con
infeccidn por P. falciparum se encontré que
el ensayo de hibridacion en manchas
diagnosticé 30/33, lo cual corresponde con
90,9% de sensibilidad. Existieron 3/33
(9,1%) falsos negativos vy 1/i4 (7,1%)
fucron falsos positivos. En este estudio
inicial, la hibridacién en manchas mostro
una especificidad de 92,9%, ya que
identifico 13 individuos negativos de los 14
existentes (tabla 1).
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FIG. 1. Demostracién del limite de deteccién de la hibridacién en manchas (porcentaje de parasitemia) en
diluciones de cultivo de sangre infestada con P. falciparum Al) 1%; A2) 0,1%; A3) 0,01%; B1) 0,001%; B2)

0,0001%; B3) 0,00001%.
85,7% (6/7) y una especificidad de 97,2%.

Existieron 1/7 (14,3%) falsos negativos y
1/36 (2,8%) falsos positivos (tabla 2).

Al séptimo dia de evolucion de los
individuos, el ensayo de hibridacion en
manchas demostré tener una sensibilidad de

Tabla 1
DETECCION DE P. FALCIPARUM UTILIZANDO LA HIBRIDACION EN MANCHAS CON LA SONDA
pRepHind. EVALUACION INICIAL EN INDIVIDUOS CON INFECCION O SIN ELLA

INDIVIDUOS CON INFECCION*

INDIVIDUOS SIN INFECCION

(n = 33) (n = 14)
POSITIVOS 30/33 (90,1%%) 1/14 (7,1%%)
NEGATIVOS 3/33 (9,1%) 13/14 (92,9%)

) La infeccién se determiné por examen directo en el microscopio.

Tabla 2
DETECCION DE P. FALCIPARUM UTILIZANDO LA HIBRIDACION EN MANCHAS CON LA SONDA
pRepHind. EVALUACION A LOS SIETE DIAS DESPUES DEL TRATAMIENTO CON CLOROQUINA

EN INDIVIDUOS CON INFECCION Y SIN ELLA

INDIVIDUOS CON INFECCION*

INDIVIDUOS SIN INFECCION

(n=7) (n = 36)
POSITIVOS 6/7 (85.7%) 1/36 (2,8%)
NEGATIVOS 1/7 (14,3%) 35/36 (97,2%)

*) La infeccién se determind por examen directo en ¢l microscopio.
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El porcentaje de coincidencia entre la
hibridacion en manchas y el examen directo
al microscopio para todas las determi-
naciones realizadas fue de 93,3% (84/90).

DISCUSION

Estudios previos han reportado la
utilizacion de la hibridacién en manchas
para la deteccidon de niveles bajos de
P. falciparum en sangre periférica (Franzen
et al., 1984; Holmberg et al., 1986; Zolg
et al., 1988; Barker et al., 1989). En el
presente trabajo nos propusimos evaluar el
comportamiento de la técnica de
hibridacién en manchas en un grupo de
individuos diagnosticados con infeccion por
Plasmodium o libres de enfermedad, por
examen directo en el microscopio.

En las determinaciones realizadas al
inicio del estudio de cada individuo,
nosotros encontramos que los resultados en
relacion a la sensibilidad y especificidad
del método de hibridacién en manchas con
la sonda pRepHind fueron similares a los
reportados en otros estudios (Barker et al.,
1989a; 1989b). La sonda pRepHind en las
condiciones técnicas utilizadas en nuestro
trabajo, no presentd reactividad cruzada
con P. vivax, P. ovale, P. berghei y P. yoelii,
ni tampoco con el ADN humano, lo cual
denota su alta especificidad para
P. falciparum, tal y como ha sido
demostrado anteriormente (Franzen et al.,
1984; Holmberg et al., 1986).

Los falsos negativos con la hibridacion
en manchas encontrados en nuestro
estudio, pueden deberse a la retencion
prolongada del ADN en los eritrocitos, la
cual trae como consecuencia un bajo
rendimiento en la obtenciéon del ADN vy,
por lo tanto, una disminucién en la
sensibilidad del método (Tsanget al., 1982).

170

Actualmente estd muy discutido el
problema de la sensibilidad del método de
hibridacion en manchas. Estd demostrado
que en condiciones ideales cuando un
microscopista analiza pocas muestras
obtiene mayor sensibilidad que el método
de hibridacion con sondas de ADN (Lanar
et al., 1988).

Holmberg et al. (1986), obtuvieron una
sensibilidad superior a la del examen
microscépico, cuando el tiempo de
observacion de las muestras fue de 10 min
solamente, sin embargo, cuando este tiempo
de observacion se alargd a 40 min, el
cxamen microscopico resultd tener mayor
sensibilidad que la hibridacién en manchas
con sondas de ADN; por esa razoén,
nosotros utilizamos en nuestro estudio esta
altima condicién de trabajo para poder
garantizar el diagndstico de los individuos
incluidos en el mismo.

Cuando analizamos la sensibilidad y
especificidad de la hibridacién en manchas
con la sonda pRepHind en los individuos
después de siete dias de haber comenzado
su tratamiento con cloroquina,
encontramos que la sensibilidad fue
ligeramente inferior y la especificidad
ligeramente superior a la encontrada en el
estudio inicial, lo cual denota la utilidad del
método para el monitoreo terapéutico de
los pacientes infectados. En esta parte del
estudio, el paciente "aparentemente” falso
positivo resulté evolucionar térpidamente
con su enfermedad y se demostrd
posteriormente que continuaba con la
infeccion a pesar del tratamiento recibido.
Nosotros relacionamos este comporta-
miento con una posible resistencia a la
cloroquina durante el tratamiento en este
paciente. Recientemente se han realizado
estudios de la resistencia a drogas en la
infeccion por P. falciparum, en particular la
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resistencia a la pirimetamina y se ha
relacionado con una mutacién puntual en
el ADN del parésito, la cual puede ser
identificada mediante la técnica de
amplificacién del ADN, permitiendo
diferenciar entre cepas resistentes y
sensibles (Zolg et al., 1989, 1990).

Por otra parte, ha sido demostrado,
utilizando la sonda PFR1 para el
diagnéstico de P. falciparum, que es posible
identificar a través de la hibridacién en
manchas, la resistencia o no al tratamiento
con cloroquina en pacientes enfermos
(McLaughlin et al., 1988).

El examen directo al microscopio adn se
considera como el método de eleccidon para
el diagnostico de la enfermedad, pero tiene
la dificultad que requiere de microscopistas
expertos bien entrenados y que solamente
pueden evaluar un ndmero limitado de
muestras cada dia; esto constituye una
dificultad para los estudios poblacionales o
en los vigilancia
epidemioldgica, donde se requiere evaluar
cientos de muestras en poco tiempo.
Nosotros consideramos que la forma méas
adecuada de optimizar el diagnéstico
poblacional en areas endémicas de la
infeccion por P. falciparum, podria ser la
utilizacién combinada de la hibridacion en
manchas (por ejemplo, con métodos no
radioactivos) como muestreo, y en aquellos
casos que sean negativos, realizarle el
examen directo por microscopia. De esta
forma se garantizaria que no se escapen los
individuos infectados durante el chequeo.

La hibridacion en manchas utilizada por
nosotros diagnosticd un nivel de
parasitemia de 0,0001% e¢n 100 uL de
sangre, lo cual le confiere al método una
adecuada sensibilidad para el diagnéstico.
Reciententemente se ha reportado que la
utilizaciéon del método de amplificacion de

sistemas de

una secuencia de acidos nucleicos a través
de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), ha brindado excelentes resultados
para el mejoramiento de la sensibilidad del
diagnéstico de diferentes enfermedades
infecciosas (Savva et al., 1990; Shibata
et al., 1988; Rayfield et al., 1988).

Otro método que promete ser superior a
los anteriores para el diagnéstico de
P. falciparum, es la utilizacién de sondas
para RNA ribosomal, ya que esta
representa el 85-90% del RNA del
pardasito, permitiendo detectar hasta
0,00046% del nivel de parasitemia
(Lal et al., 1989). Una posibilidad mas
para garantizar el diagnéstico en los
estudios poblacionales o de vigilancia
epidemiolégica, seria la realizacién de la
reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)
para sondas del paréasito o la utilizacién de
sondas de RNA, en aquellos individuos que
aun son negativos por los dos métodos
anteriores.

Uno de los factores mas importantes que
influyen en la reproducibilidad y la
exactitud del método, es la unidn
inespecifica de las sondas utilizadas con los
componentes de la sangre, lo cual produce
altos fondos en los resultados. Actualmente,
uno de los aspectos que atin quedan por
mejorar en la técnica de hibridacién en
manchas para el diagnostico de la infeccion
por P. falciparum, son las condiciones de
almacenamiento de las muestras de sangre
antes de ser procesadas, pues usualmente
se produce la degradacion del ADN; este
problema puede resolverse con la
utilizacion de trifluoroacetato de cesio para
almacenar las muestras, ¢l cual disminuye
la unién inespecifica al reducir el contenido
de proteinas de las muestras (Zolg et al.,
1988). En nuestro trabajo no confrontamos
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graves problemas de uniones inespecificas,
a causa de que trabajamos con muestras de
sangre fresca.

El método de hibridacion utilizando
sondas de ADN constituye una novedosa
tecnologia que serd necesario validar en
estudios futuros para evaluar su
importancia en el diagnostico, el monitoreo
terapéutico y probablemente la
identificacion de resistencia a drogas de
diferentes enfermedades parasitarias.
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