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ABSTRACT

Infectious diseases are caused by pathogenic microorganisms that enter into the body and multiply until
they produce the disease. This study is focus on malaria, a disease caused by a parasite called
Plasmodium falciparum. It is transmitted to humans through bites of infected anopheles mosquito and
may cause death. It also studies the techniques used for the diagnosis of this disease, using agglutination
techniques to rule out that the blood group does not interfere, immunochromatographic techniques to
detect the presence of antigens and Western Blot which detects a specific protein in the blood or a tissue.
Finally, it also reviews the evolution over the years of malaria and the techniques used to diagnose it.

KEYWORDS

Malaria, Plasmodium falciparum, técniques immunologiques, aglutinacid, eritrocits, Western Blot.

INTRODUCCIO

Avui en dia la gent esta bastant conscienciada de que son les malalties infeccioses i com s’han de tractar,
perd a I’hora de la veritat poca gent fa les prevencions correctes que s’haurien de dur a terme per no
contagiar-se de cap infeccio.

Les malalties infeccioses son la causa d'1 de cada 3 morts al mén i sén un problema important de salut
publica. Estan causades per microorganismes patdgens com son els bacteris, els virus, els fongs i els

protozous, que entren al cos i es multipliquen fins que produeixen la malaltia.

Cada microorganisme s'instal-la i prolifera en un lloc diferent del cos huma, depenent de la seva via
d'entrada i caracteristiques. Les persones que porten protesis ortopediques o valvules cardiaques o
neurologiques tenen un risc afegit de tenir infeccions oportunistes en aquests dispositius permanents.

La majoria es transmeten d'uns individus als altres i poden afectar qualsevol persona.

Aquesta review esta centrada en la malaria, malaltia causada per un parasit. Es una malaltia que la gent

no esta molt informada pero creiem que és una de les més importants.

Com esmenta ’article?, durant molts anys 1’unic métode utilitzat de diagnostic de la malaria ha sigut la
gota grossa: s'estudia una pel.licula grossa de sang per a determinar la presencia del parasit, i aquesta
es recull quan la temperatura del pacient esta creixent. Aquesta técnica presenta una sensibilitat del
80% en els pacients simptomatics i molt menor en el asimptomatics (presenten entre un a dos parasits/

ml de sang, per tant no es detecta facilment amb aquest métode).
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Actualment, existeixen altres proves com les inmuno cromatografiques, que permeten el diagnostic
directe igual que la gota grossa. També les proves de PCR d’ADN o ARN, en les quals la sensibilitat i
especificitat son millors que [I’examen microscopic, les proves serologiques com les

immunofluorescéncia...

Les proves més rapides per el diagnostic de la malaria son proves que detecten ’antigen parasitari del
génere Plasmodium mitjangant antigen-anticos. Basicament, aquestes proves son tires de nitrocel-lulosa
amb anticossos monoclonals capaces d’identificar antigens falciparum que parasiten a ’home. En
aquest cas ens centrarem en les técniques d'aglutinacid, les tecniques immuno cromatografiques i
Western Blot.

El nostre objectiu principal és que es conegui més aquesta malaltia, ja que al no ser una malaltia tipica
de continents amb clima atemperat, la societat que es troba en aguests no coneix la severitat del que
provoca aquesta malaltia. Per aixo creiem que com més informats estiguin i més present estigui avui en

dia, estarem tots molt més ben preparats.

HIPOTESIS
Les hipotesis que nosaltres ens vam plantejar van ser:
- Lamalaria continua sent una de les malalties infeccioses principals.

- Lateécnica Western Blot és un metode efica¢ per detectar la malaria.

- El grup sanguini ABO té relaci6 directe amb la infeccio de la malaria

MARC TEORIC

Per combatre les malalties infeccioses, el cos huma disposa del sistema immunitari. Quan un
microorganisme intenta penetrar i infectar el nostre organisme, es posen en marxa tota una série de
mecanismes perqué no ho aconsegueixi. Alguns d’aquests mecanismes son, per exemple, la febre, el
moc o la inflamacié. D’altres, 1’activacio de cel-lules de defensa que s’organitzen de manera implacable

per aconseguir eliminar 1’invasor. 1o

La malaria és una malaltia molt mortal a nivell mundial que afecta normalment a paisos tropilas i
subtropicals..'* Sabem que la malaria és provocada per un parasit anomenat Plasmodium que es
caracteritza majoritariament per la preséncia de febre alta i anémia, ja que estan relacionats amb els
globuls vermells. El Plasmodium falciparum és 1’agent causant de la malaria ter¢ana i el Plasmodium
vivax és el parasit que tenen els humans que causa la febre tercana. Aquests sén transmesos als humans

per mitja de picades de mosquits anofels infectats. L inic cas de contagi entre humans és el d'una dona

pag. 4



GRYMM
THEORY

embarassada que transmet la infeccié via transplacentaria al fetus. Despreés de la infeccid, els parasits,
anomenats esporozoitos, circulen a través de torrent sanguini del nostre organisme fins arribar al fetge.
Alla maduren i es transformen, aquests s’anomenen merozoitos que s’uneixen i circulen en el torrent
sanguini i d’aquesta manera infecten els globuls vermells.

Quan un mosquit femella del génere Anopheles pica una persona o animal infectats, absorbeix,
juntament amb la sang, els gametocits (precursors de les gametes masculines i femenines del parasit).
A l'intesti del mosquit, els gametocits maduren i es transformen en gametes que es fusionen donant Illoc
a l'ooquinet (zigot movil), que evolucionara a esporozoits, forma infecciosa del parasit. Els esporozoits
migren cap a les glandules salivals del mosquit. Es per aix0, que quan el mosquit pica una persona sana,
injecta la seva saliva ja que aquesta és anticoagulant i I’ajuda a absorbir la sang de la victima. Juntament
amb la saliva del mosquit, els esporozoits entren en el torrent sanguini de la persona. Els esporozoits
migren al fetge de ’huma infectat i penetren a les cel-lules del fetge (hepatocit) i es reprodueixen
asexualment, produint una altra forma del parasit: els merozoits (6-15 dies). Els merozoits tornen al
torrent sanguini on penetren als globuls vermells, que donen lloc a unes formes inicials tipicament
anulars, els trofozoits. Aquests s'alimenten de I'eritrocit i van augmentant la seva mida per divisié del
nucli i els organuls. L'organisme resultant, conegut en aquest estadi com meront o esquizont, pateix una
citocinesi que donen lloc a maltiples merozoits idéntics, que s'alliberen mitjangant la destruccio del
globul vermell infectat. Els merozoits alliberats infecten nous globuls vermells (2-3 dies). Alguns
merozoits produeixen gametocits masculins i femenins. Els parasits es multipliquen dins dels globuls
vermells. Aquests eritrocits es trenquen durant les 48-72 hores posteriors a la infeccié i infecten a una
quantitat major de globuls vermells.Si un nou mosquit pica a aquesta persona, els absorbira amb la sang
i el cicle tornara a comencar.

Es tracta d’una transmissié sanguinia.

Simptomes:
Els primers simptomes es presenten entre els 10 primers dies i es poden prolongar fins a 4 setmanes

després de la infeccid, encara que poden apareixer fins i tot als 8 dies o fins a un any després d'aquesta.
Clinicament la malaria es caracteritza 0 manifesta per febres, esplecnomegalia (dolors musculars i de
les articulacions), vomits, diarrees i la presencia del parasit a la sang, on invaeix i destrueix els eritrocits.
També les convulsions, el mal de cap i fins i tot la possibilitat de quedar-se en coma.

Una vegada s"ha estat infectat pel Plasmodium aquest es pot quedar dins el cos, i encara que si es tracta,
la malaltia es redueix a periodes aillats de febre, pot reaparéixer de forma recurrent durant tota la vida
de I'individu; és per aixo també, que quan es torna d’un viatge en el qual s'ha pogut entrar en contacte
amb el mosquit, encara que la malaltia no s’hagi desenvolupat, qualsevol febre esporadica s'ha de

considerar com un brot de malaria, i s"ha de recérrer urgentment a un centre medic.
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Tractament:

La malaria si que té cura, perd és fonamental actuar a temps. Si es sospita del contagi, segueix les
indicacions dels professionals de la salut i iniciar el tractament quan abans millor. El tipus de
medicament dependra dels factors del mosquit, I’edat i altres condicions especifiques del pacient (si
esta embarassada...).

Els tractaments es poden subministrar per via oral, intravenosa i no s’han de deixar fins que no s’han
completat segons la prescripcié medica. Aquests son medicaments antimalarics, que els més frequents
son les terapies de combinacié basades en la artemisinina (ACT) i els de fosfat de cloroquina. Es el
tractament de preferencia per combatre qualsevol parasit sensible al medicament. Per desgracia, a
moltes parts del mén, els parasits que provoquen la malaltia son resistents a la cloroquina, pel que fa

gue ja no sigui efectiu.

Prevencio:

La prevencié principal és actuar rapid consultant al metge un cop comencen els simptomes. També
s’han d’utilitzar insecticides, mosquiteres i anar ben tapat per evitar que el parasit et piqui i et transmeti
la seva saliva.

En algunes regions del mén, els mosquits que transmeten aquesta malaltia han desenvolupat resisténcia
contra les insecticides. A més, els parasits també han desenvolupat resisténcia a alguns antibiotics.
Aquestes condicions dificulten el control tant de la taxa d'infeccié com de la disseminacid de la malaltia.

Diagnostic:

La malaria diagnosticada a temps i ben tractada es pot curar en un temps breu (entre una i dues
setmanes). El problema és per les persones de paisos on aquesta malaltia abunda, no existeix una
remissio completa ja que es veuen exposats continuament a les picades de mosquit. A més a més, si la
malaltia no es tracta, pot arribar a ser mortal, sobretot per dones embarassades, nens petits o persones

vulnerables.

Per a detectar la preséncia del Plasmodium en sang s'utilitzen proves que detecten la preséncia de la
HRP-II (proteina de 64 aminoacids, rica en lisina i histidina) o I"'enzim deshidrogenasa del lactat,
especifiques pel parasit present en infeccions pel Plasmodium falciparum.

Hi ha kits urgents per a detectar de forma basta la preséncia del parasit, pero en cas de suposar una
infeccio pel Plasmodium és imprescindible dirigir-se a un metge. En el laboratori es realitzen dos tipus
d'analisis: I'examen de gota grossa i el frotis: examen meés acurat per a determinar l'espécie del parasit i
gue es realitza amb el microscopi.

Segons els articles'® hem pogut veure tres tipus de técniques diferents per detectar la malaria;

I’aglutinacio, Western Blot i técniques immuno cromatografiques.
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Técnigues immunologiques:

Les técniques d’aglutinacio, citada a I’article!, es basen en la capacitat que tenen els antigens
multivalents (tenen varis epitops) per unir-se als seus anticossos complementaris donen lloc a
immunocomplexes visibles a simple vista. L.’antigen és particulat i la uni6 directa amb I’anticos fa que
aglutini. En aquestes técniques es fan visibles els complexos Ag-Ac per I'aglutinacié que produeixen
els anticossos quan el Ag forma part o s'ha unit artificialment a la superficie de globuls vermells,
plaquetes, leucocits, particules de latex, etc. Normalment s'utilitzen globuls vermells (hemoaglutinacio)
0 particules de latex.

Les reaccions d'aglutinacid s'utilitzen per identificar bacteris, 1’identificacio d'anticossos contra antigens
solubles que de manera artificial s'adhereixen sobre eritrocits, les particules de latex o de gelatina.

La preséncia d'antigens en la superficie dels globuls vermells es pot detectar per I'nemoaglutinacié
produida quan s'afegeix un antiserum amb anticossos enfront a aquests antigens. Aquesta técnica
s'utilitza habitualment per a la identificacié dels grups sanguinis i Rh, per a aix0 a la sang heparinitzada
se li afegeixen els antiserums corresponents: anti-A, anti-B o anti-AB (tots ells anti-Rh negatius). Hi
haura aglutinacié quan els globuls vermells tinguin I'especificitat de I'antiserum afegit. De la mateixa

manera es procedeix amb antisérums anti-Rh per a la determinacid dels diferents grups Rh. (annex 1)

La immunocromatografia? és una técnica rapida i senzilla de deteccid qualitativa de diversos antigens,
s’utilitza molt en la deteccié de malalties infeccioses, tot i que també té altres usos com el test
d’embaras. La deteccid es fa per la unié d’un marcador a un anticés, i aquesta pot ser de forma
enzimatica, utilitzant un substrat que dona un producte amb color o0 amb particules d’or col-loidal que

quan s’acumulen s’observen a simple vista.

Aquestes proves es basen en la migraci6 d'una mostra a través d'una membrana de nitrocel-lulosa. La
mostra és afegida a la zona de conjugat, la qual esta formada per un anticos especific contra un dels
epitops de I'antigen a detectar i un reactiu de detecci6. Si la mostra conté I'antigen problema, aquest
s'unira al conjugat formant un complex immune i migrara a través de la membrana de nitrocel-lulosa.
Si no, migraran el conjugat i la mostra sense unir-se. La zona de captura esta formada per un segon
anticos especific contra un altre epitop de I'antigen. A l'arribar la mostra a aquesta zona, els complexos
formats per la uni6 de I'antigen i conjugat quedaran retinguts i la linia es veura rosa o blau (mostres
positives). En el cas contrari les mostres son negatives. La zona control estd formada per un tercer
anticos que reconeix el reactiu de deteccid. Quan la resta de mostra arriba aquesta zona, I'anticos s'unira
al conjugat Iliure que no ha quedat retingut a la zona de captura. Aquesta linia és un control que I'assaig

ha funcionat bé, perqué agafa color sempre, amb mostres positives i negatives. (annex 2)
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Una de les altres técniques immunologiques trobada a I’article®, és la Western Blot. S’utiliza
principalment per el diagnostic de malalties. Aquesta técnica, és essencial en el mon de la biologia,
consisteix en detectar una proteina especifica en una mostra de sang o de teixit.

En aquest métode implica 1’Gs de I’electroforési per poder separar les proteines de les mostres segons
diferents aspecte com per exemple: pes molecular, estructura de la proteina, hidrofobicitat, etc..
Posteriorment, aquestes proteines es transfereixen del gel on s’ha produit la separacid de la proteina a
una membrana absorbent, habitualement feta de cel-lulosa o bé de PVDF, llavors aquesta s’exposa a
un anticos especific contra aquesta proteina que estem aplicant 1’estudi.

Finalment, es detecta la uni6 antigen-anticos per activitat enzimatica o fluorescéncia, entre d'altres
métodes. D'aquesta mateixa manera podem estudiar la preséncia de la proteina en I'extracte i analitzar

la seva quantitat relativa respecte a les altres proteines.

DISCUSSIO

En aquest estudi ens vam plantejar diferents hipotesis que ens van semblar transcendentals pel que fa
a la malaria en I’actualitat i la seva evolucid. En els articles que hem recercat trobem una relacio i

aquesta és principalment els eritrocits, anticossos i antigens.

Un dels articles! trobats, parla sobre estudis realitzats a pacients d’entre 18 i 65 anys, infectats amb totes
les espécies de malaria. Es van preparar frotis de sang prims i gruixuts tenyits de Giemsa i es van
examinar al microscopi per observar la preséncia de parasits de la malaria.

El que es va fer grup sanguini ABO es va determinar a totes les mostres de sang infectada per la malaria
mitjangant un test d’aglutinacioé a partir d’antisérgols monoclonals aglutinats A, B i AB obtinguts de

Tailandia.

La frequéncia més alta del grup sanguini ABO en les mostres va ser O, seguida de B, A i AB (Annex
1). No s’ha trobat cap associacio significativa entre el grup sanguini ABO i la susceptibilitat de la
infeccid per la malaria. La distribucié de tots els tipus d'infeccions contra la malaria no va ser
significativament diferent en tots els grups sanguinis, encara que la proporcié de mostres amb grup
sanguini O amb infeccid per P. vivax va ser aproximadament 3 vegades superior a la que tenia la
infeccio per P. falciparum. L'associaci6 entre el grup sanguini ABO i la gravetat de la infeccid per la
malaria es va determinar encara més en funcié de la parasitemia i I'estat anémic (nivells d'hemoglobina
i hematocrit). A partir d’aquests criteris, la proporcid de pacients amb alt risc de desenvolupar malaria
greu era significativament més elevada en el grup sanguini A en comparaci6 amb altres grups sanguinis.
La gravetat de la malaltia de la malaria de totes les mostres de sang es va classificar segons els dos

criteris de laboratori, és a dir, I’anémia (nivells d’hemoglobina i hematocrit) i la hiperparasitémia
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(recompte de parasitémies sanguinies). El risc dels pacients de desenvolupar malaria greu basat en
’analisi dels globuls vermells infectats es va definir com a “risc elevat” si la parasitémia sanguinia era>

100.000 / pul i / 0 hemoglobina <8.0 i / 0 hematocrit <20%.

2Antigament la malaria es diagnosticava amb el metode de la gota grossa que ens dona una sensibilitat
del 80%. Actualment també la podem diagnosticar per immunocromatografia, que ens permet també el
diagnostic directe, la PCR de I’ADN o I’ARN, on la especificitat i sensibilitat son molt altes o amb
proves serologiques, com la immunofluorencéncia, que ens serveix sobretot per excluir donants.

Les proves rapides per el diagnostic de la malaria son proves gque detecten I'antigen parasitari del genere
Plasmodium mitjangant reaccions antigen-anticos. Basicament, aquestes proves son tires de
nitrocel-lulosa amb anticossos monoclonals capagos d'identificar els antigens P. falciparum i no P.
falciparum del génere Plasmodium que parasiten a I'home.

Comercialment, hi ha dos tipus de proves: les que detecten la proteina Il, rica en histidina (pfHRPII), i
les que detecten la PLDH, que és I'enzim lactat deshidrogenasa del parasit.

En aquest estudi es va utilitzar les tires de nitrocel-lulosa que contenen un pool d'anticossos monoclonals
que es dirigeixen especificament cap a la pfLDH; després, aquesta reaccid antigen anticos és fixada per
la preséncia d'anticossos policlonals continguts en la soluci6 de conjugat en suports de liposomes, lligats
a un colorant que permet la visualitzacio dels resultats en una mitjana de vint minuts 20.

L’estudi es va dur a terme a les unitats de banc de sang de vuit hospitals de diferents regions de Peru,
dividides segons el seu risc de transmissié de malaria. Es va calcular segons la incidéncia de malaria a
cada zona, segons la variabilitat estacional de la seva transmissid, aixi com I'afluencia de donants en
cada un dels bancs de sang. Es va situar com a zona d‘alt risc de transmissio de malaria als hospitals
dels departaments de Piura i Loreto, zona de risc intermedi al departament de San Martin i de baix risc
de transmissid al departament de Lima.

A cada donant de sang se li va extreure 60 ml de sang amb la qual es va fer una lamina de gota grossa i
una prova rapida cromatografica com a prova d'estudi per cada donant.

El I’estudi de la prova rapida es va col-locar dues gotes d'el buffer en un primer pouet de color lila que
conté els anticossos en fase solida, després es va afegir 4 gotes de la memaria intermedia de rentat en
el segon pouet, es va realitzar també una punci6 digital amb ajuda d'una llanceta i amb el capil-lar es
van agafar 10 ml de sang i es van dipositar en el primer vaset. Posteriorment, es va homogeneitzar la
mostra amb el capil-lar i es va inserir la tira. Després d'esperar 10 minuts, es va transferir la tira del
primer pouet a el segon i es va esperar uns altres 10 minuts, després es va procedir a llegir els resultats
d'acord amb la interpretacio de la prova. Amb les dades obtingudes es va calcular la sensibilitat,

especificitat, valor predictiu positiu i negatiu.
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L ultim article® tracta sobre la possible utilitzacio de la tecnica Western blot per diagnosticar la malaria
vivax en cada fase de la malaltia amb mostres de pacients que estaven infectats de malaria (confirmat

previament mitjancant una extensio sanguinia) mitjancant antigens especifics recombinats.

Segons l'article per realitzar el Western Blot es va extreure I’ ADN genomic de les cél-lules sanguinies
del plasma d’un pacient amb malaria i es va utilitzar com a plantilla per amplificar les regions
codificants de les proteines amb propietats antigéniques (produides per la malaria) com: la proteina
circumsporozoita (CSP-1), la proteina de superficie merozoita (MSP-1), I’antigen merozoit apical
(AMA-1), I’antigen repetit de serina (SERA) i I’antigen exportat (EXP-1) de Plasmodium vivax. El
plasma es va recollir després de la centrifugacié de la sang a 12.000 rpm. Un cop extret el material

genetic es va realitzar una PCR per amplificar les regions codificants.

Cada fragment d'ADN amplificat de CSP-1, MSP-1, AMA-1, SERA i EXP-1 (resultat de la PCR) va
ser inserit en un plasmidi per clonar-se en el vector. La finalitat era induir I'expressié de cada proteina

com a proteines de fusié GST a E. coli.

Les proteines obtingudes es van separar en un SDS-PAGE del 10% per aixi poder realitzar el Western
Blot. Quan es van aplicar aquestes técniques amb mostres de diferents pacients, es van obtenir els
resultats positius seglients: 147 (91,9%) de 160 de malaria vivax, 12 (92,3%) de 13 de malaria de
falciparum i tots els 9 de malaria mixta de vivax / falciparum van reaccionar amb almenys un antigen,
mentre que no hi va haver cap reaccié amb 20 mostres normals (persones no infectades). En el cas de
la malaria vivax, CSP-1 va reaccionar amb 128 (80,0%), MSP-1 amb 102 (63,8%), AMA-1 amb 128
(80,0%), SERA amb 115 (71,9%) i EXP- 1 amb 89 (55,6%). Hem obtingut taxes de deteccié més
elevades en utilitzar 5 antigens (91,9%) enlloc d'utilitzar inicament un sol antigen (55,6-80%), amb una
combinaci6 de 2 (76,3-87,5%), 3 (85,6-90,6%) o 4 antigens (89,4 -91,3%). Aquest métode utilitzat en
I’article es pot aplicar al diagnostic serologic, al cribratge massiu en regions endémiques o a la prova
de seguretat en la transfusi6 de la malaria vivax prevalent. El diagnastic de Western Blot amb antigens
d’etapa circumsporozoita i hipnozoita tindra un paper critic en el diagnostic d’un periode d’incubacid
prolongat, especialment en la malaria vivax. També es pot utilitzar en el cribratge epidemiologic i en la

detecci6 de seguretat dels donants del banc de sang.
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CONCLUSIONS

La malaria causa uns 20-90 milions de casos de febre alta i aproximadament 1,5 milions de morts
anualment. Tot i els esforgos de reduir la transmissid i d'incrementar el tractament, hi ha hagut molt poc
canvi en arees que es troben en risc de la malaltia des de 1992. De fet, si la permanéncia de la malaria
continua en el seu curs de permanent augment, la taxa de mortalitat pot duplicar-se en els segients vint
anys. Les estadistiques precises son desconegudes perqué molts casos succeeixen en arees rurals on les

persones no tenen accés a hospitals o a recursos per a garantir la salut.
Tal i com hem pogut informar-nos en la recerca dels articles!?, la malaria es pot detectar amb diferents

técniques immunologiques, com les explicades anteriorment (aglutinacié, immunocromatografia i

Western Blot), cadascuna d’elles serveix per poder detectar la malaria.
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Figura 1: Técnica d’aglutinacio
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Plasmodium species

O (%) A (%) B (%) AB (%) Total (%)

Plasmodium falciparum 9 11 12 3 35
Plasmodium vivax 27 13 19 4 63
Mixed infections with P. falciparum and P. vivax 1 1 0O o 2
Total 37 25 31 7 100

Figura 2: Resultats ABO grup sanguini
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Figura 3: Técnica immuno cromatografica
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Figura 4: Técnica immunologica, Western Blot
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