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RESUMEN
La malaria es una de las parasitosis humana mas importante en las regiones tropicales y
subtropicales del mundo debido a su alta prevalencia y tasa de mortalidad. En Venezuela, la
malaria persiste como uno de los grandes problemas de salud publica, con mas de 240.613 casos
notificados para el afio 2016. Siendo el estado Bolivar, particularmente el municipio Sifontes,
uno de los focos de infeccién mas importantes en el pais. Como es bien sabido, el receptor de
antigeno Duffy para las quimiocinas (DARC) es una glicoproteina que actia como receptor en la
invasion de los eritrocitos por Plasmodium vivax y los polimorfismos del gen que lo codifica
afectan la susceptibilidad a la infeccion por P. vivax en la etapa sanguinea. Considerando la
relevancia de detectar portadores asintomaticos de la infeccion por Plasmodium, al ser fuente
natural silenciosa que no buscan atencién médica y que no existen criterios estandares para
infeccion malarica asintomatica, basandose el diagndstico en la presencia del parasito durante un
periodo especifico de la infeccion, se planted caracterizar el perfil demografico y clinico-
epidemioldgico, asi como determinar la prevalencia de la infeccion por Plasmodium, en la
comunidad Santa Lucia de Inaway, empleando técnicas de diagndstico parasitolégico, molecular
y seroldgico. En el estudio se incluy6 110 individuos de la comunidad de Santa Lucia de Inaway,
a quienes se les realizo el diagndstico microscépico, el diagndstico molecular por PCR con
iniciadores especificos (PCR-SSP) y la determinacién de anticuerpos dirigidos contra la proteina
recombinate PvMSP-119 de P. vivax y GLURP-154 de P. falciparum (diagnostico seroldgico).
Ademas, a los individuos Plasmodium vivax positivo se les determiné la variabilidad del gen
DARC por PCR-SSP. Al establecer la prevalencia de la infeccion por Plasmodium, ésta vario
segun el método de diagndstico. El diagndstico microscopico mostré una prevalencia de 3,73%,

siendo todos los casos infecciones por P. vivax. Con el diagnoéstico molecular la prevalencia fue



de 19,09%, de las cuales 11,82% fueron infecciones por P. vivax, 4,55% por P. falciparum y un
2,73% infecciones mixtas (P. vivax + P. falciparum). El 33,3% de los casos fueron infecciones
asintomaticas y el 66,6% sintomaticas. Al establecer comparaciones entre los pacientes
clasificados clinicamente e infectados por diferentes especies de Plasmodium, se observé una
mayor frecuencia de pacientes sintomaticos mono-infectados con P. vivax con respecto a
pacientes mono-infectados con P. falciparum. Con el diagnostico seroldgico la prevalencia fue
de 75,45%, siendo 47,27% de los casos positivos (IR>1) para anti-PvMSP-119 de P. vivax y
28,18% positivos (IR>1) para anti- GLURP-154 de P. falciparum. En relacién al polimorfismo
del gel DARC en los pacientes P. vivax positivos. El genotipo mas frecuente fue FYA/FYB
(80%), seguido por FYA/FY y FYB/FY (6,67%) y FYAIFYA, FYB/FYB (4,44% y 2,22%,
respectivamente). El genotipo FY/FY no se observd en el presente estudio. Finalmente, al
correlacionar la variabilidad del gen DARC con el indice de reactividad de los Anticuerpos 1gG
contra P. vivax en los individuos P. vivax positivos (n=45) no se observaron correlaciones
significativas. Sin embargo, al correlacionar las distintas variables demograficas,
epidemioldgicas y clinicas consideradas en el estudio en los individuos de la comunidad de Santa
Lucia de Inaway, se observd una correlacién negativa entre los antecedentes malaricos y
sintomatologia y una correlacién positiva entre la infeccion por P.vivax y sintomatologia. Los
resultados obtenidos demuestran que la comunidad de Santa Lucia de Inaway representa un area
endémica de alta transmision malérica. En vista de esto, es necesario reforzar el mantenimiento

de la vigilancia epidemioldgica y adoptar mejores medidas de control de la enfermedad.
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EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.
ELISA: Ensayo Inmunoenzimatico Ligado a Enzima.
ES: Erithroid Silent (eritroide silente)
G: Guanina.
GGE: Gota gruesa y extendido.
GLURP: Proteina rica en glutamato de Plasmodium falciparum.
HAI: Hemaglutinacion Indirecta.

HRP-2: Proteina rica en histidina 2.



IFA: Ensayo de inmunofluorescencia.
IFI: Inmunofluorescencia Indirecta.
IgG: Inmunoglobulina G.

IMT: Instituto de Medicina Tropical.
IPA: Incidencia parasitaria anual.

IR: indice de reactividad.

kDa: Kilodaltons.

mmHg: Milimetro de mercurio

MSP-1: Proteina 1 de la superficie del merozoito.
NaCl: Cloruro de sodio.

NLB: Buffer de lisis nuclear.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

OPS: Organizacion Panamericana de la Salud.

PAHO: Pan American Health Organization.

pb: Pares de bases.

PBS: Buffer fosfato salino.

PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa.

pLDH: Enzima lactato deshidrogenasa de Plasmodium.
PvMSP-1(19): Fragmento 19 de la proteina principal de la superficie del merozoito de
Plasmodium vivax.

R: Arginina.

RCLB: Buffer de lisis de células rojas.

RDTs: Pruebas de diagnéstico rapido.

SLI: Santa Lucia de Inaway.
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SSP: Iniciador de secuencia especifica.
T: Timina.

TE: Buffer Tris-EDTA.

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana.

WHO: World Health Organisation.

Y: Tirosina.
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INTRODUCCION
La malaria o paludismo es la enfermedad parasitaria mas importante en el mundo. Esta
enfermedad infecciosa es causada por un protozoario del género Plasmodium, perteneciente al
Phylum Apicomplexa, que es transmitido de una persona a otra mediante la picadura del
mosquito hembra Anopheles spp. (Becerril, 2011). Diferentes especies parasitan al hombre y a
diversos animales. Las dos especies principales de Plasmodium que afectan al hombre son P.
vivax y P. falciparum, pero existen otras dos especies, de importancia regional, que son P.
malariae y P. ovale. Asimismo, se han descrito infecciones en humanos causadas por parasitos
de simios, tales como las infecciones por Plasmodium knowlesi (Botero y Restrepo, 2012),
Plasmodium cynomolgi (Tay col., 2014) y Plasmodium simium (Brasil y col., 2017)
Ciclo de vida de Plasmodium spp.
Los parasitos de la malaria humana tienen un ciclo de vida complejo (Figura 1), que alterna entre
dos hospedadores: un invertebrado (los mosquitos hembras Anopheles spp.), que se comporta
como vector y hospedador definitivo, y un vertebrado u hospedador intermediario (el hombre).
En el mosquito se desarrolla el ciclo esporogénico con reproduccion sexuada, el cual se inicia
cuando el mosquito hembra hemat6faga Anopheles spp. ingiere la sangre de un individuo
infectado con Plasmodium spp., tomando las diferentes formas evolutivas circulantes
(trofozoitos, merozoitos, esquizontes y gametocitos). En el estdbmago del insecto son destruidas
las formas asexuadas (trofozoitos, merozoitos y esquizontes) junto con los glébulos rojos y
sobreviven las formas sexuadas (gametocitos), los cuales contintan su desarrollo hacia la
diferenciacion (gametogénesis) en gametos masculinos (microgametos) y gametos femeninos
(macrogametos). La maduracién del gametocito femenino (macrogametocito) se lleva a cabo sin

muchos cambios morfolégicos, mientras que el gametocito masculino divide su nacleo 8 veces,



originando 8 microgametos. La fecundacion del macrogameto por el microgameto da inicio al
proceso de fertilizacion y la fase sexual del ciclo de vida del parasito. Posteriormente, se forma el
huevo o cigoto (oocineto). Este penetra la pared del estémago del mosquito y se coloca entre las
capas muscular y epitelial donde se enquista, dando lugar a un cuerpo circular (ooquiste), cuyo
citoplasma y nucleo se dividen en elementos alargados llamados esporozoitos, los cuales salen
del ooquiste y migran hacia las células de las glandulas salivales, para luego ser inoculados al
hospedador vertebrado en una préxima ingesta de sangre (Revisado en Wide y col., 2011).

En el hombre, el parasito realiza una fase de reproduccion asexual denominado esquizogonia.
Esta consta de dos sub-fases: 1. Esquizogdnica exo-eritrocitica, que se efectta en el higado, y 2.
Esquizogdnica eritrocitica.

La sub-fase esquizogonica exo-eritrocitrica inicia cuando los esporozoitos son inoculados en el
torrente sanguineo por el mosquito infectado durante la picadura. Estas formas parasitarias son
fusiformes, maviles, y circulan en sangre periférica por un periodo de 30 a 60 minutos, hasta que
penetran en las células del parénquima hepético (hepatocitos) via células de Kupffer, a traves de
la interaccion ligando-receptor. En esta interaccion estd involucrada la proteina
circumsporozoitica (CS), que tiene afinidad por un receptor presente a nivel del higado, el
heparén sulfato (Revisado en Wide y col., 2011).

Dentro de cada hepatocito parasitado se forma el esquizonte tisular primario, constituido por
maultiples nacleos con su correspondiente citoplasma. Este esquizonte madura y deforma la
célula hepética. Después de seis a doce dias sufre ruptura y libera miles de merozoitos tisulares,
los cuales van a la circulacion e invaden los eritrocitos. En P. vivax y P. ovale algunas formas

tisulares se desarrollan muy lentamente en el higado y pueden permanecer latentes por varios



meses, por lo cual se han llamado hipnozoitos. Cuando estos salen tardiamente a la circulacién
producen las recaidas de la enfermedad (Botero y Restrepo, 2012).

Cuando el merozoito invade el eritrocito se transforma en trofozoito joven o anular, que
evoluciona a trofozoito mediano o ameboide, esquizonte presegmentado (inmaduro) y esquizonte
segmentado maduro. El esquizonte maduro al romper el eritrocito libera merozoitos, toxinas y
pigmento malérico (hemozoina). Cada una de estas formas del parésito invade un nuevo
eritrocito y da comienzo a otro ciclo eritrocitico. Algunos merozoitos se diferencian sexualmente
en el interior del glébulo rojo inmediatamente o después que se han producido varias
generaciones de merozoitos, originando gametocitos, que pueden ser hembras
(macrogametocitos) o machos (microgametocitos). Estos gametocitos no se dividen en la sangre
y circulan por aproximadamente 60 dias, representando la forma infectante para el mosquito

(Revisado en Wide y col., 2011).
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Figura 1. Ciclo de vida del paréasito de la malaria (Su y col., 2007, modificado).
Manifestaciones clinicas
Las infecciones por Plasmodium inducen un amplio espectro de sintomas en el humano, desde
parasitemias asintomaticas hasta enfermedades graves con resultados fatales. La patogénesis de

la infeccion depende de varios factores, tales como la respuesta del hospedero, especie y genética



del parésito, grado de infeccion, co-infeccion con otros microorganismos, estado nutricional,
edad y sexo (Botero y Restrepo, 2012).

Los casos de malaria no complicados suelen presentarse como cualquier sindrome febril no
diferenciado. No obstante, los sintomas mas frecuentes en cualquier tipo de malaria son
escalofrios, fiebre, diaforesis, cefalea, artralgia y mialgias. Después que los esquizontes tisulares
maduran en el higado y se rompen, liberan los merozoitos que invadiran los eritrocitos en sangre
periférica, y es a partir de este momento y durante liberaciones masivas de merozoitos, en ciclos
eritrociticos subsecuentes, que se inician los sintomas de la malaria. El periodo de incubacién
depende principalmente de la especie parasitaria, de la carga de parasitos que ingresa al
hospedero y del estado de inmunidad del hospedero. La concentracién de parasitos en sangre
necesaria para producir sintomas se conoce como ‘“umbral pirogénico”. El primer paroxismo
malarico suele tener un menor umbral pirogénico que los subsecuentes episodios. Los
paroxismos clasicos de la malaria se describen como la aparicion abrupta de fiebre con
escalofrios, seguidos de sudoracion profusa, luego fatiga extrema y, finalmente, somnolencia. La
duracién de los periodos varia con la especie de Plasmodium infectante. La malaria causada por
P. falciparum puede en algunas ocasiones llevar a malaria severa. (Zuluaga y Trujillo, 2010).
Diagnostico de la Malaria

El diagndstico de la Malaria puede clasificarse en métodos de diagnostico parasitoldgico,
inmunoldgico y de biologia molecular.

Diagnéstico parasitologico

El diagnostico parasitologico de la enfermedad se realiza en los laboratorios de manera rutinaria,

mediante la observacion de las distintas formas del parasito en el examen microscopico de la



sangre, a traves de las técnicas de gota gruesa y de extendidos de sangre, tefiidos con diversos
colorantes (Zuluaga y Trujillo, 2010).

La gota gruesa y extendido tienen una sensibilidad de 20 y 100 parasitos/uL, respectivamente,
permite la identificacion de la especie y el estadio de desarrollo del parasito, suministra
informacion sobre la viabilidad del parasito identificado e incluso permite la cuantificacién de
éstos (Revisado en Wide y col., 2011).

Diagnostico inmunoldgico

Los métodos inmunoldgicos desarrollados hasta ahora en el diagnéstico de la malaria tienen
como proposito detectar anticuerpos dirigidos contra el paréasito, asi como identificar antigenos
circulantes del mismo. Una variedad de métodos seroldgicos han sido evaluados, tales como la
Inmuno-fluorescencia Indirecta (IFI), el Inmuno-ensayo Enzimatico (ELISA) y la
Hemaglutinacion Indirecta (HAI). EI método de ELISA es uno de los principales métodos de
rutina de serodiagndstico, ya que es relativamente facil, tiene utilidad en estudios
epidemioldgicos y puede utilizarse en el despistaje de malaria en los bancos de sangre en areas
endémicas (Revisado en Wide y col., 2011). Para esta prueba se usa habitualmente antigeno
soluble, preparado a partir de estadios asexuales de P. falciparum, generalmente, obtenidos a
partir de cultivo in vitro (Revisado en Wide y col., 2011). También pueden utilizarse como
antigenos péptidos sintéticos o antigenos recombinantes, como MSP-1 (proteina 1 de la
superficie del merozoito) o la proteina circumsporozoitica (CSP) (Revisado en Wide y col.,
2011). Una vez que se enfrenta el suero problema con el antigeno, se afiade el conjunto anti-IgG
o0 anti-lgM humanos y se revela una reaccion enzima-sustrato. Esta prueba tiene como ventajas
adicionales el poder procesar un gran nimero de muestras y ser cuantitativa, al registrarse el

grado de reaccion en un espectrofotometro (Wide y col., 2011).



Hacia finales del siglo pasado se desarrollaron las RDTs (del inglés, Rapid Diagnostic Test)
basadas en técnicas inmuno-cromatograficas para el diagnostico de la malaria, que dan
resultados entre 15 a 20 minutos. Estas pruebas rapidas se basan en la deteccion de antigenos del
parasito, usando inmuno-cromatografia de flujo lateral, con anticuerpos monoclonales contra
diferentes antigenos de Plasmodium, presentes en la sangre de individuos infectados. El primer
prototipo se basa en la deteccion de la proteina rica en histidina 2 (HRP-2, del inglés Histidine
Rich Protein) de P. falciparum, ejemplos de este prototipo son los estuches ParaSight F® (IgG)
y la ICT Malaria Pf® (IgM). El segundo se basa en la deteccién de la enzima lactato
deshidrogenasa de Plasmodium (pLDH), como el estuche OptiMal. El tercer prototipo detecta la
aldolasa de Plasmodium, que se expresa principalmente en trofozoitos (Zuluaga y Trujillo,
2010).

Antigenos MSP-119 y GLURP de Plasmodium spp.

Los antigenos expresados en la superficie de los parasitos de la malaria, en su fase sanguinea,
son los blancos principales de los anticuerpos producidos durante la exposicion a la infeccion.
Uno de los antigenos de superficie, mejor caracterizado, es la proteina de superficie del
merozoito 1 (MSP-1), esta es una proteina altamente conservada entre las especies de
Plasmodium. MSP-1 es sintetizada como una proteina precursora, de ~ 200 kDa, unida a la
superficie del merozoito a través de un anclaje C-terminal. Posteriormente esta proteina es
clivada en cuatro fragmentos principales antes de la ruptura del esquizonte. El fragmento de 19
kDa (MSP-119), de la porcion C-terminal, es el Unico fragmento que permanece anclado en la
superficie del merozoito al momento de la invasion eritrocitica (Ladeia-Andrade, y col. 2007).
Varios estudios han demostrado que el fragmento MSP-119 es altamente inmunogénico, tanto en

infecciones humanas como en animales. Ademas, los anticuerpos adquiridos naturalmente contra



MSP-119 se han asociado con la inmunidad protectora contra la infeccion por malaria (Revisado
en Wang y col., 2016).

Por otra parte, la proteina rica en glutamato (GLURP) es un antigeno de 220 kDa presente en
todas las etapas de desarrollo de Plasmodium falciparum, tanto en la fase pre-eritrocitica como
en la eritrocitica. Adicionalmente, GLURP ha sido identificado como un antigeno diana para
anticuerpos implicados en la inmunidad protectora adquirida contra la malaria (Doddo y col.,
2000). La proteina GLURP consiste de tres regiones definidas, una regiéon N-terminal no
repetitiva (R0O), una secuencia central repetitiva (R1) y una regién C-terminal repetitiva (R2)
(Pattaradilokrat y col., 2018). En estudios previos se ha demostrado que la regién RO es
altamente conservada y esta implicada en la actividad parasitaria antipaltdica, provocando una
respuesta de anticuerpos estable en el tiempo (Duru y Thomas, 2014).

Diagndstico molecular

La deteccion por medio de PCR (del inglés, Polymerase Chain Reaction) tiene la mayor
especificidad y sensibilidad para el diagnéstico de malaria. EI método consiste en la
amplificacion de secuencias especificas de los genes del parasito por la reaccién en cadena de la
polimerasa. La ventaja principal de esta prueba es que puede detectar 2,5 a 10 parasitos/uL de
sangre (Revisado en Wide y col., 2011), correspondiendo a una sensibilidad 10 veces mayor que
la gota gruesa y manteniendo una especificidad del 100%. La alta sensibilidad de la PCR sobre la
microscopia y el diagndstico de RDTs fue confirmada por estudios, realizados en Canada, en los
que se evaluaron la prevalencia de la malaria en refugiados asintomaticos (Revisado en Recht y
col., 2017). Sin embargo, son pruebas dificiles de realizar en condiciones de campo, ya que
requieren de equipos Yy reactivos costosos, de personal calificado y manipulacion adecuada de las

muestras.



Grupo sanguineo Duffy y la malaria

El antigeno Duffy, también llamado receptor de antigeno Duffy para las quimiocinas (DARC:
Duffy antigen receptor for chemokines, por su siglas en inglés), es una glicoproteina de 40-45
kDa, que esta constituida por una region extracelular o dominio amino terminal, de
aproximadamente 60 aminoacidos, una region central conformada por alrededor de 250
aminoéacidos, los cuales constituyen siete dominios transmembrana, y un corto dominio
citosélico carboxilo terminal de 28 residuos, al que no se le unen proteinas G ni otro efector
intracelular conocido, a diferencia de otros receptores de quimiocinas, esto probablemente
debido a la ausencia del motivo Asp-Arg-Tyr (DRY) vy, por lo tanto, a la no activacion de
cascadas de sefializacion intracelular (Hadley y Peiper, 1997; Wurtz y col., 2011). El antigeno
Duffy estd presente en eritrocitos, células endoteliales (médula désea, pulmon, rifién, glandula
suprarrenal, tiroides, bazo, colon) y células epiteliales (conductos colectores de rifion, células de
pulmaén alveolar de tipo I, células de Purkinje del cerebelo) (Chaudhuri y col., 1997)

El gen que codifica el antigeno Duffy (DARC, también referido como FY o DUFFY) se localiza
en el brazo largo del cromosoma 1, especificamente situado en la region 1g21-25, comprende
dos exones y un intron de, aproximadamente, 450 pares de bases (pb). El procesamiento del
intron produce la transcripcion de dos ARN mensajeros (ARNm). Uno denominado transcrito
primario o forma f, que codifica la forma predominante de DARC de 336 aminoéacidos, y otro
denominado transcrito menor o forma a, que codifica una forma menos abundante de la proteina
con 338 amino&cidos. Sin embargo, ambas proteinas son funcionalmente idénticas (Chaudhuri y
col., 1993; Yazdanbakhsh y col., 2000).

El gen DARC presenta dos polimorfismos principales. Uno consiste en la transicion de guanina

(G) por adenina (A) en el nucledtido 125 (G125A), que conlleva a un cambio de un solo



aminoéacido (Gly42Asp) en el dominio amino extracelular del polipéptido, generando los alelos
FYA y FYB, que codifican los antigenos Fya y Fyb del grupo sanguineo Duffy, respectivamente.
El segundo polimorfismo consiste en la transicion de timina (T) por citosina (C) en el nucleétido
-33 (T-33C) en la region promotora del alelo FYB, evitando la expresién del antigeno Duffy en
los eritrocitos (antigeno Fyb®S, ES de las siglas en inglés “Erythroid Silent”) (King y col., 2011).

La transicion de T—C esta ubicada en el sitio de unién para el factor eritroide de transcripcién

GATAL, impidiendo la transcripcion del alelo mutado en células derivadas de la médula dsea,
pero no en otros tejidos (Olsson y col., 1998).

La variabilidad genética, define tres alelos: FYA, FYB y FYBES © o que son alelos co-
dominantes y codifican los antigenos antitéticos Fya, Fyb y Fyb&s (Meny, G. M., 2010).

Los antigenos Fya y Fyb difieren entre si en un cambio simple de aminoacido en la posicion 42
del dominio extracelular, el antigeno Fya posee un residuo glicina en esta posicion y el antigeno
Fyb un &cido aspartico (Pogo y Chaudhuri, 2000). El alelo FYBES presenta una mutacién en el
sitio de unidn para el factor de transcripcion eritroide especifico GATA-1 (T-33C), convirtiendo
la secuencia consenso del sitio de union GATA-1 de TTATCT a TTACCT (Tournamille y col.,
1995).

Los polimorfismos del gen DARC afectan la expresion del antigeno Duffy y la susceptibilidad a
la infecciéon por P. vivax en la etapa sanguinea. Los individuos Fy* poseen uno de los cincos
genotipos comunes (FYA/FYA, FYA/FYB, FYA/FYBES o nulo . FYB/FYB y FYB/FYBES © nulo)  que
determinan tres fenotipos posibles (Fya*/b*, Fya*/b", Fya/b*). Los eritrocitos de los individuos
Fy* son susceptibles a la infeccion por P. vivax, a diferencia de los eritrocitos de los individuos
con mutaciones en la region promotora del gen DARC, las cuales anulan la expresion del

antigeno Duffy (FYBES o nuloj FyBES o nulo o FY) - atribuyéndole a estos eritrocitos un fenotipo



Duffy negativo (Fy’). Sin embargo, la invasion de los hepatocitos por esporozoitos no requieren
el antigeno Duffy y, por lo tanto, los individuos Fy* como Fy™ son susceptibles a la infeccion por
esporozoitos y al desarrollo de parasitos en fase hepatica. Bajo la liberacion de los merozoitos en
la circulacidn, solo los individuos Fy* desarrollan la etapa sanguinea de la infeccién, porque los
eritrocitos de los individuos Fy  no expresan el antigeno Duffy. Este antigeno es requerido para
la invasion de los eritrocitos por merozoitos. Sin embargo, la respuesta humoral y celular contra
parasitos pre-eritrociticos de P. vivax han sido descritos en individuos Fy". Ademas, la frecuencia
de la respuesta de anticuerpos a la proteina de CS es similar entre individuos Fy y Fy*. No
obstante, las respuestas contra antigenos eritrociticos son menos frecuentes entre individuos Fy
que en individuos Fy*, debido a que los individuos Fy" no desarrollan infecciones eritrociticas
(Maestre y col., 2010).

Con la disponibilidad del diagnostico molecular, se ha observado en individuos Duffy negativos
positividad por PCR para P. vivax, sugiriendo que la invasion de eritrocitos por P. vivax en
personas Duffy negativas podria estar alterada en comparacion con la invasion en individuos
Duffy positivos. Investigaciones en Madagascar muestran evidencias concluyentes de que P.
vivax es capaz de causar la infeccion en fase sanguinea y la enfermedad en personas Duffy-
negativas, exhibiendo la capacidad que tienen los merozoitos para infectar eritrocitos humanos
sin antigeno Duffy. Los datos recogidos en estos estudios sugieren que otros receptores
adicionales a Duffy pueden estar implicados en el proceso de unién del merozoito y eritrocitos

(Menard y col., 2010).
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Epidemiologia de la malaria

La malaria persiste como uno de los grandes problemas de salud pablica en el mundo y en
Venezuela. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), para el afio 2016 estimd 216 millones
de casos de paludismo en todo el mundo y 445.000 muertes ocasionadas por la enfermedad.
Todas las regiones registraron reducciones en la mortalidad en comparacién con los datos
obtenidos en 2010. Sin embargo, entre el afio 2015 y 2016, la tendencia de descenso de la
mortalidad se interrumpid en las regiones de la OMS de Africa, Asia Sudoriental y el Pacifico
Occidental, y aument6 en las regiones del Mediterraneo Oriental y las Américas. (World Health
Organisation (WHO), 2017).

Historicamente, la Republica Bolivariana de Venezuela ha servido como modelo para la
erradicacion de la malaria en las Américas, con su region norte declarada libre de malaria por la
OMS en 1961 (Griffing y col., 2014). Tras la reciente crisis politica y econdmica, la malaria ha
aumentado anualmente desde el 2008. Entre los afios 2015 y 2016, los casos notificados
aumentaron en mas del 76% (de 136.402 a 240.613) y el pais super6 a Brasil, como el mayor
contribuyente a la carga de la malaria en las Américas (WHO, 2017).

Situacion actual de la malaria en Venezuela

De acuerdo al ultimo reporte epidemioldgico publicado por el Ministerio del Poder Popular para
la Salud correspondiente a la semana epidemioldgica N° 26 (25 de Junio al 01 de Julio de 2017),
se notificaron 4.825 casos de malaria en el pais, de los cuales 4.787 (99,2%) eran autoctonos,
notificados por los estados Carabobo, Bolivar, Monagas, Anzoategui, Barinas, Delta Amacuro,
Aragua y Sucre; y 38 casos (0,8%) eran importados. El 65,79% de los casos correspondieron a
infecciones por P. vivax, 31,58% por P. falciparum y 2,63% a infecciones mixtas

(P.vivax/P.falciparum). Hasta la fecha hubo un acumulativo de 184.225 casos malaricos, lo que
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representd un aumento de 63,1% con respecto al periodo homologo del afio anterior
(m=112.932). La incidencia parasitaria anual (IPA) en el pais fue de 33,6 por cada 1.000

habitantes (Reporte Epidemiologico N° 26 (MPPS), 2017).
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Figura 2. Areas de riesgo de Malaria - Municipios Segun la incidencia parasitaria anual
(IPA).
Republica Bolivariana de Venezuela, afio 2017.
Semana Epidemioldgica N° 26 (Reporte Epidemiologico N° 26 (MPPS), 2017).

Comunidad de Santa Lucia de Inaway.

La comunidad indigena Santa Lucia de Inaway esta ubicada en el km 85 al sur de EI Dorado, en
el eje vial Tumeremo-Santa Elena de Uairén, esta area pertenece a la Parroquia San Isidro,
ciudad Las Claritas del municipio Sifontes, estado Bolivar, Venezuela. Presenta una altitud de
150 msnm y ocupa un area abierta, mas o menos arbolada de 30 hectareas, aproximadamente
(Revisado en Lugo, M., 2002).

Las Claritas es un &rea geogréafica ubicada al sureste del estado Bolivar, en donde conviven
comunidades criollas e indigenas. Comprende alrededor de 40 km? de superficie y ha constituido
desde 1930 una zona minera por excelencia. En ella se encuentran ubicados importantes

yacimientos de oro, cobre, diamante y caliza. La calidad de vida de estas comunidades se
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encuentra sujeta en gran medida al precario desarrollo urbano de la zona, a su ubicacion
geografica y a una limitada base econdémica dependiente en forma determinante de la actividad
minera (Revisado en Rodriguez, B., 2003).

La malaria es endemo-epidémica en el estado Bolivar, con brotes epidémicos frecuentes debido
a causas naturales y antrépicas. La mineria aurifera se ha relacionado estrechamente con la
morbilidad malarica, debido a la fuerte intervencion ambiental que ha ocasionado alteracion del
suelo y la hidrologia superficial, creando ambientes propicios para la cria de anofelinos.
Adicionalmente, las caracteristicas espaciales y temporales de la malaria en el municipio
Sifontes lo establecen como el foco mas importante de malaria en Venezuela (Revisado en
Moreno y col., 2014). Es por ello que el estudio epidemioldgico de la comunidad Santa Lucia de
Inaway y demés comunidades que conforman el municipio Sifontes debe ser de caracter

prioritario en los planes de control de la enfermedad.
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ANTECEDENTES
Muchos paises en América han demostrado una notable tendencia en la disminucion de la
incidencia de la malaria en la primera década del milenio, incluyendo Colombia, Brasil y Peru,
con la excepcion de Venezuela. Sin embargo, de los cuatro paises vecinos de Sur Ameérica,
solamente Colombia y Brasil han continuado demostrando una disminucién gradual en el
numero de casos confirmados de malaria por 1000 habitantes, mientras que Perd y Venezuela

han experimentado un incremento (Figura 3) (Recht y col., 2017).
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Figura 3. Casos confirmados de malaria, afios 2011-2015. EI numero de casos de malaria
confirmados en Brasil, Colombia, Per( y Venezuela se muestran por cada 1000 habitantes, de
acuerdo a los datos de la Organizacion Mundial de la Salud (2016) (Recht y col., 2017).

Adicionalmente, la Organizacion Panamericana de la Salud (PAHO, por sus siglas en inglés Pan
American Health Organization) alerté en Febrero de 2017 un incremento en los casos de malaria
severa en los paises de América, incluyendo Colombia y Venezuela, basandose en fuentes
distintas a la de la Organizacion Mundial de la Salud. Para el afio 2016 fueron notificados
83.356 casos de malaria en Colombia, con un 57% (47.497 casos) causado por P. falciparum,
39,7% (33.055 casos) por Plasmodium vivax y 3,3% (2.804 casos) por infecciones mixtas,
mientras que en Venezuela se notifico un incremento del 75% de los casos de malaria en el afio

2016 (240.613 casos) con respecto al afio 2015 (136.402 casos) (Revisado en Recht y col., 2017).
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Debido a que la malaria persiste como uno de los grandes problemas de salud publica en
Venezuela, en el pais se han realizado diferentes estudios epidemioldgicos seroldgicos y
moleculares de la malaria. Entre estos estudios destacan los siguientes.

Contreras y col. (1999), determinaron la presencia de anticuerpos contra P. falciparum en
muestras de suero de donantes de bancos de sangre, provenientes de zonas endémicas y no
endémicas para malaria. En el estudio se analizaron en 1.000 sueros la presencia de anticuerpos
mediante técnicas serologicas, como el ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IFA), ELISA 'y
dot-ELISA, también se usOd un cultivo aislado de P. falciparum como fuente antigénica.
Encontrandose, con el ensayo IFA, resultados positivos de anti-Plasmodium falciparum en 0,8%
y 3,8% de los donantes procedentes de Caracas (zona no-endémica) y Ciudad Bolivar (zona
endémica), respectivamente. Mediante el ensayo de ELISA, encontraron 0,8% de resultados
positivos en Caracas y 2% en Ciudad Bolivar. A través de estos resultados, los autores
concluyeron que la presencia de anticuerpos anti-malaricos en donantes de zona no-endémica
(Caracas) representa un riesgo potencial de malaria post-transfusional, por lo tanto, la
combinacion de un proceso de seleccion como el establecido y un historial médico adecuado
representaria un avance en la seguridad de la transfusion.

En otro estudio, Contreras y col. (2011) investigaron el riesgo de trasmisién transfusional de
malaria en bancos de sangre de areas endémicas (Sucre, Bolivar y Amazonas) y no endémicas
(Distrito Capital) para malaria en Venezuela. Para ello evaluaron un total de 762 muestras de
sangre de donantes, usando estuches comerciales para detectar tantos anticuerpos especificos (P.
vivax, P. falciparum y P. malariae), como antigenos contra la malaria (sélo P. falciparum).
Adicionalmente, estudiaron las muestras mediante microscopia y reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR). Observaron que la sensibilidad y la especificidad era mayor al detectar los
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antigenos de la malaria (100 y 99.8%, respectivamente) con respecto a la deteccién de
anticuerpos (82,2% de sensibilidad y 97,4% de especificidad). En este estudio encontraron que
donantes de Caracas, Ciudad Bolivar, Puerto Ayacucho y Cumana presentaban anticuerpos anti-
Plasmodium, con prevalencias de 1.02, 1.60, 3.23 y 3.63%, respectivamente. Sin embargo, a
través de la PCR no detectaron entre los donantes la presencia de Plasmodium. A través de estos
estudios observaron niveles significativos de seropositividad en donantes de sangre, resultado
similar a lo obtenido previamente por este grupo (Contreras y col., 1999).

Rodulfo y col. (2007a) realizaron un estudio epidemioldgico donde evaluaron la prevalencia de
la infeccién por malaria en un area endémica del estado Amazonas, Venezuela. Analizaron 200
muestras de sangre de individuos escogidos al azar del area de San Fernando de Atabapo y Santa
Barbara, del estado Amazonas, y diagnosticaron la infeccidn por malaria por observacion
microscopica y amplificacion por PCR de la secuencia del ADNr 18S. Asimismo, relacionaron
factores epidemioldgicos como edad, género, ocupacion y uso de mosquitero con la infeccion de
malaria. A través de este estudio observaron una prevalencia del 28,5% de la infeccién en la
poblacion (12% para P. vivax y 17% para P. falciparum) y no encontraron asociaciones
estadisticamente significativas entre las infecciones malaricas y factores epidemioldgicos, como
el género y ocupacién. Sin embargo, determinaron que el uso de mosquiteros era til para
prevenir las infecciones por P. vivax, pero no las infecciones por P. falciparum. El hecho de que
los mosquiteros protegen contra P. vivax, sugiere la posibilidad de la presencia de més de una
especie de Anopheles competente que transmite las especies de Plasmodium diferencialmente
Asimismo, dependiendo de la especie de Plasmodium, observaron que los patrones de

prevalencia diferian entre los diferentes grupos etarios. Finalmente, demostraron que 24,6% de
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los individuos infectados con Plasmodium eran asintomaticos, de los cuales 34,8% y 15,2%
dieron positividad para P. vivax y P. falciparum, respectivamente.

En otro estudio, Rodulfo y col. (2007b) evaluaron los tres principales métodos de diagndstico de
la malaria: microscopia, pruebas rapidas (OptiMAL™) y PCR. En este estudio analizaron
muestras de sangre de 295 individuos, de distintas locaciones de los estados Amazonas y Sucre,
y detectaron que 93 individuos estaban infectados, 66 por P. vivax, 26 por P. falciparum y uno
por ambas especies (infeccion mixta). Al analizar la sensibilidad y especificidad de cada método
de diagnostico, observaron que éstas eran altas: 95,7 y 97,9% para microscopia, 87,0 y 97,9%
para OptiMAL, y 98,0 y 100% para PCR, respectivamente. También observaron que la
sensibilidad del diagnostico por microscopia y OptiMAL disminuia cuando menor era la
parasitemia. En virtud de ellos, los autores recomendaron el uso de la microscopia y PCR para la
caracterizacion de cualquier prueba diagndstica, asi como la utilizacion de la PCR para el
diagndstico especifico de la especie, a fin de evaluar el tratamiento adecuado para la malaria.
Rodriguez y col. (2010) evaluaron la presencia de infecciones maléaricas en individuos
asintomaticos de la poblacién indigena Jivi, del estado Amazonas. Para ello realizaron un estudio
prospectivo en tres momentos (Abril, Septiembre y Diciembre, 2003), donde se determiné
mediante gota gruesa y extendido (GGE), PCR y ELISA la presencia de infecciones malaricas.
El diagnostico por microscopia mostro que en el mes de abril el 2% de las laminas eran positivas
para Plasmodium spp., 1% en el mes de septiembre y 4% en diciembre. Mientras que la
frecuencia de infecciones por PCR fue del 46% en abril, 49% en septiembre y 35% en diciembre,
con una predominancia de P. vivax en los tres momentos. Estos resultados por PCR detectaron
infecciones de Plasmodium spp. en 81% de la poblacion asintomatica. Con la prueba de ELISA

observaron que la prevalencia de anticuerpos en abril, septiembre y diciembre era de 72%, 53%
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y 60%, respectivamente. Con estos resultados concluyeron que las infecciones ocultas pudieran
ser responsables, en alguna medida, de la transmision de la malaria en la localidad y que
pudieran existir reservorios de gametocitos dentro de la comunidad, lo cual traeria como
consecuencia que personas no inmunes en Puerto Ayacucho y en areas cercanas pudiesen
contraer la infeccion.

Todos estos estudios resaltan la importancia de detectar aquellos individuos infectados con
parasitos plasmodio, pero que no muestran sintomas (asintomaticos). Aungue no existen una
definicion estandar de la infeccion plasmddica asintomatica (APl por sus siglas del inglés,
asymptomatic plasmodial infection), los individuos con API albergan el parasito como lo
demuestra la parasitemia positiva. Sin embargo, estos individuos no desarrollan ningln sintoma
durante un periodo de tiempo definido. Por lo tanto, la API constituye un importante obstaculo a
los esfuerzos de erradicacion del paludismo, representando un serio problema de salud por las
siguientes razones: (1) sirven como reservorios de parésitos, que permiten que la malaria
permanezca en el tiempo dentro de la poblacion, ya que pueden transmitir el pardsito a
individuos no infectados, (2) los portadores asintomaticos representan un riesgo grave para la
seguridad en bancos de sangre, ya que los portadores de APl pueden transmitir la malaria a
través de transfusiones de sangre y (3) los individuos infectados con el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) con API algunas veces exhiben un aumento de la carga viral,
incrementando la transmision del VIH y acelerando la progresion y severidad de la enfermedad
en paises endémicos para la malaria (Revisado en De Mendonga y Barral-Netto, 2015).

La API se puede atribuir a varios factores, incluidas las diferencias entre especies de
Plasmodium y los mecanismos de proteccion del hospedero. La API estd frecuentemente

asociada con personas mayores que viven en areas endémicas, ya que es probable que, en el
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tiempo al tener una mayor exposicion a la malaria y a su vector en entornos endémicos,
adquieren una inmunidad parcial. En el mismo contexto, las personas que hayan tenido varios
episodios previos de malaria sintoméatica son mas propensas a convertirse en portadores
asintomaticos a la infeccién por Plasmodium. Por lo tanto, la respuesta inmunitaria subyacente
en la infeccion asintomatica necesita ser dilucidada (Revisado en: De Mendonca y Barral-Netto,
2015).
Considerando la relevancia de detectar aquellos individuos con API en la poblacion, ya que los
portadores asintomaticos de la infeccion por Plasmodium representan una gran amenaza para el
control de la malaria en todo el mundo, al ser fuente natural silenciosa que no buscan atencién
médica y que no existen criterios estdndares para infeccion malarica asintomética, basandose el
diagnostico en la presencia del parasito durante un periodo especifico de la infeccidn, se plantean
los siguientes objetivos:
OBJETIVOS

Objetivo general
Caracterizar por epidemiologia seroldgica y molecular la malaria en la comunidad de Santa
Lucia de Inaway, Estado Bolivar, Venezuela.
Objetivos especificos

1. Caracterizar demograficamente la comunidad de Santa Lucia de Inaway.

2. Caracterizar desde el punto de vista clinico a los individuos de la comunidad en base a la

presencia de sintomas compatibles con la malaria.
3. Determinar la seroprevalencia de malaria en los individuos de la comunidad, mediante la

deteccion de anticuerpos 1gG contra la proteina principal de la superficie del merozoito
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de Plasmodium vivax PvMSP-119 y la proteina rica en glutamato de Plasmodium
falciparum (GLURP).

Determinar la prevalencia de la infeccion por Plasmodium spp. mediante diagnostico
molecular en los individuos de la comunidad.

Determinar la frecuencia de los alelos del gen DARC en individuos Plasmodium vivax
positivos.

. Correlacionar la variabilidad del gen DARC y el indice de reactividad de los Anticuerpos

IgG contra P. vivax.
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MATERIALES Y METODOS

1. Poblacién

En la presente investigacion se incluyeron 134 individuos, procedentes de la comunidad
indigena Santa Lucia de Inaway, ubicada en la parroquia San Isidro, ciudad Las Claritas,
municipio Sifontes, estado Bolivar, Venezuela. Las muestras de sangre de estos individuos
fueron recolectadas en salidas de campo realizadas por el equipo de trabajo del Centro para
Estudios sobre Malaria (CEM)-IAE Dr. Arnoldo Gabaldon, ubicado en la Universidad Central de
Venezuela, y el Centro de Investigacion de Campo Francesco Vitanza en Tumeremo, Estado
Bolivar, en julio del 2017.

A las personas se les informd sobre el estudio y se solicito su participacién mediante la firma
de un documento de consentimiento informado, aprobado por el comité Etico-Cientifico del
Instituto de Medicina Tropical-Universidad Central de Venezuela. Los menores de edad que
accedieron a participar voluntariamente debieron contar con el consentimiento firmado de sus
tutores legales.

A través de una encuesta clinico-epidemioldgica, realizado por el personal del Centro para
Estudios sobre Malaria (CEM)-IAE Dr. Arnoldo Gabaldén, se recopilé toda la informacién
sociodemografica (edad, sexo, tiempo viviendo en el area, ocupacion, etnia), y clinico-
epidemioldgica (antecedente malédrico, nimero de episodios maléricos, consumo de
antimalaricos, uso de repelente, mosquitero o tela metalica, y condicion clinica) de la poblacién
de estudio. Por otra parte, se consideraron como individuos sintométicos aquellos que mostraron
cualquier sintoma relacionado con la malaria (temperatura corporal de 38°C o superior, y/o
cefalea persistente, dolor general o debilidad) en el momento de la recoleccion de la muestra de

sangre o declarado por el paciente o tutor legal, y los individuos asintomaticos como aquellos
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gue no mostraron o declararon ninguna sintomatologia compatible con malaria al momento de la
toma de muestra.

Criterios de inclusion:

Individuos sin consideracion de sexo, > 5 afios, quienes quisieron participar voluntariamente en
el estudio.

Con permanencia en el area endémica durante un tiempo mayor a un mes.

Criterios de exclusion:

Individuos menores de 5 afios de edad.

Individuos sin informacion en la ficha epidemioldgica.

Personas con enfermedades cronicas o con el sistema inmunologico comprometido, tales como

individuos con trasplantes o en quimioterapia, igualmente personas con patologias autoinmunes.

2. Diagnéstico parasitologico:
Se realizé a partir de muestras de sangre capilar del 16bulo de la oreja, mediante gota gruesa y
extendido de sangre (GGES) coloreado con Giemsa (Bruce-Chwatt, 1986; Alger, J.,
1999). La observacion y diferenciacion morfologica de los plasmodios estuvo a cargo del
personal del Centro de Investigacion Francesco Vitanza (CIFV) en Tumeremo, Estado Bolivar.
Asimismo, el examen fisico de los individuos incluidos en el estudio fue realizado por el Dr.
Oscar Noya del Centro para Estudios sobre Malaria-Instituto de Altos Estudios “Dr. Arnoldo

Gabaldon”/ Instituto de Medicina Tropical-Universidad Central de Venezuela.
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3. Extraccion de ADN gendmico:

El ADN gendmico se obtuvo a partir de 5 mL de sangre periférica utilizando EDTA como
anticoagulante, empleando el método con solvente organico (Bunce, 2000). El procedimiento fue
el siguiente:

La muestra de sangre periférica se centrifugd por 10 minutos a 1000 g para obtener los
leucocitos (capa blanca), éstos se lavaron con 10 mL de buffer de lisis de células rojas (RCLB:
Red Cell Lysing Buffer) y se agitd por inversion. Luego se centrifugd de nuevo por 10 minutos a
1000 g, se descart6 el sobrenadante y se repitio el lavado con RCLB hasta obtener un precipitado
de leucocitos blanco. El precipitado se re-suspendioé en 3 mL de buffer de lisis nuclear (NLB:
Nuclear Lysing Buffer) y se dejo en bafio a 56 C hasta disolverse. Una vez disuelto, se afiadid 1
mL de cloruro de sodio (NaCl 5,25 M), se agit6 en vortex y se afiadio 2 mL de cloroformo, se
agitd nuevamente hasta formar una solucion lechosa, luego se centrifugd por 20 minutos a 1000
g. Posteriormente, se aspir0 la fase acuosa que contiene el ADN vy se transfirio a un tubo de
polipropileno. A la fase acuosa extraida se le afiadio 2 volimenes de etanol 95% frio y se roto el
tubo hasta que la malla de ADN precipitara. La malla de ADN se tom6 con una pipeta de
polipropileno y se transfirié a un tubo estéril de 1,5 mL. EI ADN se lavd con etanol 70%, se
centrifugd durante 5 minutos a méxima velocidad y se retird el exceso de etanol. Finalmente, el
ADN se re-suspendié en buffer TE 1X (Tris2 M pH 7.6 y EDTA 0.25 M pH 8).

4. Determinacion de la concentracion del ADN genémico:

La concentracion de ADN gendmico se estimé por lectura de la densidad optica (D.O.),
midiendo la absorbancia a 260nm y a 280nm de cada muestra (2 plL) utilizando un nanodrop

(NanoDrop™ 2000, Thermo Scientific).
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La concentracion del ADN (ug/mL) se determing a través de la formula:

[ADN] doble cadena = 50 pg /mL (factor constante) x DO 260nm.

1DO260nm = 50 ug de ADN/mL

También se calculd la relacion DO260nm/D0O280nm para estimar la pureza del ADN (la cual
debio ser mayor a 1,6).

5. Calidad del ADN:

La calidad del ADN gendémico se verific6 mediante electroforesis en gel de agarosa
(Agarosa LE, ACTGENE) al 0,75% en TBE 1X (0,5 M Tris-HCL, 0,6 M acido borico, 10 mM
EDTA-Na2, pH=8,2) coloreado con bromuro de etidio (0,5 pg/mL), y se visualizd en un
transiluminador UV (ultravioleta). En cada pozo del gel se coloco 5 uL. de ADN mezclado con 2
uL de buffer de carga (Orange G), se utilizo como control 5 pL del ADN del Fago Lambda
(Promega) sin digerir (200 ug/mL). La corrida electroforética se realizé a 100 voltios durante 30
minutos.

6. Estudio Molecular:

Para el diagnostico molecular de Plasmodium spp. y el anélisis del gen DARC se utilizo la
técnica conocida como reaccion en cadena de la polimerasa o PCR (del inglés, Polymerase
Chain Reaction). Esta técnica fue descrita en 1983 por Kary Mullis (Mullis y Faloona, 1987). El
principio basico de la PCR es el incremento exponencial de la secuencia especifica de ADN
utilizando iniciadores oligonucleotidicos, cuyas secuencias corresponden con la secuencia
blanco y delimitan el segmento de ADN a amplificar (Mullis y Faloona, 1987).

6.1 Método para el diagndstico molecular de P. vivax y P. falciparum:

La deteccion de Plasmodium falciparum y Plasmodium vivax se realizé utilizando los

iniciadores y el protocolo descrito por Cunha y colaboradores (Cunha y col., 2009). (Tabla 1).

24



Con este protocolo la secuencia blanco es el ADN mitocondrial, amplificandose por PCR los
genes citocromo c oxidasa de P. falciparum (cox Ill) y de P. vivax (cox I), en las muestras
positivas para estos parasitos. Este es un método de PCR simple y sensible para detectar P.
falciparum y P. vivax, con una sensibilidad y especificidad del 100%, constituyéndose en un
buen método de diagndstico, especialmente porgue solo involucra un paso, lo que lo hace menos
laborioso y lento en comparacion con la PCR anidada (Cunha y col., 2009).

Tabla 1. Secuencia de los iniciadores para determinar el ADN mitocondrial de Plasmodium
falciparum y Plasmodium vivax.

Iniciadores Secuencia Tamaro del
producto
amplificado

P.f. sentido 5’-CCTGCATTAACATCATTATATGGTACATCT-3’ 273 pb
P.f. 5’-GATTAACATTCTTGATGAAGTAATGATAATACCTT-3’

antisentido

P.v. sentido 5’-AAGTGTTGTATGGGCTCATCATATG-3’ 290 pb
P.v. 5’- CAAAATGGAAATGAGCGATTACAT-3’

antisentido

Para la deteccion de P. vivax y P. falciparum se prepararon dos mezclas de reaccién por
separado. La PCR se realiz6 en un termociclador Applied Biosystem empleando la siguiente
mezcla de reaccion: PCR Buffer 1X, 1 uM de cada uno de los iniciadores especificos (Tabla 1),
2,5 mM de KCI, 0,4 mM de Tris-HCI, 0,2 mM de dNTP mix, 3,5 mM de MgCly, 2,5 U/uL de la
enzima DNA polimerasa EconoTaqg (Lucigen), 1 uL de muestra de ADN gendémico y agua
destilada para completar un volumen total de reaccién de 10 ulL. En todas las reacciones se
incluyé un control negativo (mezcla de reaccion sin ADN) y un control positivo (mezcla de

reaccion con ADN de un individuo con diagnostico P. falciparum o P.vivax positivo).
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La condicién de la PCR fue la siguiente: un paso inicial de desnaturalizacion a 96°C por 5
minutos; 35 ciclos de: 95°C por 1 minuto; 60°C (P. falciparum) o 62°C (P. vivax) por 1 minuto
y 72°C por 1 minuto. Finalmente, una extension de 10 minutos a 72°C.

El producto de PCR (273 pb para P. falciparum y 290 pb para P. vivax) se verificd en geles
de agarosa al 1,5% (Agarosa LE, ACTGENE), tefiidos con bromuro de etidio (0,5 pg/mL). La
corrida se realizé a 100 V por 30 minutos, utilizando como referencia un marcador de tamafio
molecular de 100 pb (Lucigen).

6.2 Determinacion de los alelos del gen DARC (DUFFY):

Para el analisis del polimorfismo del gen DARC se utiliz6 la técnica PCR-SSP (reaccion en
cadena de la polimerasa con iniciadores de secuencia especificas), la cual se fundamenta en que
solo los iniciadores cuyas secuencias son perfectamente complementarias a la muestra del ADN,
hibridan y producen el fragmento correspondiente al gen de interés (Shymala y Ames, 1993).
Posteriormente, los fragmentos de ADN amplificados son separados mediante electroforesis en
geles de agarosa, previamente tefiidos con bromuro de etidio. La interpretacion de los resultados
de la PCR-SSP se basa en la presencia o ausencia de un fragmento especifico de ADN. Dado que
la amplificaciéon durante la reaccion de PCR puede ser adversamente afectada por diversos
factores (errores de pipeteo, calidad deficiente del ADN, presencia de inhibidores, etc.), es
incluido un par de iniciadores que amplifican un control interno. Este par de iniciadores
amplifican una regién conservada de un gen constitutivo, que esta presente en todas las muestras
de ADN humano y se utiliza para verificar la eficacia de la reaccién de PCR. En presencia de
una banda positiva de tipificacion (amplificacion especifica de un alelo), el producto del par de

iniciadores del control interno puede estar débil o ausente debido a las diferencias en
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concentracion y a las temperaturas de fusidn entre los pares de iniciadores especificos y el par de
iniciadores del control interno.
La determinacion de los alelos del gen DARC se realiz6 utilizando los iniciadores y el protocolo

descrito por Olsson y col., 1998 (Tabla 2).

Tabla 2. Secuencia de los iniciadores para determinar los alelos del gen DARC.
Se emple6 como control interno de la PCR el gen ABO.

Variante Iniciador Secuencia (5°-3’) Tamario del
polimoérfica producto
amplificado
FYA FYAB2 5-CTCATTAGTCCTTGGCTCTTAT-3’ 711 pb
FYAREV1 5-AGCTGCTTCCAGGTTGCAC-3’
FYB FYAB2 5-CTCATTAGTCCTTGGCTCTTAT-3’ 711 pb
FYBREV2 5-AGCTGCTTCCAGGTTGGCAT-3’
EY GTAFY2 5-CTCATTAGTCCTTGGCTCTTAC-3’ 711 pb
FYBREV2 5-AGCTGCTTCCAGGTTGCAC-3’
ABO ABO-516 5-GCTGGAGGTGCGCGCCTAC-3’ 419 pb

ABO-926 5’-ACGAATTCTACTTGTTCAGGTGGCTCTCGTC-3’

Se prepararon tres mezclas de reaccion por separado (correspondiente a los tres alelos del

gen DARC) para cada paciente a evaluar. La PCR se realiz6 en un termociclador Applied
Biosystem empleando la siguiente mezcla de reaccion: PCR Buffer 1X, 1 uM de los iniciadores
respectivos para cada alelo FY, 0,1 uM de los iniciadores ABO-516 y ABO-926, 2,5 mM de
KCL, 0,4 mM de Tris HCL, 0,2 mM de dNTPs mix, 2,0 mM de MgCly, 1,25 U/uL de la enzima
DNA polimerasa GoTaq (Promega), 1 uL de muestra de ADN gendémico y agua destilada hasta

completar un volumen total de reaccion de 10 upL. Se incluyd un control negativo (mezcla de
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reaccion sin ADN) para descartar contaminacion y un control positivo (mezcla de reaccion con
ADN de un individuo con alelo FY conocido)

La condicion para la amplificacion fue la siguiente: 96°C por 8 minutos, seguida por 10
ciclos con: desnaturalizacién 94°C por 20 segundos, hibridacién a 69°C por 1 minuto, seguida
por 25 ciclos con las siguientes caracteristicas: desnaturalizacion 94°C por 20 segundos,
hibridacion 64°C por 30 segundos y extension a 72°C por 1 minuto. Luego una extension final a
72°C por 10 minutos.

El producto de PCR se verificd en geles de agarosa al 1,5% (Agarosa LE, ACTGENE)
tefiidos con bromuro de etidio (0,5ug/mL). La corrida se realizd a 100 V por 30 minutos,
utilizando como referencia un marcador de tamafio molecular de 100 pb (Lucigen).

7. Método para el diagnéstico inmunolégico de anticuerpos IgG contra Plasmodium
spp.

7.1 Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) para la deteccion de
anticuerpos lIgG contra la proteina PvMSP—-11s.

La presencia de anticuerpos 1gG anti-P. vivax en los sueros de los individuos incluidos en el
estudio, se determind mediante el Ensayo Inmunoenzimatico Ligado a Enzima (ELISA: Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) indirecto. Este ensayo se fundamenta en la deteccion de
anticuerpos presentes en muestras de suero o plasma, contra un antigeno especifico inmovilizado
en una superficie de poliestireno. La reaccion antigeno-anticuerpo es detectada mediante un
anticuerpo secundario marcado con una enzima (conjugado) contra el anticuerpo primario. La
deteccion tiene mayor sensibilidad por presentar una amplificacion de sefial debida a la hidrdlisis
del sustrato especifico de la enzima acoplada en el conjugado. La intensidad de la reaccién

colorimétrica permite determinar indirectamente mediante espectrofotometria la reactividad de
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los anticuerpos presentes en la muestra evaluada frente al antigeno especifico (Voller y Engvall,
1974).

La estandarizacion del presente protocolo fue realizada por la Lic. Marilyan Toledo, la Lic.
Ana Cecilia Bruces, la Magister Albina Wide, del Instituto de Medicina Tropical de la
Universidad Central de Venezuela y mi persona. La proteina recombinante PvMSP-119 fue
sintetizada en la Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia (FIDIC), Bogota-Colombia.

El procedimiento fue el siguiente, se sensibilizaron placas de ELISA NUNC MaxiSorb™
(Thermo Fisher Scientific) con la proteina recombinante PvMSP-119 a la concentracion de 10
ug/mL en Buffer Carbonato/Bicarbonato pH 9,6 (50 ulL/pozo), incubadas en camara humeda a
4°C durante 18 horas. Luego de descartar el antigeno se realizaron tres lavados con PBS-Tween
20 al 0,05% incubando a temperatura ambiente durante 10 minutos cada vez. Los pozos fueron
blogueados con leche descremada al 5% en PBS-Tween 20 al 0,05% (100 uL/pozo), y se incub6
durante dos horas en camara humeda a 37°C. Se descarto la solucion de blogueo y se realizd un
lavado con PBS-Tween 20 al 0,05%. Posteriormente, se colocaron los sueros de referencia
(sueros positivos y negativos para anticuerpos anti-P. vivax) y los sueros problemas por
duplicados a la dilucién 1:100 en solucion de bloqueo (50 plL/pozo), y se incubd durante una
hora en camara himeda a 37°C. Posteriormente, se realizaron tres lavados con PBS-Tween 20 al
0,05% incubando a temperatura ambiente durante 10 minutos cada vez. Se adiciond el conjugado
anti-lgG acoplado a Fosfatasa Alcalina (SIGMA) a la dilucién 1:1000 en solucién de bloqueo
(50 uL/pozo) y se incubd durante una hora en cdmara hiumeda a 37°C. Se lavaron los pozos dos
veces con PBS-Tween 20 al 0,05%. Finalmente, el revelado se llevé a cabo adicionando 50
uL/pozo del sustrato p-nitrofenil fosfato 1 mg/mL (SIGMA) en Dietanolamina pH 9,6. Las

lecturas de densidad dptica (D.O) se registraron a los 10 y 30 minutos post-incubacion en un
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lector de ELISA (TECAN SUNRISE™) a 405 nm, tomando como referencia las D.O de los
sueros de referencia.

7.2 Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) para la deteccién de
anticuerpos 1gG contra la proteina rica en glutamato de Plasmodium falciparum (GLURP-
154).

El péptido sintético de la proteina GLURP-154 utilizado en este estudio fue sintetizado en el
Laboratorio de Péptidos del Instituto de Medicina Tropical (IMT), Universidad Central de
Venezuela (Zerpa y col., 2006). Asimismo, este ensayo fue previamente estandarizado por el
personal del Instituto de Medicina Tropical de la Universidad Central de Venezuela.

Las placas de ELISA NUNC MaxiSorb™ (Thermo Fisher Scientific) se sensibilizaron con
el péptido sintético de la proteina GLURP-154 a una concentracion de 20 ug/mL (previamente
estandarizado) en Buffer Carbonato/Bicarbonato pH 9,6 (50 uL/pozo), se incubaron en camara
himeda a 4°C durante 18 horas. Luego de descartar el antigeno se realizaron tres lavados con
PBS-Tween 20 al 0,05%, incubando a temperatura ambiente durante 10 minutos cada vez. Los
pozos fueron blogueados con leche descremada al 5% en PBS-Tween 20 al 0,05% (100
uL/pozo), y las placas se incubaron durante dos horas en cdmara hiumeda a 37°C. Una vez
descartada la solucion de bloqueo se realizd un lavado con PBS-Tween 20 al 0,05%.
Posteriormente, se colocaron los sueros de referencia (positivos y negativos) y los sueros
problemas a la dilucion 1:100 en solucién de blogueo (50 uL/pozo), se incubé durante una hora
en camara humeda a 37°C. Seguidamente, se realizd tres lavados con PBS-Tween 20 al 0,05% y
se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos cada vez. Se adicioné el conjugado anti-
lgG acoplado a Fosfatasa Alcalina (SIGMA) dilucién 1:1000 en solucion de bloqueo (50

uL/pozo) y se incub6 durante una hora en cdmara himeda a 37°C. Se realiz6 dos lavados rapidos
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con PBS-Tween 20 al 0,05%. Finalmente, el revelado se llevé a cabo adicionando 50 uL/pozo de
p-nitrofenil fosfato 1 mg/mL (SIGMA) en Dietanolamina pH 9,6 y se realizaron las lecturas de
densidad éptica (D.O) a los 10 y 15 minutos post-incubacion en un lector de ELISA (TECAN
SUNRISE™) a 405 nm, tomando como referencia las D.O de los sueros de referencia.

7.3 Determinacion del punto de corte.

El punto de corte necesario para determinar el indice de reactividad de los anticuerpos se
determind evaluando 36 muestras de individuos aparentemente sanos, sin antecedentes de
infeccion malarica, procedentes de zonas sin transmision de malaria, no infectados por
Plasmodium spp. y sin antecedentes de transfusion sanguinea.

Este punto se determind a partir de la media de las densidades Opticas de los sueros
negativos mas tres desviaciones estandar de dichos valores. Posteriormente se determind el
indice de reactividad (IR) de los anticuerpos IgG de las muestras problemas.

8. Andlisis estadistico:

Los analisis descriptivos (frecuencias) se realizaron con el paquete estadistico SPSS Statistics 17
(Nie, N., Hull, H., Bent, D. 2011. SPSS. Chicago: IBM).

Frecuencias alélicas y genotipicas de los alelos FYA, FYBy FY del gen DARC.

Las frecuencias alélicas (FA) y frecuencias genotipicas (FG) se determinaron por conteo directo
a partir de los fenotipos asignados a cada individuo.

Frecuencia alélica. Se determiné el nimero de veces que se observé el alelo y se dividio entre
dos veces el numero total de individuos estudiados (N).

FA= n° veces que se observa el alelo
2N

Frecuencia genotipica. Se determind el nimero de veces que se observé el genotipo y se

dividio entre el namero total de individuos estudiados (N).
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FG= n° veces gue se observa el genotipo
N

Determinacion del indice de reactividad (IR) de los anticuerpos IgG.

Se determino el indice de Reactividad (IR) de los anticuerpos IgG contenido en los sueros
problemas mediante la relacion de la densidad éptica (D.O.) de la muestra problema y el valor
(D.0O.) del punto de corte (Cassiano y col., 2016), a través la formula:

IR= DO muestra problema
DO Punto de corte

Las muestras con un IR mayor a uno (>1) se consideraron como positivas.
Analisis de correlacion.

La correlacion denota una relacion entre dos o més variables, es decir, el cambio en una
variable esta acompafiado de cambio en la otra. El resultado final de un analisis de correlacion
mide la fuerza, el alcance de la relacién entre las variables y su direccion. El resultado es
indicado como un coeficiente de correlacion (r) que va de +1.0 a -1.0. Cuanto mas cerca estén los
coeficientes de +1,0 y -1,0, mayor sera la fuerza de la relacion entre las variables. En general, r>
0 indica una relacién positiva y r <0 indica una relacion negativa, mientras que r = 0 indica que
no hay relacion, o que las variables son independientes y no estan relacionadas. En el caso
positivo, ambas variables aumentan o disminuyen juntas en la misma direccion, por el contrario,
en el caso negativo el cambio se produce en la direccion opuesta, de modo que el aumento de

una variable esta acompafiado de un descenso en la otra.

El coeficiente de correlacion de Pearson se determind con el paquete estadistico SPSS
Statistics 17 (Nie N, Hull H, Bent D. 2011. SPSS. Chicago: IBM).
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RESULTADOS
Caracteristicas socio-demogréficas de la poblacién de estudio.

En el estudio se incluyeron 134 individuos pertenecientes a la comunidad Santa Lucia de
Inaway, municipio Sifontes, estado Bolivar. En la Tabla 3 se muestra las caracteristicas socio-
demogréficas de los individuos incluidos en el estudio. Como se puede observar, el 32,08% (43)
de los habitantes eran del sexo masculino y 67,91% (91) del sexo femenino. La edad media de
los individuos fue de 24 + 17 afios, siendo la edad minima 5 afios y la méaxima 79 afios. Al
establecer los grupos etarios, se encontro la siguiente distribucion: 32,84% individuos en edad
escolar, 20,15% adolescentes, 29,85% adultos jovenes, 14,93% adultos contemporaneos y 3,73%
adultos mayores. El 15,67% (21) de los habitantes tenian <5 afios viviendo en el area, 23,13%
(31) de 6 a 10 afios y 58,21% (78) mas de 10 afios de residencia en el lugar. Ademas, un 48,50% (65)
de los habitantes eran estudiantes, 22,39% (30) amas de casa y 6,72% (9) mineros. En relacién con
la etnia, el 76,12% de la poblacidén eran Amerindia de la etnia Pemon, 21,64% mestizos/criollos

y 1,49% de ascendencia africana.

33



Tabla 3. Caracteristicas socio-demograficas de los individuos de la comunidad de Santa
Lucia de Inaway.

Caracteristicas Individuos evaluados
(n=134)
Sexo:
Hombres 32,09 (43)
Mujeres 67,91 (91)
Edad (X + DE afios) 24 +17
Rango de edad (afios) 5-79
Grupos etarios:
Escolar (5-12 afios) 32,84 (44)
Adolescentes (13-18 afios) 20,15 (27)
Adultos jovenes (19-40 afios) 29,85 (40)
Adultos contemporaneos (41-60 afios) 14,93 (20)
Adultos mayores (61 afios 0 mas) 3,73 (5)
Tiempo de residencia (afios):
<5 afios 15,67 (21)
6 a 10 afios 23,13 (31)
> 10 afios 58,21 (78)
Ocupacion:
Agricultor 0,75 (1)
Alfareria 0,75 (1)
Ama de casa 22,39 (30)
Campesino 1,49 (2)
Carpintero 0,75 (1)
Caocinera 2,24 (3)
Comerciante 2,99 (4)
Costurera 1,49 (2)
Docente 4,48 (6)
Estudiante 48,51 (65)
Minero 6,71 (9)
Obrero 2,24 (3)
No especifica 5,22 (7)
Grupo étnico:
Amerindio 76,11 (102)
Mestizo/Criollo 21,64 (29)
Ascendencia Africana 1,49 (2)

Nota: La frecuencia esta expresada en porcentaje. Los valores mostrados entre paréntesis

representan el nimero de individuos.
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Al agrupar a los individuos de los diferentes grupos etarios en relacion al sexo,
observamos que los individuos del sexo masculino eran principalmente escolares (41,86%) y las
del sexo femenino adultas jovenes (34,07%), sin embargo, las diferencias no fueron
significativas (Tabla 4).

Tabla 4. Distribucion de los grupos etarios de la comunidad de Santa Lucia de
Inaway con relacion al sexo.

Sexo

Masculino Femenino

Grupos etarios (n=43) (n=91)
Escolar (5-12 afios) 41,86 (18) 28,57 (26)
Adolescentes (13-18 afios) 25,58 (11) 17,58 (16)
Adultos jovenes (19-40 afios) 20,93 (9) 34,07 (31)
Adultos contemporaneos (40-60 afios) 9,30 (4) 15,38 (14)

Adultos mayores (> 61 afos) 2,33 (1) 4,40 (4)

Nota: La frecuencia esta expresada en porcentaje. Los valores mostrados entre paréntesis

representan el nimero de individuos.

Caracteristicas clinico-epidemiolégicas de la poblacion de estudio.

En la Tabla 5 se muestran las caracteristicas clinico-epidemioldgicas de los individuos incluidos
en el estudio. Como se puede observar, el 82,08% de los habitantes afirm6 haber presentado al
menos algun episodio por Plasmodium spp., de los cuales 58,21% manifest6 haber sufrido de 1-5
episodios, 10,45% de 6-10 episodios y 13,43% mas de 10 episodios. Por otra parte, 79,85% de
los habitantes habian sido tratados con antimaléaricos. En cuanto al uso de mosquiteros, el
72,39% de los individuos manifesté que se hacian uso de los mismos. Asimismo, 5,22% de los

individuos manifestaron hacer uso de telas metalicas en ventanas y puertas de las viviendas,
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8,21% hace uso de repelentes y un 8,96% realiza rociamientos intradomiciliarios. Finalmente,
basados en la ausencia o presencia de sintomas/signos compatibles con la malaria, en el
momento de la toma de la muestra, los individuos se clasificaron clinicamente en sintomaticos y
asintomaticos. Presentando el 55,97% de los individuos manifestaciones clinicas de malaria y un
42,54% ausencia de las mismas.

Tabla 5. Caracteristicas clinico-epidemioldgicas de los individuos de la comunidad de Santa
Lucia de Inaway.

Caracteristicas Individuos evaluados
(n=134)
Antecedentes malaricos:
Si 82,09 (110)
No 16,42 (22)

Ingestion Antimalaricos:

Si 79,85 (107)
No 17,91 (24)
Mosquiteros:

Si 72,39 (97)
No 21,64 (29)
Telas metélicas:

Si 5,22 (7)
No 88,06 (118)
Repelente:

Si 8,21 (11)
No 83,58 (112)

Rociamiento intradomiciliario:
Si 8,96 (12)
No 85,07 (114)

Sintomatologia:
Sintomaticos 55,97 (75)
Asintomaticos 42,54 (57)

Nota: La frecuencia estd expresada en porcentaje. Los valores mostrados entre paréntesis

representan el nimero de individuos.
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En la tabla 6 se muestra la frecuencia de los principales sintomas manifestados, en el momento
de la toma de la muestra, por los individuos de la comunidad de Santa Lucia de Inaway. Como se
puede observar, el dolor de cabeza fue el principal sintoma (66,36%), seguido por malestar
general (58,18%), fiebre (54,55%) y escalofrios (52,73%).

Tabla 6. Principales sintomas manifestados por los individuos de la comunidad de Santa
Lucia de Inaway.

Sintomas clinicos Individuos Sintoméaticos
(n=75)
Fiebre 54,55 (60)
Escalofrios 52,73 (58)
Sudoracion 47,27 (52)
Debilidad 49,09 (54)
Mareos 47,27 (52)
Nauseas 33,64 (37)
Vomitos 25,45 (28)
Palidez 34,55 (38)
Ictericia 3,64 (4)
Dolor de cabeza 66,36 (73)
Dolor de espalda 40,00 (44)
Dolor muscular 44,55 (49)
Dolor abdominal 41,82 (46)
Dolor en 0jos 36,36 (40)
Alteraciones mentales 3,64 (4)
Confusion mental 1,82 (2)
Hemorragia 1,82 (2)
Diarrea 17,27 (19)
Malestar general 58,18 (64)
Dificultad respiratoria 7,27 (8)
Falta de apetito 31,82 (35)
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Nota: La frecuencia esta expresada en porcentaje. Los valores mostrados entre paréntesis

representan el nimero de individuos.

Calidad del ADN gendmico.

La extraccion del ADN gendmico de los leucocitos de las muestras de sangre venosa
periférica, tomada a cada uno de los individuos, se realiz6 empleando cloroformo, como solvente
organico. Una vez obtenido el ADN genomico, se procedio a realizar su visualizacion en geles
de agarosa al 0,75% en TBE 1X tefiidos con bromuro de etidio, colorante utilizado para la
deteccion de las bandas de ADN, lo que permitié evidenciar la calidad del ADN extraido, asi
como estimar su concentracion al compararlo con un patrén ajustado a 200 pg/mL (Fago
Lambda) (Figura 4). De las 134 muestras evaluadas, 91,04% (122) presentaban un ADN no

fragmentado y el 8,96% (12) un ADN fragmentado, estas Gltimas se excluyeron del estudio.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

2N L ey = ~d\~lwvwwww

Figura 4. Visualizaciéon de los ADN genomicos, mediante electroforesis en gel de agarosa
(0,75%) en buffer TBE 1X, coloreado con bromuro de etidio. Observamos el ADN gendémico
(carriles 2 al 14) correspondientes a muestras de ADN de individuos incluidos en el estudio, asi
como el fago lambda ajustado a 200 pg/ml (carril 1).

Prevalencia de la infeccion malérica mediante diagndstico parasitoldgico.
El andlisis del examen parasitoldgico (gota gruesa y extendido) mostré que 96,27% de los
individuos eran negativos para parasitos Plasmodium spp, mientras que 3,73% estaban

infectados con Plasmodium vivax. La observacion y diferenciacion de los plasmodios estuvo a
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cargo del personal de microscopistas del Centro de Investigacion de Campo Francesco Vitanza

(CIFV) en Tumeremo, Bolivar.

Diagndstico molecular de Plasmodium spp.

Para el diagndstico molecular de infecciones maléricas por P. vivax o P. falciparum, se
realiz6 mediante la técnica de PCR de una ronda basada en la deteccion del ADN mitocondrial
de este parasito. El diagndstico molecular solo se realizd en aquellos individuos con datos
demogréficos, epidemioldgicos y clinicos completos (n=110 individuos). En las figuras 5y 6 se
muestra un gel representativo de los productos del PCR del ADN mitocondrial de P. vivax y de P.

falciparum, respectivamente.
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Figura 5. Visualizacion de los productos amplificados de PCR correspondiente al gen
citocromo c oxidasa de Plasmodium falciparum (coxlIll), en gel de agarosa (1,5%) en buffer
TBE 1X, coloreado con bromuro de etidio. El carril 1 corresponde al marcador de tamafio
molecular de 100 pb; los carriles del 2-10 a muestras de individuos negativos para P. falciparum,
el carril 4 corresponde a un individuo positivo para P. falciparum (273 pb); el carril 11 al control
negativo (mezcla de reaccion sin ADN) y el 14 al control positivo (P. falciparum, ADN de
individuo infectado).
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290 pb

Figura 6. Visualizacion de los productos amplificados de PCR correspondiente al gen
citocromo c oxidasa de Plasmodium vivax (coxl), en gel de agarosa (1,5%) en buffer TBE
1X, coloreado con bromuro de etidio. El carril 1 corresponde al marcador de tamafio molecular
de 100 pb; el carril 2 a una muestra de un individuo positivo para P. vivax (290 pb); los carriles
del 3-10 corresponden a muestras de individuos negativos para P. vivax; el carril 11 al control
positivo (P. vivax, ADN de individuo infectado) y el carril 14 el control negativo (mezcla de
reaccion sin ADN).

Prevalencia molecular de la infeccion malarica.

La prevalencia de la malaria en la poblacion de estudio fue de 19,09%, en que 11,82% de los
casos eran infecciones por P. vivax, 4,55% por P. falciparum y un 2,73% infecciones mixtas (P.
vivax + P. falciparum) (Tabla 7).

Tabla 7. Prevalencia molecular de infecciones maléaricas en la comunidad Santa Lucia de

Inaway.
Especies N° de personas
evaluadas (n=110)
P. vivax
Negativo 88,18 (97)
Positivo 11,82 (13)
P. falciparum

Negativo 95,45 (105)
Positivo 4,55 (5)

Pv + Pf

Negativo 97,27 (107)
Positivo 2,73 (3)
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Nota: La frecuencia esta expresada en porcentaje. Los valores mostrados entre paréntesis
representan el nimero de individuos.

En cuanto a la distribucion de individuos infectados con Plasmodium spp., agrupados de acuerdo
a la edad, se observo que la mayor proporcion de infectados se encontraba dentro del grupo
escolar (38,10%), sin embargo, la diferencia no fue estadisticamente significativa (Tabla 8).
Asimismo, se observd que 52,38% de los infectados eran del sexo femenino y un 47,62% del
sexo masculino.

Tabla 8. Frecuencia de individuos infectados y no infectados, de la comunidad de Santa
Lucia de Inaway, agrupados por grupos etarios.

Grupos etarios Infectados* No infectados*
(n=21) (n=89)
Escolar 38,10 (8) 28,09 (25)
Adolescentes 23,81 (5) 19,10 (17)
Adultos jovenes 19,05 (4) 33,71 (30)
Adultos contemporaneos 14,29 (3) 15,73 (14)
Adultos mayores 4,76 (1) 3,37 (3)

Nota: La frecuencia esta expresada en porcentaje. Los valores mostrados entre paréntesis
representan el numero de individuos. *Individuos evaluados mediante diagnostico molecular
(PCR).

Al analizar la frecuencia de los individuos infectados con respecto al nimero de episodios
malaricos, previamente presentados, el 19,05% manifestd no haber padecido infecciones previas,
por la tanto pudiesen considerarse casos de primo-infeccién, 52,38% habian padecido de 1 a 5
episodios malaricos, 9,52% entre 6 y 10 episodios y 19,05% mas de 10 episodios malaricos

previos.
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Prevalencia molecular de la infeccion malarica en los individuos de la comunidad, agrupados
de acuerdo con la condicion clinica.

Al agrupar a los individuos infectados con Plasmodium spp. de acuerdo a la condicion clinica, se
observd que el 66,67% de los casos presentaban sintomatologia compatible con malaria y
33,33% eran casos de infecciones asintomaticas (Tabla 9). En el grupo de asintomaticos, 42,86%

(3/7) eran mono-infecciones por P. vivax 'y 57,14% (4/7) por P. falciparum.

Tabla 9. Prevalencia de la infeccion por Plamodium spp., en los individuos de la comunidad
de Santa Lucia de Inaway, clasificados de acuerdo a la condicion clinica.

Especies Sintomaticos Asintomaticos Total
P. vivax 10 3 13
P. falciparum 1 4 5
Infecciones mixtas (Pv + Pf) 3 0 3
Con Infecciones malaricas 14 7 21
Sin infecciones 55 34 89
Total 69 42 110

Nota: Se indica el nimero de individuos

Al establecer comparaciones entre individuos monoinfectados con P. vivax e individuos
monoinfectados con P. falciparum, agrupados de acuerdo con la presencia o0 ausencia de
sintomatologia, se observé una mayor frecuencia de pacientes sintomaticos mono-infectados con
P. vivax con respecto a pacientes mono-infectados con P. falciparum (55,56% vs. 5,56%,

respectivamente; OR = 13,3; IC 95% = 1,05-169,53; p = 0,01).
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Seroprevalencia de Plasmodium vivax en individuos de la comunidad de Santa Lucia de Inaway.
La presencia de anticuerpos IgG anti-PvMSP—-119 de P. vivax se determiné en los sueros de 110
individuos, mediante ELISA indirecto. De los individuos evaluados, 47,27% de los individuos
presentaron anticuerpos IgG (positivos, IR>1) contra la proteina PvMSP-119 y 52,73% no
presentaron dichos anticuerpos (negativos, IR<1) (Tabla 10).

Tabla 10. Seroprevalencia de anticuerpos anti-PvMSP-119 en los individuos de la
comunidad de Santa Lucia de Inaway.

Especie N° de personas
evaluadas (n=110)
P. vivax
Negativo (IR<1) 52,73 (58)
Positivo (IR>1) 47,27 (52)

Nota: La frecuencia esta expresada en porcentaje. Los valores mostrados entre paréntesis
representan el nimero de individuos. IR: indice de reactividad.

En la figura 7 se visualiza la respuesta de anticuerpos IgG, expresada como indice de reactividad

(IR), contra la proteina PvMSP-119 en los individuos evaluados.
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Figura 7. Respuesta de anticuerpos IgG contra la proteina PvMSP-119, expresada como
indice de reactividad (IR), en individuos de la comunidad de Santa Lucia de Inaway. Se
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considera una respuesta IgG positiva contra la proteina PvMSP-119 cuando el indice de
reactividad es mayor a uno (>1). Punto de corte: 0,248.

Al evaluar la frecuencia de los individuos seropositivos contra PvMSP-119 en los diferentes
grupos etarios, se observd una mayor seroprevalencia en el grupo de adultos jovenes (28,85%),
seguido por escolares (25%) (Tabla 11). Ademas, en cuanto a la distribucion por sexo, las
mujeres presentaron una mayor seroprevalencia (73,08%) con respecto a los hombres (26,92%).

Tabla 11. Seroprevalencia de anticuerpos 1gG anti-PvMSP-119 en individuos de la
comunidad de Santa Lucia de Inaway, agrupados por grupos etarios.

Grupos etarios Seropositivos PvMSP-119 Seronegativos PYMSP-119
(n=52) (n=58)
Escolar 25,00 (13) 34,48 (20)
Adolescentes 19,23 (10) 20,69 (12)
Adultos jévenes 28,85 (15) 32,76 (19)
Adultos contemporaneos 19,23 (10) 12,07 (7)
Adultos mayores 7,69 (4) 0

Nota: La frecuencia esta expresada en porcentaje. Los valores mostrados entre paréntesis
representan el nimero de individuos.

En relacion a los episodios malaricos previos en los individuos seropositivos contra PvMSP-115,
el 9,62% de los casos habia manifestado no haber presentado episodios previos (sin antecedentes
malaricos), mientras que 57,69% manifesté haber padecido de 1 a 5 episodios malaricos, 17,31%

entre 6 y10 episodios y 15,39% mas de 10 episodios malaricos.

Seroprevalencia de Plasmodium falciparum en individuos de la comunidad Santa Lucia de
Inaway.
La presencia de anticuerpos 1gG anti GLURP-154 de P. falciparum se determiné en los sueros de

110 individuos, mediante ELISA indirecto. De los individuos evaluados, 28,18% individuos
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presentaron anticuerpos 1gG (positivos, IR>1) contra la proteina GLURP-154 y 71,82% no

presentaron dichos anticuerpos (negativos, IR<1) (Tabla 12).

Tabla 12. Seroprevalencia de anticuerpos anti-GLURP-154 de P. falciparum en los
individuos de la comunidad de Santa Lucia de Inaway.

Especie N° de personas
evaluadas (n=110)

P. falciparum
Negativo (IR<1) 71,81 (79)
Positivo (IR>1) 28,18 (31)

Nota: La frecuencia esta expresada en porcentaje. Los valores mostrados entre paréntesis
representan el nimero de individuos. IR: indice de reactividad.

En la figura 8 se visualiza la respuesta de anticuerpos IgG, expresada como indice de reactividad

(IR), contra la proteina GLURP-154 en los individuos evaluados.
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FIGURA 8. Respuesta de anticuerpos 1gG contra la proteina GLURP-154, expresada como
indice de reactividad (IR), en individuos de la comunidad de Santa Lucia de Inaway. Se
considera una respuesta IgG positiva contra la proteina GLURP-154 cuando el indice de
reactividad es mayor a uno (>1). Punto de corte: 0,199.
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Al evaluar la frecuencia de los individuos seropositivos contra GLURP-154 en los diferentes
grupos etarios, se observd una mayor seroprevalencia en el grupo de adultos jovenes (38,71%),
seguido por adultos contemporaneos (25,81%) (Tabla 13). Asimismo, en cuanto a la distribucién
por sexo, las mujeres presentaron una mayor seroprevalencia (80,65%) con respecto a los
hombres (19,35%).

Tabla 13. Seroprevalencia de anticuerpos 1gG anti-GLURP-154 en individuos de la
comunidad de Santa Lucia de Inaway, agrupados por grupos etarios.

Grupos etarios Seropositivos GLURP-154  Seronegativos GLURP-154
(n=31) (n=79)
Escolar 22,58 (7) 32,91 (26)
Adolescentes 9,68 (3) 24,05 (19)
Adultos jévenes 38,71 (12) 27,85 (22)
Adultos contemporéaneos 25,81 (8) 11,39 (9)
Adultos mayores 3,23 (1) 3,80 (3)

Nota: La frecuencia esta expresada en porcentaje. Los valores mostrados entre paréntesis
representan el nimero de individuos.

Con respecto a los episodios malaricos previos en los individuos seropositivos contra GLURP-
154, el 3,23% de los casos habia manifestado no haber presentado episodios previos (sin
antecedentes malaricos), mientras que 67,74% manifesté haber padecido de 1 a 5 episodios

malaricos, 12,90% entre 6 y 10 episodios y 16,13% maés de 10 episodios malaricos.

Seroprevalencia de la malaria en los individuos de la comunidad Santa Lucia de Inaway,
agrupados de acuerdo con la condicion clinica.

En la tabla 14 se muestra la prevalencia de anticuerpos IgG anti-PvMSP-119 de P. vivax y anti-
Glurp-154 de P. falciparum en los individuos de la comunidad de Santa Lucia de Inaway,

agrupados de acuerdo con la condicién clinica (sintomaticos y asintomaticos). Entre el grupo de
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individuos con sintomatologia compatible con la malaria, 84,06% fueron seropositivos para
anticuerpos anti-Plasmodium. Ademas, 60,97% de los asintomaticos presentaron anticuerpos
anti-Plasmodium.

Tabla 14. Seroprevalencia de anticuerpos 1gG anti-Plasmodium en individuos sintomaticos
y asintomaticos de la comunidad de Santa Lucia de Inaway.

Condicion Clinica

Sintomaticos  Asintomaticos

(n=69) (n=41)
Plasmodium vivax 52,17 (36) 39,02 (16)
PVMSP-119
Plasmodium falciparum 31,88 (22) 21,95 (9)
GLURP-154
Total 84,05 (58) 60.97 (25)

Nota: La frecuencia estd expresada en porcentaje. Los valores mostrados entre paréntesis
representan el nimero de individuos.

Determinacion del polimorfismo del gen DARC en los individuos con PCR vy serologia positiva
para Plasmodium vivax.

En la Figura 9 se muestra un ejemplo de la visualizacién del producto amplificado
correspondiente a uno de los alelos del gen DARC (FYB: 711 pb) y al control interno (ABO: 419
pb). Con respecto a los otros alelos, FYA y FY igualmente se visualizé la correspondiente banda

de 711 pb y el control interno (ABO: 419 pb).
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Figura 9. Visualizacion de los productos amplificados de PCR correspondiente al alelo FYB
del gen DARC, en gel de agarosa (1,5%) en buffer TBE 1X, coloreado con bromuro de
etidio. El carril 1 corresponde al marcador de tamafio molecular de 100 pb; los carriles 2-10
corresponden a muestras de individuos con el alelo FYBb (711 pb), en estos también se observd
la presencia de la banda correspondiente al control interno ABO (419 pb); el carril 11 no
corresponde a ninguna muestra y el carril 12 al control negativo (mezcla de reaccion sin ADN).

Frecuencia genotipica del gen DARC

De las 110 muestras evaluadas, solo se determind la variabilidad del gen DARC en 45 individuos
que, por diagnostico molecular y seroldgico, eran P. vivax positivos. Al realizar el analisis
genotipico del grupo sanguineo Duffy, observamos que estaban presentes cinco genotipos
(FYA/FYA, FYB/FYB, FYA/FYB, FYA/FY, FYB/FY). El genotipo heterocigoto FYA/FYB presento
la mayor frecuencia (80,00%), seguido por los genotipos FYB/FY (6,67%), FYA/FY (6,67%),
FYA/FYA (4,44%) y FYB/FYB (2,22%). Con respecto a las frecuencias alélicas del gen DARC, se
observé una mayor frecuencia del alelo FYA (47,77%), seguido por el alelo FYB (45,55%) y el

alelo FY (6,68%) (Tabla 15).
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Tabla 15. Distribucion de las frecuencias genotipicas y alélicas del gen DARC en individuos

infectados con P. vivax.

Genotipo Individuos infectados
con P. vivax
(n=45)
FYA/FYA 4,44% (2)
FYA/FYB 80,00% (36)
FYA/IFY 6,67% (3)
FYB/FYB 2,22% (1)
FYB/FY 6,67% (3)
FY/IFY 0
Alelos
FYA 47,77% (43)
FYB 45,55% (41)
FY 6,68% (6)

NOTA. La frecuencia estd expresada en porcentajes. Los valores entre paréntesis muestran el
numero de individuos con el genotipo o el nimero de veces que se repite el alelo.

Correlaciones entre los distintos parametros estudiados.

Cabe destacar que al correlacionar la variabilidad del gen DARC con el indice de reactividad de
los Anticuerpos 1gG contra P. vivax en los individuos P. vivax positivos (n=45) no se observaron
correlaciones significativas. Sin embargo, al correlacionar las distintas variables demograficas,
epidemioldgicas y clinicas consideradas en el estudio en los individuos de la comunidad de Santa
Lucia de Inaway, se obtuvieron algunas correlaciones significativas, las cuales se resaltan en
negrita (Tabla 16).

Tabla 16. Correlaciones entre los distintos parametros estudiados en los individuos de la
comunidad de Santa Lucia de Inaway (n=110).

Parédmetros de la correlacion r Valor de p Correlacion

Antecedentes malaricos con 0,209 0,014 Negativa
sintomatologia
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Infeccion por P. vivax con
sintomatologia

Infeccion por P. falciparum con
sintomatologia

Tiempo viviendo en el &rea con N° de
episodios malaricos P. vivax

Tiempo viviendo en el &rea con N° de
episodios malaricos P. falciparum

Tiempo viviendo en el area con
sintomatologia

Ingestion de antimalaricos con N° de
episodios malaricos P. vivax

Ingestion de antimalaricos con N° de
episodios malaricos P. falciparum

Ingestion de antimalaricos con
antecedentes malaricos

Anticuerpos anti-P. falciparum con
antecedentes malaricos

Anticuerpos anti-P. vivax con
antecedentes maléricos

Anticuerpos anti-P. falciparum con
sintomatologia

Anticuerpos anti-P. vivax con
sintomatologia

Anticuerpos anti-P. falciparum con
infeccion por P. falciparum

Anticuerpos anti-P. vivax con infeccion
por P. vivax

Uso de mosquitero con tiempo viviendo
en el area

Uso de repelentes con tiempo viviendo
en el area

0,158

0,070

0,313

0,089

0,034

0,202

0,026

0,792

0,168

0,036

0,075

0,137

0,193

0,129

0,026

0,011

50

0,050

0,233

0,000

0,175

0,363

0,017

0.395

0,000

0,039

0,353

0,217

0,076

0,021

0,089

0,392

0,454

Positiva

Negativa

Positiva

Positiva

Negativa

Negativa

Negativa

Positiva

Positiva

Positiva

Positiva

Positiva

Positiva

Positiva

Negativa

Positiva



Uso de repelentes con antecedentes
malaricos

Rociamientos intradomiciliarios con
tiempo viviendo en el &rea

Ingestion de antimaléricos con
sintomatologia

Ingestion de antimalaricos con infeccion
por P. vivax

Ingestidn de antimalaricos con infeccion
por P. falciparum

Uso de mosquitero con N° de episodios
malaricos P. falciparum

Uso de mosquitero con N° de episodios
malaricos P. vivax

N° de episodios maldaricos P. vivax con
sintomatologia

N° de episodios malaricos P. falciparum
con sintomatologia

Rociamiento intradomiciliario con N° de
episodios malaricos P. vivax

Rociamiento intradomiciliario con N° de
episodios malaricos P. falciparum

0,076

0,103

0,151

0,116

0,014

0,050

0,009

0,061

0,100

0,014

0,112

0,215

0,141

0,057

0,114

0,441

0,299

0,462

0,264

0,148

0,443

0,121

Negativa

Negativa

Negativa

Negativa

Positiva

Negativa

Negativa

Negativa

Positiva

Negativa

Negativa
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DISCUSION

La malaria es uno de los problemas de salud publica mas importantes en términos de
morbilidad y mortalidad, causando mas de 200 millones de casos y 655000 muertes cada afio
(Autino y col., 2012). La epidemiologia de la malaria puede verse afectada por la interaccién
entre factores humanos (edad, inmunidad, estado nutricional), climaticos (temperatura y
humedad) y bioldgicos (vectores, parasitos) que contribuyen al establecimiento de la infeccion
en areas endémicas (Revisado en Rodulfo y col., 2007a). En el caso del municipio Sifontes del
Estado Bolivar, Venezuela, ha sido suficientemente documentado que la malaria esta claramente
asociada a la mineria artesanal de oro, actividad que combina la presencia de personas
susceptibles, provenientes de areas no endémicas, presencia de mosquitos vectores y alteracion
medioambiental (Revisado en Moreno y col., 2014). Debido a que la malaria persiste como uno
de los grandes problemas de salud publica en Venezuela, planteamos caracterizar por
epidemiologia seroldgica y molecular la malaria en la comunidad de Santa Lucia de Inaway,

Estado Bolivar, Venezuela

Prevalencia molecular y seroldgica de la malaria en individuos de la comunidad Santa Lucia de
Inaway

La comunidad Santa Lucia de Inaway es un area de alta transmision malérica y esto se
evidencio con los resultados obtenidos en el presente estudio. En dicha comunidad la prevalencia
parasitolégica de la infeccion malarica fue 3,73%, muy similar a la prevalencia descrita en el
estado Sucre (3,2%) (Sojo, M., 2011), indicando que estos individuos presentaban una

parasitemia detectable. No obstante, la prevalencia parasitaria por PCR fue casi tres veces mayor
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que la prevalencia por microscopia, relacion anteriormente descrita por otros autores en
ambientes rurales de Gambia, Guinea-Bisseau y Brasil (Revisado en Sojo, M., 2011).

Aunque la microscopia es el método de referencia y el mas utilizado para el diagnéstico
de Plasmodium spp, su sensibilidad y especificidad son limitados. Algunos investigadores
sugieren que la mayor desventaja del diagnostico microscépico es la posibilidad de un
diagnostico erroneo de especies de Plasmodium, particularmente en casos de baja parasitemia,
infecciones mixtas y cuando solo se ven las formas anulares del parasito (Rodulfo y col., 2007a).
Esto concuerda con el presente estudio, donde el 50% de los casos positivos por microscopia
fueron negativos por PCR.

En el presente estudio, la prevalencia molecular fue de 19,09%, en que 11,82% de los
casos eran infecciones por P. vivax, 4,55% por P. falciparum y un 2,73% infecciones mixtas (P.
vivax + P. falciparum). Hallazgos similares han sido descritos, a nivel regional, en comunidades
indigenas pertenecientes a la region del Caura (Bevilacqua y col., 2005), asi como en &reas
endémicas para malaria en el pais (Rodulfo y col., 2007b), observandose en estas comunidades
una prevalencia de Plasmodium vivax de 72% y 22,37%, respectivamente. Ademas, Plasmodium
vivax ha sido la especie predominante a lo largo de los afios en el pais, muy particularmente en el
municipio Sifontes, del Estado Bolivar (Revisado en Moreno y col., 2014).

Al analizar la distribucién de individuos infectados con Plasmodium spp., agrupados de
acuerdo a la edad, se observo una mayor prevalencia en nifios en edad escolar (5-12 afios), en
concordancia con los estudios de Rodulfo y colaboradores (Rodulfo y col., 2007b) y Marcano y
colaboradores (Marcano y col., 2004), quienes observaron una alta prevalencia de malaria en
nifios menores de 10 afios. En areas endémicas, los nifios suelen ser los mas afectados por la

enfermedad con respecto a los adolescentes, esto debido a que en la adolescencia los individuos
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han desarrollado inmunidad protectora contra la infeccién (Howes y col., 2016). Sin embargo,
tanto los nifios como los adultos tienen la misma probabilidad de ser picados por los anofelinos
y, por ende, ser infectados por Plasmodium spp. (Rodulfo y col., 2007b).

Con respecto al numero de episodios malaricos, se detectaron por diagnostico molecular
19,05% casos de primo-infeccion, mientras que 80,95% de los individuos de la comunidad
habian padecido por lo menos un episodio malérico previamente. En concordancia, con los
resultados descritos por Rodulfo y colaboradores, donde el 50% de los individuos infectados
presentaron dos 0 mas episodios malaricos previos (Rodulfo y col., 2007b).

Al agrupar a los individuos infectados con Plasmodium spp. de acuerdo a la condicion
clinica, se observo que el 66,67% de los casos presentaban sintomatologia compatible con
malaria y 33,33% eran casos de infecciones asintomaticas. Aungue se desconoce por qué algunos
individuos desarrollan manifestaciones clinicas durante la infeccion por Plasmodium, mientras
otros siguen siendo asintomatico, se sabe que el estado de salud, asi como la condicion
fisiologica del hospedador, particularmente la inmunidad junto con la predisposicion genética y
los factores parasitarios implicados en la virulencia de la infeccion, pueden influir en la
progresion de la infeccion de la malaria hacia un resultado asintomético (Galatas y col, 2016).

La proporcion de infecciones asintomaticas puede variar considerablemente en
situaciones endémicas. En el presente estudio, se observo una mayor prevalencia de infecciones
asintomaticas en el grupo de nifios en edad escolar (41,46%). Se ha descrito que personas de
todas las edades y con distintos patrones de exposicion a la malaria pueden presentar parasitemia
asintomatica, lo cual puede deberse a factores del parésito y del hospedador, ademas, de la
inmunidad del hospedador (Howes y col., 2016). Los casos de malaria asintomatica son de gran

importancia epidemioldgica, ya que estos individuos representan una fuente oculta de infeccion
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activa, que permite la persistencia y eventual propagacion de la malaria a otros hospedadores
humanos (Revisado en Galatas y col., 2016). En vista de esto, el diagnostico molecular es un
método util para identificar bajas parasitemias, frecuentemente asintomaticas, que pueden no ser
detectadas por métodos estandar, pero que pueden transmitirse y causar brotes clinicos (Revisado
por Veloz, E., 2015). Asimismo, observamos una mayor frecuencia de pacientes sintomaticos
mono-infectados con P. vivax con respecto a pacientes mono-infectados con P. falciparum
(55,56% vs. 5,56%, respectivamente; OR = 13,3; IC 95% = 1,05-169,53; p = 0,01), indicando
que los individuos mono-infectados con P. vivax tienen 13 veces mas posibilidades de manifestar
sintomas clinicos. La mayor parte de la literatura de investigacién se centra en el estudio de P.
falciparum y en menor medida de P. vivax. Este enfoque se debe a la gran carga de mortalidad
atribuida a las infecciones por P. falciparum en Africa. Sin embargo, cada vez hay méas pruebas
de que P. vivax es responsable de una importante carga de morbilidad a nivel mundial, que
representa la mitad de todos los casos de malaria en Asia y América Latina. El término "malaria
benigna" implica que el paludismo por P. vivax, generalmente, es una enfermedad no complicada
que tiene un curso benigno y rara vez es fatal. Este paradigma clinico ha sido cuestionado
recientemente por numerosos casos con sintomas y signos de enfermedad severa, atribuyéndose
incluso muertes por mono-infecciones de P. vivax (Genton y col., 2008). Entre estos estudios de
malaria severa por P. vivax se resaltan los publicados en paises como Tailandia, Brasil,
Indonesia, Papta Nueva Guinea y la India. Las complicaciones relacionadas con la malaria méas
frecuentes en paises endémicos para P. vivax son la anemia severa y la dificultad respiratoria
agua. Ademas, se ha observado que, en areas endémicas, la terapia inadecuada y los episodios
recurrentes pueden inducir una mayor morbilidad y casos severos de malaria por P. vivax (Naing

y col., 2014).
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Estudios previos han demostrado que los métodos seroldgicos para el diagndstico de la
malaria se pueden considerar como una herramienta eficaz en estudios epidemioldgicos y
programas de prevencion de la malaria, ya que estos métodos pueden detectar la exposicion
previa o el contacto de los individuos con el parasito Plasmodium. La medicién de la prevalencia
de anticuerpos contra la malaria (seroprevalencia) es un enfoque valioso para definir el estado de
la transmision de la malaria en un area determinada y también un método util para la vigilancia
de la enfermedad (Hatam y col., 2015). La infeccion por malaria impone una "huella" de
anticuerpos que, en contraste con la esperanza de vida del vector o la vida media de las
infecciones discretas, persisten marcadamente mas tiempo, lo que sugiere que las tasas de
seroprevalencia podrian proporcionar una herramienta confiable para evaluar la endemicidad de
la malaria (Folegatti y col., 2017).

El 80,95% de los individuos de la comunidad de Santa Lucia de Inaway, manifestaron
que habian padecido previamente por lo menos un episodio malérico y esto se corrobor6 con la
alta prevalencia de anticuerpos anti-Plasmodium encontrados en el diagnostico serologico
(47,27% para P. vivax y 28.18% para P. falciparum), lo cual puede relacionarse con la alta tasa
de trasmision de la malaria en la comunidad Santa Lucia de Inaway. La persistencia de
anticuerpos 1gG refleja la memoria del sistema inmunoldgico, por ende, es considerado un buen
indicador para el monitoreo del contacto con el parésito (Sojo, M., 2011). Adicionalmente, se
considera que varios factores, tales como la edad del paciente, la duracion de la infeccion, la
exposicion previa con el parésito y la intensidad de la infeccion, influyen en la presencia y la
respuesta de anticuerpos (Sanchez y col., 1990).

Resultados seroldgicos similares fueron encontrados en otros estudios. Sanchez y

colaboradores (1990) describieron una elevada prevalencia de anticuerpos IgG contra P.
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falciparum (91.2%) en amerindios del Amazonas venezolano. Por otro lado, Soares y
colaboradores (1999) evaluaron la respuesta de anticuerpos IgG contra PvMSP-119 en individuos
del pueblo de Cotijuba, Brazil, observandose una prevalencia de 42.3%. Adicionalmente,
observaron que la presencia de anticuerpos contra PvMSP-119 al parecer estaba relacionada con
episodios previos de malaria, aseverando que, la proteina PvMSP-119 es altamente inmunogénica
durante las infecciones por P. vivax. Un resultado similar fue observado en la comunidad de
Santa Lucia de Inaway, en la que el 90,39% de los individuos, que manifestaron haber padecido
episodios malaricos previos, presentaron un indice de reactividad positivo contra PMSP-119.
Asimismo, el 60,98% de los individuos seropositivos para anticuerpos anti-Plasmodium
(1gG anti-PvMSP-119 de P. vivax y anti-Glurp-154 de P. falciparum) no presentaban
sintomatologia compatible con la malaria (asintomaticos). Estos casos seropositivos
asintomaticos pueden ser un gran desafio para la eliminacion de la malaria en cualquier area
endémica, ya que algunos de estos casos pudieran presentar parasitos, aunque a un nivel muy

bajo, y actuar, asi como fuente de infeccion por Plasmodium (Hatam y col., 2015).

Distribucion de frecuencia de los alelos del gen DARC en individuos Plasmodium vivax
positivos.

Los polimorfismos del grupo sanguineo Duffy son importantes en areas donde predomina
P. vivax, ya que esta molécula actia como un receptor para este protozoario (pero no para las
otras especies del parasito de la malaria) en la superficie de los glébulos rojos (Cavasini y col.,
2007).

En cuanto a la distribucion global del gen DARC, se ha visto una alta heterogeneidad

alélica en el continente Americano, con prevalencia de los tres alelos. El alelo FYA es altamente
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frecuente en el sureste de Asia, incluyendo aquellas areas donde existe una alta endemicidad de
P. vivax. El alelo FYB es el menos prevalente a nivel mundial, con la mayor frecuencia
registrada en Europa y partes de América. Por otro lado, el alelo FY se encuentra altamente
fijado en la region del Africa subsahariana, con frecuencias mayores al 90% (Revisado en Howes
y col., 2011).

En el estudio del polimorfismo del gen DARC, se observo una mayor frecuencia de los
alelos FYA (47,77%) y FYB (45,55%) en los individuos P. vivax positivos evaluados, en
contraste con el alelo FY (silente) que estuvo presente en menor frecuencia (6,68%). Estos
resultados son semejantes a los descritos por Layrisse y colaboradores (1962), quienes evaluaron
los distintos grupos sanguineos de sub-tribus de la etnia Pemo6n (Tauperan, Arecuna y
Camaracoto), encontrando para el sistema Duffy una frecuencia de 72.98% para el alelo FYA y
27.02% para el FYB. Por otra parte, Cavasini y colaboradores (2007) genotipificaron el gen
DARC en pacientes infectados con P. vivax de distintas areas endémicas del Amazonas Brasilero,
observando que el genotipo FYA/FYB era el mas comun, seguido por los genotipos homocigotos
FYB y FYA y por los genotipos heterocigotos FYA/FY y FYB/FY, presentando el genotipo FY/FY
una menor frecuencia en la poblacion (3,2%). Algunos estudios afirman que la presencia del
alelo mutado FY da como resultado una reduccion del 50% en la expresion de la proteina Duffy
en la superficie de los eritrocitos, pudiendo limitar la invasién de los glébulos rojos por el
parésito. Por lo tanto, los genotipos heterocigdticos Duffy-negativos parecen ser menos
susceptibles a la malaria por P. vivax (Revisado en Cavasini y col., 2007). Sin embargo, en
nuestro estudio los datos obtenidos no avalan la hipotesis de que la heterocigosidad para el alelo
nulo FY confiere cierta proteccién, debido a que observamos una mayor frecuencia de individuos

infectados con genotipos heterocigoto, FYB/FY (6,67%) y FYA/FY (6,67%), con respecto a los
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genotipos homocigotos, FYA/FYA (4,44%) y FYB/FYB (2,22%). Por lo tanto, se debe tomar en
consideracién que el nimero de muestras evaluadas fue reducido (n=45), por lo que convendria
analizar los individuos restantes a fin de poder obtener frecuencias genotipicas mas
representativas del gen DARC de la comunidad de Santa Lucia de Inaway. Por otra parte, la alta
frecuencia del genotipo FYA/FYB en los individuos infectados parece indicar que la condicion de
heterocigosis de dichos alelos favorece la infeccion malarica por P. vivax.

Varios estudios caso-control han corroborado este planteamiento, encontrandose altas
prevalencias del genotipo FYA/FYB en pacientes infectados con P. vivax (Cavasini y col., 2006;
Cavasini y col., 2007; Albuquerque y col.,, 2010; Miri-Moghaddam y col., 2014). Esto
probablemente debido a que el genotipo heterocigoto expresa en mayor medida la glucoproteina
Fy (Duffy), la cual es requerida para la invasion eritrocitica de P. vivax, como lo demostrd

Woolley y colaboradores (Woolley y col., 2000).

Correlaciones entre los distintos parametros estudiados.

Al correlacionar la variabilidad del gen DARC y el indice de reactividad de los anticuerpos
IgG contra P. vivax no se observé ningdn tipo de correlacion. Sin embargo, se observd una
correlacion negativa entre los antecedentes malaricos y la sintomatologia de la enfermedad, esto
posiblemente debido a la adquisicion de la inmunidad natural contra la malaria en areas de alta y
estable transmision. La inmunidad adquirida debido a una exposicion repetida reduce el riesgo de
presentar sintomas graves de malaria. Por lo tanto, la malaria asintomatica podria ser una
consecuencia de la inmunidad natural (Laishram y col., 2012). La inmunidad natural protege
contra la malaria clinica (inmunidad clinica), no contra la infeccién, condicionando lo que se
llama “premunicién” la cual puede ser adquirida después de afios de exposicion repetida al

parasito, ésta se caracteriza por infeccion asintomatica con parasitemia subpatente (Suarez-Mutis
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y col., 2007). La inmunidad clinica a la malaria puede adquirirse durante tres fases: inmunidad a
la enfermedad, inmunidad a la infeccién sintomaética e inmunidad parcial a la parasitemia. La
premunicion (ausencia de fiebre con infeccion y bajas densidades de parasitemia) esta presente
en lugares donde la malaria es endémica y en personas que han sufrido varias infecciones a
través de los afios (8-15 afios), adquiriendo asi respuestas inmunitarias que reducen el riesgo de
enfermedad clinica. El término fue acufiado a pacientes de areas endémicas, quienes controlaban
la parasitemia y desarrollaban una infeccion sub-clinica. La premunicién se caracteriza por
adquirirse progresivamente, por presentarse en areas holo o hiperendémicas, por perderse
rapidamente, ser dependiente de las cepas, dependientes de IgG y estar dirigidas hacia parasitos
en etapa sanguinea. Si bien la respuesta inmunitaria inducida es fuerte, no es una inmunidad
esterilizante. Aunque, el mecanismo de proteccion no ha sido completamente descrito, hay
evidencia que los anticuerpos citofilicos y las células de memoria producidas después de
infecciones repetidas son las responsables de este tipo de proteccion. (Lépez y col., 2017).

Por otro lado, las infecciones por P. vivax se correlacionaron positivamente con la
sintomatologia de la enfermedad. Esto probablemente se deba al hecho de que, en nuestro
estudio, el grupo de nifios en edad escolar fue el més afectado por las infecciones por P. vivax,
siendo un grupo de riesgo para las manifestaciones clinicas de la malaria.

Adicionalmente, cabe destacar que las recaidas producto de la activacién de los
hipnozoitos de P. vivax pueden ser el origen de la mayoria de las manifestaciones clinicas en las
infecciones por dicha especie. Los hipnozoitos causan ataques clinicos maltiples a partir de una
sola picadura de un mosquito infectado con P. vivax. Por el contrario, la infeccion por P.

falciparum produce una tnica infeccion. En otras palabras, la “infeccion” como un evento es
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singular y clara en P. falciparum, mientras que en el caso de P. vivax adquiere una pluralidad
compleja y ambigua en el sentido epidemioldgico (Howes y col., 2016).

La epidemiologia de la malaria viene dada por un conjunto complejo de caracteristicas y
patrones. Siendo altamente heterogénea entre entornos y poblaciones, influenciada ademas por
una gran cantidad de caracteristicas, incluyendo las especies de los mosquitos vectores, la
intensidad de transmisién, recaidas, factores de riesgo del hospedador, disponibilidad y eficacia
del tratamiento, desnutricion, prevalencia de comorbilidades, entre otros (Howes y col., 2016).

El presente estudio epidemioldgico de la comunidad de Santa Lucia de Inaway sirve
como referencia para dar a conocer la dinamica de la malaria en el area, siendo actualmente un
grave problema de salud puablica en el pais que amerita mayor atencion en el sistema de

vigilancia y control por parte de las autoridades locales.
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CONCLUSIONES
La prevalencia molecular de Plasmodium spp. en la comunidad de Santa Lucia de Inaway
fue del 19,09%, mientras que las prevalencias de P. vivax y P. falciparum fueron de

11,82% y 4,55%, respectivamente.

La seroprevalencia de Plasmodium spp. en la comunidad de Santa Lucia de Inaway fue
del 75,45%, mientras que las prevalencias de P. vivax y P. falciparum fueron de 47,27%

y 28,18%, respectivamente.

El andlisis clinico de las personas infectadas con Plasmodium spp. demostré que el
33,33% de los individuos eran asintomaticos, donde 42,86% eran mono-infecciones por

P. vivax, y 57,14% por P. falciparum.

La sintomatologia depende de las especies de Plasmodium, observandose una mayor
frecuencia de pacientes sintomaticos mono-infectados con P. vivax y una correlacion

positiva entre la infeccion por esta especie y la presencia de manifestaciones clinicas.

Las manifestaciones clinicas disminuyen con el incremento del nimero de episodios

malaricos.

Este estudio demostr6 que la comunidad de Santa Lucia de Inaway representa un area

endémica de malaria de alta transmisién.
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