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Variabilidad genética y recurrencia de Plasmodium vivax durante la
malaria asintomatica en Mazan, Iquitos, Peri

Genetic variability of Plasmodium vivax and patterns of recurrence in asymptomatic
malaria at Mazan, lquitos, Peru
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Resumen

El Plasmodium vivax muestra una alta variabilidad genética durante episodios recurrentes de la enfermedad. Objetivos: Determinar la
variabilidad genética de P. vivax y los patrones de recurrencia durante la malaria asintomatica. Disefio: Estudio descriptivo analitico.
Institucion: Laboratorio de Investigacion en Enfermedades Infecciosas-Universidad Peruana Cayetano Heredia. Poblacion: Individuos
provenientes de Mazan-lquitos, region endémica en malaria. Intervencion: Se analizo 222 individuos con dos muestras de sangre
secuenciales, entre junio de 2006 y noviembre de 2008. Principales medidas de resultados: Identificacion de P. vivax, genotipificacion
en base al gen pvmsp3-a., variabilidad genética de P. vivax y patrones de recurrencia. Resultados: Primera evaluacion: Positivos a P.
vivax 191/222 (86%), a P. falciparum 2/222 (0,9%), con infeccion mixta 21/222 (9,5%) y negativos 8/222 (3,6%). Segunda evaluacion:
Permanecieron positivos a P. vivax 180/191 (94,2%). La genotipificacion por nested PCR y digestion enzimatica mostro haplotipos
policlonales en 17/180 (9,4%) y monoclonales en 163/180 (90,6%). Se observd haplotipos diferentes (reinfeccion) en 88/180 (48,9%)
y haplotipos idénticos (relapso) en 75/180 (41,7%). Conclusiones: Existi¢ una alta variabilidad genética de P. vivax, y los patrones
de recurrencia, basados en la genotipificacion, indicaron diferencias entre reinfecciones y relapsos en individuos asintomaticos para
malaria en Mazan, Iquitos.
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Abstract

Plasmodium vivax displays a high genetic variability for recurrent episodes of iliness. Objectives: To determine the genetic variability of
P. vivax and patterns of recurrence in asymptomatic malaria. Design: Descriptive analytical. Setting: Laboratory of Infectious Disease
Research, Universidad Peruana Cayetano Heredia. Population: Individuals from Mazan, Iquitos, Peru, a malaria endemic region.
Intervention: Between June 2006 and November 2008, 222 individuals were analyzed with two sequential blood samples. Main outcome
measures: Identification of P. vivax, genotyping based on gene pvmsp3-0., genetic variability of P. vivax and patterns of recurrence.
Results: First evaluation: Positive for P. vivax 191/222 (86%), P. falciparum 2/222 (0.9%), mixed infection 21/222 (9.5%) and negative
8/222 (3.6%). Second evaluation: 180/191 (94.2%) remained positive for P. vivax. Genotyping by nested PCR and enzymatic digestion
showed polyclonal haplotypes in 17/180 (9.4%) and monoclonal in 163/180 (90.6%). Different haplotypes (reinfection) were observed
in 88/180 (48.9%) and identical haplotypes (relapse) in 75/180 (41.7%). Conclusions: There was P. vivax high genetic variability and
patterns of malaria recurrence based on genotyping showed differences between reinfection and relapse in asymptomatic individuals
in Mazan, lquitos.

Key words: Malaria/vivax, plasmodium vivax, genotype.
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INTRODUCCION

La malaria es un principal problema en
salud publica y se ha convertido en una
enfermedad reemergente en los lugares
donde antes habfa sido controlada. La
malaria ocasiona, en el mundo, alrede-
dor de un millén de muertes cada afio
y méas de tres billones de personas estan
en riesgo de infeccién, siendo conside-
rada la enfermedad tropical mas impor-
tante, segin la Organizacién Mundial
de la Salud . Entre las cuatro espe-

cies causantes de malaria, Plasmodium
falciparum (P falciparum) y Plasmodium
vivax (P vivax) tienen la mayor inciden-
cia, considerando a P, falciparum como
la més peligrosa, por su letalidad, por Ia
dispersién mundial de sus estirpes resis-
tentes a las drogas antimaldricas y por
su predominio en Africa, el continente
con mayor incidencia de malaria ®.

En Sudamérica, P vivax es el parasi-
to mas importante causante de malaria
en términos de su morbilidad; hoy en

dia, Pert ocupa el tercer lugar después
de Brasil y Colombia, siendo la regién
amazénica la més afectada . Los ca-
sos de malaria por P, falciparum ocurren
mayormente en 4reas de la jungla pe-
ruana, mientras que la malaria ocasio-
nada por P vivax es ademis endémica
en la costa y valles interandinos, por lo
que se presume que es la especie predo-
minante &9,

En estas regiones endémicas, donde
la transmisién de P vivax es continua,
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la deteccién mediante vigilancia activa
de casos asintomdticos podria no ser
relevante, pero los datos sugieren la
aparicién de sintomas tempranos con
escasa deteccién que llega al 0,1% ©.
Esto puede atribuirse al hecho de que
las personas experimentan sintomas
rdpidamente, lo cual conduce al incre-
mento de pacientes con manifestacio-
nes subclinicas no diagnosticadas, de
los cuales solo algunos pasan a la de-
tecci6n por vigilancia pasiva en centros
de salud y son sometidos a tratamiento,
generalmente con firmacos como la
cloroquina ©. La frecuencia de ma-
laria asintomética no es conocida en
regiones de transmisién baja. En Perd,
los estudios se han limitado a disefios
transversales, como los efectuados en
las comunidades al sur de Iquitos, don-
de en un estudio de 998 individuos se
encontré 13 con P, falciparum y 30 con
P vivax, detectados por microscopia; de
estos, solo 8 y 19, respectivamente, co-
municaron solamente fiebre. En zonas
endémicas, el incremento de la inmu-
nidad frente a las constantes infeccio-
nes, aunque no es protectora, evita las
complicaciones de la enfermedad, in-
crementando el nimero de portadores
asintomdticos 9.

Claros ejemplos son los estudios
realizados en Brasil, especificamente
en las localidades riberefias de Rondo-
nia, Portuchuelo y Ji-Paran4, donde se
diagnosticé infecciones por P vivax y P
falciparum con formas asintomaticas y
sintométicas de la enfermedad, siendo
estrechamente similares para ambas es-
pecies. En estas regiones geogrificas, la
prevalencia de infecciones asintomati-
cas fue 4 a 5 veces mayor que las sinto-
maticas, 20% y 4,6% para Portuchuelo,
49,5% y 10% para Ji-Parand, respecti-
vamente. La alta prevalencia de la ma-
laria asintomdtica puede representar
nuevos problemas para las estrategias
de control adoptadas para la malaria en
la regién amazdnica, la cual estd basada
esencialmente en el tratamiento de pa-
cientes sintomaticos . Por otra parte,
el incremento de la malaria asintomati-
ca se encuentra vinculado con las cons-
tantes infecciones o recurrencias de

Plasmodium; asi, en el estado de Acre
(Granada), en la base de la Amazonia
occidental de Brasil que limita con Pert
y Bolivia, comunican indices de P vivax
= 0,39 y de P, falciparum = 0,13 infec-
ciones/persona/temporada, con rangos
de recurrencia postratamiento de 26%
a 40% en 180 dfas de seguimiento ©.

La genotipificacién de muestras se-
cuenciales en individuos provenientes
de regiones endémicas permite deter-
minar la asociacién genotipica entre
distintos episodios de la infeccién, lo
cual conlleva a determinar la recurren-
cia de la infeccién @19, Las reinfeccio-
nes y los relapsos son patrones de recu-
rrencia poco conocidos; sin embargo, se
sabe que los relapsos son una caracte-
ristica importante de P vivax originados
por estadios latentes en el higado, co-
nocidos como hipnozoitos. Los relapsos
pueden ocurrir semanas o afios después
de registrado el primer episodio de pa-
rasitemia 1V,

Las recurrencias de la infeccién por
P vivax generalmente son clasificadas
por métodos de genotipificacién, para
lo cual se ha utilizado diversos marca-
dores genéticos, como los genes pusc,
pumspl 129y el pumsp3-a, que codi-
fica para la proteina de superficie 3a
del merozoito del parasito, de mayor
utilidad debido a su manejo, costo bajo
y reproducibilidad alta; este marcador
permite realizar una diferenciacién
precisa entre distintos genotipos del
parasito 9. Es importante sefialar que
las recurrencias muestran diferencias
notables entre diferentes cepas; asi, las
que provienen de zonas tropicales pre-
sentan infecciones primarias tempra-
nas, con un corto periodo latente de 4
a 10 semanas antes de la aparicién de
frecuentes relapsos durante el siguiente
afio; en cambio, las cepas de zonas tem-
pladas presentan infecciones primarias
de periodo variable, entre 5 a 10 meses
antes del comienzo de los relapsos 319,
En el 2009, en Guyana Francesa se en-
contrd picos de relapsos de P, vivax simi-
lares a los de zonas tropicales, es decir,
los relapsos se presentaron dentro de
los tres meses después del primer episo-

dio; después de este tiempo, los episo-
dios secundarios fueron principalmente
debidos a reinfecciones (9.

Estudios similares se han realizado
en la Amazonia peruana desde el 2006,
exactamente en el departamento de
Loreto, donde se destaca la necesidad
de efectuar analisis de genotipificacién
en zonas endémicas a malaria, por pre-
valencia de infecciones mixtas e incre-
mento de recurrencias de la parasite-
mia principalmente por P vivax 7. Por
tales motivos, el presente estudio tuvo
como principal objetivo determinar la
variabilidad genética de P vivax y los
patrones de recurrencia en individuos
con malaria asintomética, provenien-
tes de la comunidad de Mazan, la cual
actualmente est4 catalogada como una
zona de riesgo alto en la transmisién de
la malaria, principalmente por P vivax.

METODOS

El presente estudio se realizé con mues-
tras colectadas durante los afios 2006 a
2008 en la comunidad de Mazan, ubi-
cada en la parte nororiental del Perd, a
50 km de la ciudad de Iquitos. Durante
este periodo, mediante el sistema de
vigilancia activa, se logré reclutar un
total de 496 individuos asintométicos.
Para el estudio se consideré un tamafio
muestral de 222 individuos, calculado
con un nivel de confianza al 95% (Za,
= 1.962), proporcién esperada del 50%
(p=0,5; q=1-p) y una precisién estadis-
ticaen 5% (d=0,05) 1. Todos los indi-
viduos fueron previamente informados
sobre el presente estudio. Se incluy6 a
todos los individuos comprendidos en-
tre 0 a 75 afios de edad, con firma de
consentimiento informado, residentes
en la zona endémica, que tuvieron dos
muestras secuenciales, evaluados du-
rante un afo de seguimiento activo. Se
excluyd a los individuos con tratamien-
to antimaldrico previo a la evaluacion.

A todos los individuos que forma-
ron parte de la poblacién muestral se
les tomé 5 mL de sangre total (puncién
venosa). Todas las muestras fueron
mantenidas a -20°C y posteriormente
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enviadas al 4area de Biologia Molecu-
lar del Laboratorio de Investigacién en
Enfermedades Infecciosas de la Uni-
versidad Peruana Cayetano Heredia en
Lima-Pert. Este estudio forma parte del
proyecto Human reservoirs of Plasmo-
dium vivax transmission in the Peruvian
Amazon, el cual fue aprobado por el co-
mité de ética de la universidad en men-
cién (cédigo SIDISI: 50457) y también
aprobado por los comités de ética de la
Universidad Johns Hopkins (USA), la
Asociacién Benéfica PRISMA y el Mi-
nisterio de Salud, a través de la Direc-
cién Regional de Salud de Loreto.

Se realizé la extraccién de ADN a
partir de muestras de sangre con EDTA,
usando el protocolo del kit comercial
QIAamp DNA Blood (Qiagen Sciences,
Maryland-USA). El volumen utilizado
fue de 200 uL, del cual se obtuvo en-
tre 20 a 50 ng de ADN, posteriormente
empleado para las pruebas de diagndsti-
co y genotipificacién molecular.

La identificacién de las especies
de Plasmodium se realiz6 mediante el
nested-PCR (reaccién en cadena de la
polimerasa anidada), que consta de dos
PCR consecutivos, realizados con la fi-
nalidad de aumentar tanto la especifi-
cidad como la sensibilidad del anélisis.
Las secuencias, los oligonucleétidos y
las condiciones de reaccién y amplifi-
cacién fueron adaptadas a partir de un
estudio epidemioldgico efectuado pre-
viamente en la ciudad de Iquitos ©.

La primera PCR amplific6 un
segmento del gen que codifica el
ARN ribosomal 18S (SSUrRNA),
especifico del género Plasmodiun,
con los oligonucleétidos: Pgenl=
5°-CTTGTTGTTGCCTTAAA-
CTTC-3" y Pgen2= 5°-TTAAAA-
TTGTTGCAGTTAAAACG-3". El
volumen final de reaccién fue de 15
uL, conteniendo buffer 1X (Tris HCI 10
mM y KCI 50 mM), 2,0 mM de MgCL,
0,2 mM deoxinucleétidos (dNTDPs),
0,25 uM de cada oligonucleétido, 0,032
U/uL de Tag ADN polimerasa y 50 ng
de ADN molde. Condiciones: 95°C por
3 min., 19 ciclos cada uno de 94°C por
30 seg., 58°C por 30 seg., 72°C por 1

min. 30 seg. y 1 ciclo de extensién final
de 72°C por 7 min.

La segunda PCR amplific6é una
regién interna especifica para P wi-
vax y para P falciparum, con los oli-
gonucleétidos para P wvivax Vivl=
5-CGCTTCTAGCTTAATCCA-
CATAACTGATAC-3" vy Vivl=
5"-ACTTCCAAGCCGAAGC-
AAAGAAA-GTCCTTA-3", los cua-
les amplificaron 120 pares de bases
(pb), para P falciparum: Fall= 5°-
TTAAACTGGTTTGGGAAAACC-
AAATATATT-3" y Fal2=
57-  ACACAATGAACTCAATCAT-
GACTACCCGTC-3", los cuales am-
plificaron 205 pb. El volumen final de
reaccién fue de 15 uL, conteniendo bu-
ffer 1X, 2,0 mM de MgCl,, 0,2 mM de
dNTPs, 0,5 uM de cada oligonucleéti-
do, 0,032 U/uL de Tag ADN polimerasa
y 1 uL de ADN obtenido de la primera
amplificacién. Condiciones: 95°C por 2
min, 34 ciclos cada uno de 94°C por 30
seg., 60°C por 1 min. 30 seg., 72°C por
1 min. 30 seg., y finalmente 1 ciclo de
extensién de 72°C por 7 min.

La genotipificacién de P vivax se rea-
liz6 mediante la técnica de PCR-RFLD
para la cual se utiliz6 el gen pumsp3-o
que codifica la proteina de superficie 3o
del merozoito del pardsito (MSP3-a.);
este marcador ha sido usado en otras
investigaciones en zonas endémicas de
Sudamérica como en nuestro pais 19,
Colombia ™ y en Brasil ®, también
en lugares como Tailandia ¥, Paptda
Nueva Guinea ® y la India @?. Las
secuencias, los oligonucleétidos y las
condiciones de reaccién y amplifica-
cién fueron adaptadas a partir de estos
estudios epidemioldgicos.

Nested-PCR: Paralaamplificaciéndel
gen pvmsp3-a., la primera PCR se reali-
z6 con los oligonucledtidos: P1V1=5"-
CAGCAGACACCATTTAAGG-3"
y P2Vli= 5°.CCGTTTGTTGATT-
AGTTGC-3". El volumen final de
reaccién fue de 15 wL, conteniendo
buffer 1X, 2,0 mM de MgCl,, 0,15 mM
de dNTPs, 0,15 uM de cada oligonu-
cleétido, 0,013 U/uL de Tag ADN poli-
merasa y 50 ng de ADN molde. Condi-
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ciones: 942C por 3 min., 34 ciclos cada
uno de 94°C por 30 seg., 562C por 30
seg., 682C por 2 min. 30 seg. y 1 ciclo de
extension final de 72°C por 4 min.

Para la segunda PCR se uwtili-
z6  los oligonucledtidos NIVI=
5°-GACCAGTGTGATACCATT-
AACC-3" yN2V1= 5"-ATACTGGTT-
CTTCGTCTTCAGG-37, con los cuales
se amplifico 1900 pb y 1500 pb, corres-
pondientes a las secuencias alélicas A
y B, respectivamente. Las reacciones
de amplificacién fueron similares a las
usadas para la primera PCR con 1 ulL
de ADN agregado a cada reaccidn,
obtenido de la primera amplificacién.
Condiciones: 94°C por 3 min., 29 ciclos
cada uno de 94°C por 30 seg., 57°C por
30 seg., 682C por 2 min. 30 seg. y 1 ciclo
de extension final de 682C por 4 min.

La digestién enzimética se realiz6 a
partir de los productos de amplificacién
provenientes de la segunda PCR del
nested PCR. Se utiliz6 dos enzimas de
restriccion denominadas Alu I y Hha
I (New England BIOLabs), las cuales
permitieron establecer el polimorfismo
de la longitud de los fragmentos de res-
triccién o RFLE, ampliamente utilizadas
para estudios de genotipificacién como
los efectuados en Iquitos (Pert) (9, Co-
lombia 19 y Brasil 9. Para la reaccién
de digestién se usé 8 uL del producto
amplificado (ADN) conteniendo 0,5
unidades/enzima y se incub6 a 37°C
por 3 horas. Los productos obtenidos
(fragmentos de digestion) fueron visua-
lizados en gel de agarosa al 2%, conte-
niendo 0,05 ug de bromuro de etidio (1
ug/mL). Se determiné los tamafios de
los fragmentos usando un marcador de
peso molecular de 100 pb. Los patrones
enziméticos fueron designados en base
al tamafio de los fragmentos como ha-
plotipos PA para Alu I y PH para Hha
I. Se identificé las infecciones policlo-
nales por la presencia de dos o mas se-
cuencias alélicas del producto de PCR
(alelos A o B) o por la suma de los frag-
mentos, cuando excedfan el tamafio del
producto antes de la digestién (9.

La variabilidad genética de P vivax
fue evaluada mediante la determina-
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cién del nivel de la diversidad poblacio-
nal (PLD), tipicamente definido como
la variacién de un gen en un loci anti-
génico, variable o neutral. Una medida
de PLD es la heterozigocidad esperada
He = 1/(1 = N) (1-Zp,), con p igual
a la frecuencia de alelos y N igual al
ntmero de alelos detectados), demos-
trando una alta variabilidad genética
con valores cercanos a la unidad. La
complejidad de la infeccién (COI) es
usada para evaluar el niimero minimo
de tipos de alelos presentes en un loci
polimérfico de copia tnica; un COI>1
puede ser determinado por la observa-
cién de mudltiples alelos dentro de una
Gnica muestra. Estos criterios fueron
tomados en cuenta por estudios previos

realizados en la Amazonfa peruana ®.

Los patrones de recurrencia fueron
establecidos a través de la genotipifica-
cién de P vivax, durante dos periodos de
evaluacién. Se determind los relapsos
cuando se encontré haplotipos idénti-
cos en ambos periodos y las reinfeccio-
nes cuando se hall6 haplotipos diferen-
tes. En estudios de la Amazon{a rural de
Brasil ®, la genotipificacién molecular
permiti establecer los relapsos como
la reactivacién del mismo clon del pa-
rasito, es decir, se identificé genotipos
idénticos tanto en la infeccién primaria
como en la recurrencia de la enferme-
dad y en las reinfecciones se identifi-
c6 genotipos diferentes. Asimismo, en
Guyana Francesa (Camopi) !9 estiman
las recutrencias como relapsos y rein-
fecciones tomando en cuenta rangos de
tiempo antes y después de 90 dias del
primer episodio, respectivamente.

Para el anélisis de datos, la identifi-
cacién de los haplotipos se realizé inde-
pendientemente con cada enzima y con
la combinacién de ambas. Para estimar
la diferencia entre las medias de las fre-

con el valor tabular de E en un inter-
valo de significancia al 95% (a.= 0,05).
Para determinar la asociacién entre los
patrones de recurrencia y el rango de
tiempo luego de la primera evaluacién,
se aplicé la prueba chi-cuadrado (X?),
considerando una relacién altamente
significativa con una probabilidad del
99% cuando p < 0,01 (tabla X?) y con
grados de libertad mayores o iguales a
1(GL = 1).

RESULTADOS

Durante la primera evaluacién se de-
tecté 191/222 (86%) casos con infec-
cién por P vivax, 2/222 (0,9%) con in-

feccién por P falciparum, 21/222 (9,5%)
con infeccién mixta y 8/222 (3,6%)
fueron negativos (figura la). Durante
la segunda evaluacién, considerando
solo los casos con infeccién primaria
por P wivax, se detecté recurrencias
de la infeccién por P vivax en 180/191
(94,2%), los cuales fueron utilizados en
los an4lisis posteriores de genotipifica-
ci6én (figura 1b).

En la genotipificacién de P vivax en
individuos con infeccién recurrente,
mediante nested PCR se detect6 2 se-
cuencias alélicas diferentes, el alelo A
(1900 bp) y alelo B (1500 bp). En la
primera evaluacién, 172/180 (95,5%)

presentaron el alelo A, siendo el de
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Frecuencia de la infeccion

a. Deteccion de la infeccion primaria
Mazan 2006-2008

Primera evaluacion

" P vivax
P falciparum
Mixtas

Negativas

90%
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0%

Frecuencia de la infeccion

b. Deteccion de recurrencias en individuos
con infeccién primaria por P, vivax

Segunda evaluacion

cuencias de haplotipos monoclonales,

identificados en la primera y segunda Mixtas 27%
B P falciparum 1,8%

B Pvivax 81,0%

Negativas 0,5%

evaluacién, se realizd un andlisis de
varianza, con tablas de contingencia,
el cual emplea la razén de las estima-
ciones o razén de Fisher (F). El valor
estadistico de F se obtuvo dividiendo
la estimacién intermediante entre la
estimacién interna; luego, se compard

Figura 1. Deteccion de la malaria por vigilancia activa; a. Total de individuos
detectados con infeccion primaria y negativos (Primera evaluacién);
b. Recurrencia de la infeccion (Segunda evaluacion) en individuos
detectados con P. vivax durante la primera evaluacion.
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Tabla 1. Genotipificacion en individuos con infeccion recurrente por

Plasmodium vivax.

Segunda evaluacion
n (%)

Primera evaluacion
n (%) & .
A 172 (95,5) 166 (92,2) 6(3.3)
B 8 (4,5) 5(2,8) 3(1.7)
n total 180 (100,0) 180 (100,0)

Los alelos fueron determinados mediante nested-PCR. El alelo A=1900 pb y el

alelo B=1500 pb.

mayor frecuencia, mientras que 8/180
(4,5%) presentaron el alelo B. En la
segunda evaluacién 166/180 (92,2%)
presentaron nuevamente el alelo A y
3/180 (1,7%) nuevamente el alelo B.
Ademas, 5/180 (2,8%) con el alelo A
y 6/180 (3,3%) con el alelo B fueron
identificados en la primera evaluacién
como alelos B y A, respectivamente

(tabla 1).

Mediante la digestion enzimética
con Hha I, en el alelo A, se identific
nueve haplotipos monoclonales (PH1
a PH9) y tres haplotipos policlonales
(PHI11 a PH13). Con esta misma en-
zima, en el alelo B se identificé un ha-
plotipo monoclonal (PH10) (figura 2a).
Con Alu I, en el alelo A, se identific
seis haplotipos monoclonales (PAI1-
PA6) y un haplotipo policlonal (PAS8);
con esta misma enzima, en el alelo B
se identificé un haplotipo monoclonal

(PA7) (figura 2b).

Con la combinacién de ambas en-
zimas se logré una mayor variabilidad
genética, identificando 14 haplotipos
monoclonales (PAHI-PAHI14) y sie-
te haplotipos policlonales (PHA15-
PHAZ21). El anilisis de recurrencia
permitié identificar a los haplotipos
PHA13, PHA2 y PHAG6 como los mas
recurrentes, con 5,5 %, 7,2% vy 12,2%,
respectivamente. Los haplotipos PHAS,
PHA10, PHA17 Y PHA19 no fueron
identificados durante la primera eva-
luacién; por lo tanto, no presentaron
recurrencia. Se identificé haplotipos
no recurrentes y policlonales, presentes

como haplotipos diferentes en la segun-
da evaluacién. La prueba F (a=0,05;
Fp<Ft), indicé que no existe diferen-
cias reales entre las frecuencias de ha-
plotipos monoclonales identificados,
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mediante métodos de genotipificacién,
en los dos periodos de evaluacién (figu-
ra 3). En el andlisis estadistico, el 5,6%
de los individuos presenté un COI>1
en la primera evaluacién y 3,8% en la
segunda evaluacién. Los valores PLD
en ambos periodos de evaluacién fue-
ron He=0,88 y 0,87, respectivamente.

En la determinacién de los patrones
de recurrencia de P vivax, la combina-
ci6n enzimdtica permitié identificar
infecciones por haplotipos policlonales
en 17/180 (9,4%) casos, en alguno de
los dos periodos de evaluacién. Se iden-
tifico infecciones por haplotipos mono-
clonales idénticos (relapsos) en 75/180
(41,7%) y diferentes (reinfecciones) en
88/180 (48,9%) casos, en ambos perio-
dos de evaluacién. En los relapsos, el
haplotipo PHAG6 fue el més frecuente

Patrones enziméticos con Hha /

Infecciones monoclonales
AL BCOFHE M MMOPE RE MR MRS RED M

Infecciones policlonales
S T T

SRR RN

Patrones enzimaticos con Alu /

Infecciones monoclonales

M OPAl PA? PAY AL PAG PAS PLe PAT M M Pas
iy
- - - -
- . = 4
= — —_ =
— pe— - -
— —{ - -
- — 5 - —
L - - — -
et —— - o
- —Re_ - o
W — o — |
el
e — — P -
-
- -
(L -'_ - - = R

Infeccion policlonal

Figura 2. Genotipificacion en individuos con infeccion recurrente

por P. vivax, mediante digestion enzimatica. M: Marcador de 100

pb; a. Haplotipos identificados con la enzima Hha /; b. Haplotipos
identificados con la enzima Alu .
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Figura 3. Andlisis de recurrencia de haplotipos. Haplotipos identificados con la
combinacién de las enzimas Hha | + Alu . (=0,05; Fp: 0,0023 < Ft: 4,22; no hay
diferencias entre las frecuencias de haplotipos monoclonales identificados).
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Figura 4. Patrones de recurrencia en P. vivax; a. Haplotipos monoclonales causantes
de reinfeccion y relapso; b. Patrones de recurrencia segun dias luego de la primera
evaluacién (p<0,01, diferencia altamente significativa, segun prueba X°).

con 12,2% vy los haplotipos PHA5 y
PHA7 fueron los menos frecuentes,
ambos con 0,6%. En las reinfecciones,
los haplotipos PHA4 y PHA13 tuvie-
ron mayores porcentajes de haplotipos
diferentes durante la segunda evalua-
cién, con 8,4% y 7,8%, respectivamen-
te. El haplotipo PHA12 solo presentd
4,4% de haplotipos diferentes, ninguno
identificado como causante de relapso
(figura 4a).

En la distribucién de los patrones de
recurrencias segtin el rango de tiempo se
observé 36/180 (20%) relapsos 'y 21/180
(11,7%) reinfecciones entre 0 a 90 dias.
Los relapsos mostraron una disminu-
cién de 25/180 (13,9%), 10/180 (5,6%)
y 4/180 (2,2%) casos entre 180, 270 y
365 dias post-primera evaluacién, res-
pectivamente. En cambio las reinfeccio-
nes incrementaron mientras mayor era
el rango de tiempo, de 19/180 (10,5%),
21/180 (11,7%) y 27/180 (15%) casos
en los mismos periodos de tiempo (tabla
2 y figura 4b). Asf mismo, la prueba X?
mostré una relacién altamente signifi-
cativa (p<0,01), entre los patrones de
recurrencia y el rango de tiempo en que
se presentaron estos patrones.

DISCUSION

Las infecciones asintomaticas por Plas-
modium son el principal problema en
muchas regiones del mundo; la princi-
pal razén es que los individuos después
de repetidas infecciones desarrollan
inmunidad contra estos parasitos, por
lo que se minimiza la intensidad de los
sintomas, manteniendo ademés una
parasitemia muy baja por largos perio-
dos de tiempo ?¥. La inmunidad adqui-
rida en forma natural a través de an-
ticuerpos contra los estadios asexuales
sanguineos de Plasmodium, ha sido de-
mostrada desde los afios 1960, median-
te técnicas serolégicas como Elisa @,
Se ha comprobado que los anticuerpos
persisten entre tres y seis meses después
de la infeccién inicial 9. De esta ma-
nera, individuos de zonas endémicas
podrian ser vinculados a un diagnéstico
recurrente de la enfermedad, por la pre-
sencia continua de estos anticuerpos.
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Tabla 2. Analisis de los patrones de recurrencia segun rango de tiempo: 0 a 365 dias
luego de la primera evaluacion. Existe una relacion altamente significativa (p<0,01 segun
prueba X°), entre los patrones de recurrencia y el rango de tiempo de presentacion,
destacandose el relapso en los primeros 90 dias y la reinfeccion entre los 270 y 365 dias

después de la primera evaluacion.

Dias luego de la primera evaluacion

n (%)
Patrones de
. 0-90 90-180 180-270 270-365
recurrencia
Relapso 36 (20,0) 25(13,9) 10 (5,6) 4(2,2)
Reinfeccion 21 (11,7) 19 (10,5) 21 (11,7) 27 (15,0)

Técnicas novedosas como la PCR
ofrecen alta sensibilidad y especificidad
para la deteccion del ADN genémico
de Plasmodium; ademds, es efectiva
para la determinacién de infecciones
mixtas ?”. Diferentes estudios usan
variantes, como el nested PCR para el
diagnéstico de Plasmodium @®; por lo
general, este método es utilizado como
prueba estdndar. En Mazan-Iquitos,
el diagnéstico por nested PCR ha de-
mostrado la presencia de individuos
asintomaticos con frecuencias altas de
infecciones por P wivax y bajas por P
falciparum. Condiciones similares han
sido encontradas en Venezuela ®, in-
dicando infecciones asintométicas de
34,8% para P vivax y 15,2% para P, fal-
ciparum. Otros estudios realizados en la
Amazonfa brasilefia ©®, donde existen
bajos indices de transmisién tanto en P
vivax como en P falciparum, indican un
ntmero alto de individuos asintomati-
cos no detectados.

Elnested PCR también puede ser uti-
lizado para realizar pruebas de genotipi-
ficacion. En el presente estudio se de-
tectd dos secuencias alélicas diferentes,
una de 1900 pb (alelo A) y de 1500 pb
(alelo B). Adicionalmente, investiga-
ciones realizadas en Paptia Nueva Gui-
nea ?129 informan sobre un tercer alelo
de 1100 pb (alelo C); incluso estudios
en la India (Chennai) ??, mencionan
un cuarto alelo de 500 pb (alelo D). En
todas estas investigaciones, la frecuen-
cia del alelo A es mayor que la del alelo
B, resultados similares a los encontra-
dos en este estudio. Contrariamente, en

regiones como Venezuela ®9] se indica
un 9,3% para el alelo A y 21,9% para
el alelo B. Incluso contrastando con la
mayorfa de investigaciones de esta par-
te del mundo, un estudio realizado en
el Sur de Irdn ©Y encuentra al alelo C
como el més frecuente. Estos resulta-
dos nos muestran que existe una gran
variabilidad genética de las poblaciones
de P vivax circulando en diferentes re-
giones geogrificas; ademas, se observa
un predominio de determinado tipo
alélico, por determinada regién.

Los métodos de nested PCR y diges-
tién enzimdtica efectuados en Mazin
permitieron identificar hasta 10 haplo-
tipos monoclonales con la enzima Hha
Iy 7 con Alu I; algunos de estos haplo-
tipos, seis con Hha I y tres con Alu I,
ya han sido publicados en Tailandia ¥,
Paptia Nueva Guinea ®V, India ®? e
Iran ©Y) igual que en Perd !9, donde
identificaron ocho y nueve patrones,
respectivamente. Lo que sugiere que
algunas de estas variantes alélicas tie-
nen una distribucién geografica global.
También, en Mazan se identificé tres
haplotipos policlonales o mixtos con la
enzima Hha I y 1 con la enzima Alu I,
representando el 9,4% de todas las in-
fecciones. Estos valores fueron menores
a los encontrados en pafses como Tai-
landia " con 19,3%, Paptia Nueva Gui-
nea @429 con23% y en Brasil ®© donde
encontraron 14% de infecciones mixtas
analizadas solo con la enzima Hha I. In-
cluso en otras localidades de la Amazo-
nia peruana se registr6 26,3% de infec-
ciones mixtas por P vivax, contrastando
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con este estudio, lo cual demuestra que
en zonas como Mazin no hay una co-
infeccién claramente establecida; sin
embargo, la alta variabilidad genética
determinada por los valores del PLD
(cercano a la unidad) si son bastante
similares en estas regiones geogrificas
de la Amazonia peruana .

En las regiones endémicas, las re-
currencias de malaria son bastante
frecuentes, principalmente por las rein-
fecciones y por los relapsos propios de P
vivax. En el presente estudio, los méto-
dos moleculares utilizados permitieron
encontrar 41,7% de relapsos y 48,9%
de reinfecciones. Frecuencias similares
fueron halladas en estudios de genoti-
pificacién de la Amazonfa brasilefia ®,
donde los rangos de recurrencias con
haplotipos similares se encuentran en-
tre 26% y 40%, con un intervalo de
tiempo de 0 a 180 dias postratamien-
to. Frecuencias més altas son informa-
das en soldados australianos ¢, donde
99% de las recurrencias lo asociaron a
un solo tipo alélico, con un intervalo de
tiempo entre 29 y 343 dias, el mismo
periodo de tiempo utilizado en el pre-
sente estudio.

La importancia de realizar un diag-
néstico preciso es determinar la es-
pecie de Plasmodium causante de la
enfermedad. Del mismo modo, es ne-
cesario establecer la recurrencia de la
infeccién, a fin de que el paciente re-
ciba el tratamiento adecuado. Ademas,
la variabilidad genética de P vivax in-
fluye significativamente en el flujo de
genes que pueden conferir resistencia
a drogas, como la cloroquina. Esta re-
sistencia ocasionada por la diversidad
genética de P vivax tiende a variar se-
gln el drea geografica y el vector. Estos
conocimientos dirigidos a comprender
la biologia y diversidad genética son de
utilidad para el tratamiento y disefio de
vacunas efectivas, las cuales pueden ser
dirigidas a una o varias fases especificas
del parésito.

En conclusién, se estima una alta
variabilidad genética de P wivax cir-
culante en regiones endémicas como
Mazén-Iquitos, y los patrones de recu-
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rrencia, basados en la genotipificacién,
indican diferencias entre reinfecciones
y relapsos, con una alta proporcién de
individuos infectados pero asintométi-
cos. Como recomendacién se debe con-
siderar necesario realizar estudios con
un seguimiento mas exhaustivo y de-
tallado de los pacientes, asi como con
un mayor nimero de muestras junto
con la utilizacién de otros marcadores y
técnicas moleculares especializadas. El
secuenciamiento y PCR en tiempo real
podrian dar m4s luces sobre los resulta-
dos encontrados y ayudar a compren-
der mejor la dindmica de transmisién
y la diversidad genética. Este estudio
permitié conocer las frecuencias rea-
les de la infeccién asintomética y los
patrones de recurrencia. Esta informa-
cién puede ser utilizada para establecer
medidas que ayuden a las poblaciones
asintomdticas a mejorar las condiciones
de salud con un tratamiento eficaz, asi
como adecuados controles vectoriales
que eviten las constantes recurrencias
de la enfermedad.
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