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RESUMEN

Fenotipos del sistema Duffy y su relacion con malaria asintomética en pobladores del
sector “50 casas” de la parroquia Vuelta Larga del cantén y provincia de Esmeraldas

durante el periodo 2015

Introduccion: En el Ecuador la malaria ha disminuido en los ultimos diez afos; sin
embargo, se han reportado brotes de la enfermedad en zonas altamente endémicas
durante el afio 2013, hecho ocurrido en el sector “50 casas” del canton y provincia de
Esmeraldas, convirtiéndose asi en una enfermedad reemergente. Estudios publicados
sobre el efecto protector a la infeccion malarica por P. vivax han sido ampliamente
descritos por la ausencia del grupo sanguineo Duffy (Fy) en individuos de descendencia
afroamericana y aunque, este aspecto ha sido considerado, otros estudios revelan que P.
vivax puede infectar a los glébulos rojos y causar enfermedad clinica en personas Duffy-
negativos. Esto sugiere que la relacién entre P. vivax y antigeno Duffy es mas compleja
de lo que se describe habitualmente, motivo por el cual el objetivo del presente estudio es
determinar la relacibn entre malaria asintomatica y el sistema sanguineo Duffy.
Materiales y Métodos: Se analiz6 un total de 384 muestras a las que se caracterizd
mediante Pruebas de Diagnéstico Rapido (PDR), fenotipificacion seroldgica del sistema
Duffy, ELISA (EIA) y se realiz6 la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
en tiempo real a las muestras con fenotipos Duffy negativo reactivas y no reactivas en
EIA. Resultados: En PDR todas las muestras fueron negativas. Se establecié una mayor
frecuencia del fenotipo Fy(a-b) con el 39.8% del total de la poblaciéon de estudio, de los
cuales el 72% se identifican étnicamente como “negros” y el 27,2% como “mestizos”. De
total de individuos Duffy negativo, se determind que 43 (11,19%) presentaron resultados
reactivos en EIA y de estas 2/43 muestras (4,65%) presentaban ADN de P. vivax y 1/43
(2,32) presentaban ADN de P. falciparum, y en las muestras no reactivas para
anticuerpos contra malaria se identific6 que 9/110 (8,18%) tenian ADN de P. vivax y
5/110 (4,54%) de P. falciparum. Conclusiones y Recomendaciones: Se establecio la
relacién entre el fenotipo Fy(a-b-) y la identificacion étnica de los habitantes, ademas de
la existencia de seudo-inmunidad contra el parasito al detectarse anticuerpos anti-
malaria. La técnica molecular PCR en tiempo real determiné la existencia de individuos
asintomaticos de P. vivax, comprobandose asi que el sistema Duffy null proporciona
inmunidad natural al portador de este fenotipo, razén por la cual se recomienda al
Ministerio de Salud Publica que se implemente algoritmos de deteccion que permitan
identificar pacientes asintoméaticos de la enfermedad en zonas endémicas, con el fin de

evitar brotes aislados a futuro y asegurar la calidad de vida de los pobladores.
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ABSTRACT

Duffy phenotypes system and its relationship with asymptomatic malaria in people in the
sector "50 Casas" of the parish “Vuelta Larga” canton and province of Esmeraldas during
the period 2015.

Introduction: In Ecuador malaria has declined over the last ten years. However, they
have reported outbreaks of the disease in highly endemic areas in 2013, which occurred
in the sector "50 houses” in canton and province of Esmeraldas, becoming a re-emerging
disease. Published on the protective effect of malaria infection by P. vivax studies, they
have been extensively described by the absence of Duffy (Fy) blood group in individuals
of Afro-American descent and although this aspect has been considered, other studies
show that P. vivax can infect and cause clinical RBCs disease in people whom are Duffy-
negative. This suggests that the relationship between P. vivax and Duffy antigen is more
complex than is usually described, which is the objective of this study, to determine the
relationship between asymptomatic malaria and Duffy blood system. Materials and
Methods: A total of 384 samples to which was characterized by Rapid Diagnostic Tests
(RDTs), serological Phenotyping of Duffy system was analyzed, ELISA (EIA) and the
reaction technique were carried out in polymerase chain (PCR) in real time samples with
phenotypes Duffy negative reactive and nonreactive in EIA. Results: In PDR all samples
were negative. A higher frequency of phenotype Fy (a-b) was established with 39.8% of
the total study population, of which 72% identify themselves ethnically as "black" and
27.2% as "mestizos". Total Duffy negative individuals, it was determined that 43 (11.19%)
had reactive results on EIA and 2/43 of these samples (4.65%) had DNA of P. vivax and
1/43 (2:32) DNA had P. falciparum, and nonreactive for antibodies to malaria samples
were identified as 9/110 (8.18%) they had DNA of P. vivax and 5/110 (4.54%) of P.
falciparum. Conclusions and Recommendations: the relationship between phenotype
Fy (a-b-) and the ethnic identity of the people was established, in addition to the existence
of pseudo-immunity against the parasite to anti-malarial antibodies detected. The
molecular technique real-time PCR determined the existence of asymptomatic individuals
of P. vivax, thus proving that the Duffy null system provides natural immunity to the bearer
of this phenotype, which is why it is recommended to the Ministry of Public Health
algorithms to be implemented screening to identify asymptomatic patients of the disease
in endemic areas, in order to avoid isolated outbreaks in the future and ensure the quality

of life for residents.
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ADN: Acido Desoxirribonucleico.
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INTRODUCCION

En la dltima década la malaria en el Ecuador disminuyé considerablemente, motivo por el
cual la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) otorg6 al pais el premio campedn
de la lucha contra el paludismo de las Américas (MSP-Ecuador, 2012). A pesar de este
gran avance, se han reportado brotes de malaria en zonas endémicas debido a la
existencia de factores de riesgo tales como: aguas estancadas, movilidad humana y
personas asintomaticas; esto se puede constatar en el sector “50 casas” del canton y
provincia de Esmeraldas donde se report6 un brote de malaria en el afio 2013 (Diario "La
Hora", 2013).

En el afio 2008, se reportaron alrededor de 5000 casos en el pais, de los cuales el 90%
correspondian a infeccion malérica causada por Plasmodium vivax y en el 2010 se
reportaron 2000 casos mas; sin embargo, se calcula que esta cifra estaria muy por
debajo del verdadero numero (Fabidn Saenz & Maria Eugenia Dévila, 2012) y, aunque la
incidencia de los casos ha disminuido de manera constante durante los Ultimos afios, el
mal persiste en comunidades y zonas rurales como las provincias de Esmeraldas,
Guayas y Orellana, pero los datos no se encuentran actualizados debido a la alta
susceptibilidad de brotes que tiene el pais (Fabidn Saenz & Sofia Ocafa, 2014). Por esta
razén, el objetivo de este estudio es determinar la relacién existente entre los brotes

aislados de malaria y el sistema sanguineo Duffy.

En varios estudios se ha reportado que la presencia de los antigenos del sistema
eritrocitario Duffy favorecen para que P. vivax pueda invadir las células eritrocitarias y
causar malaria debido a que el parasito infecta los eritrocitos del ser humano por medio
de una de una proteina apical de unién al receptor Duffy (PvDBP) y el receptor de
superficie eritrocitario denominado DARC (receptor del antigeno Duffy para quimiocinas)
(Souza-Silva F. , y otros, 2014). En éstos se ha demostrado que el efecto protector a la
malaria se encuentra relacionado con la estructura de la membrana del eritrocito y la
ausencia de los antigenos mencionados (Pasvo, 2007). Por otra parte, varios autores
refieren que el incremento de malaria asintomatica en zonas endémicas se encuentra
vinculado con las constantes infecciones o recurrencias de Plasmodium, y que pueden
ocurrir semanas o0 afios después de registrado el primer episodio de parasitemia
(Valencia, Calderén, & Fasabi, 2012)



La identificacion de portadores asintométicos y la deteccion de los antigenos del sistema
eritrocitario Duffy en los pobladores del sector “50 casas” de la Parroquia Vuelta Larga del
cantén y provincia de Esmeraldas, son un dato de importancia para el sistema de salud
porque permitira establecer estrategias de control para el seguimiento de brotes asilados
en poblaciones que son consideradas altamente endémicas constituyendo un aporte al
Objetivo 3 del Plan Nacional del Buen Vivir que consiste en Mejorar la Calidad de Vida de
la Poblacion que menciona: Levantar el perfil epidemiolégico y sanitario del
pais.....mantener la calidad de vida empieza por mantener el derecho a la salud (Plan
Nacional del Buen Vivir, 2013-2017). En este estudid se identificé que el 39.8% de la
poblacion del sector “50 casas” del cantén y provincia de Esmeraldas tiene el fenotipo
Duffy negativo Fy(a-b), siendo 65% de personas de género femenino y un 35% masculino
entre las edades de 3 a 107 afos, de los cuales 130 se identifican étnicamente como
“negros” y 26 como “mestizos”, determindndose asi que existe relacion entre el fenotipo
Duffy negativo — etnia negra y que los pobladores que poseen este fenotipo Duffy null

tienen inmunidad natural contra la infeccién parasitaria por P. vivax.

En la actualidad se establece que se necesitan métodos de diagnostico altamente
sensibles y alcanzables, para orientar las intervenciones del sistema de salud con el fin
de lograr erradicar la malaria y aunque la microscopia tradicional y las pruebas de
diagndstico rapido (PDR) son adecuadas para el diagnéstico de la infeccion sintomatica
de la malaria, se necesitan pruebas mas sensibles para los programas de deteccion
primaria (LabMedical, 2016) (CLAIM, 2016), razon por la cual se recomienda al Ministerio
de Salud Publica y el Programa de Control y Erradicacion de la Malaria implementar la
identificacion de portadores asintométicos en las zonas altamente endémicas y
establecer un algoritmo de deteccion ultrasensible que incluya pruebas serologicas y de
diagnéstico molecular que permita la vigilancia epidemiol6gica generalizada de la
poblacion en caso de portadores asintomaticos para la deteccién de parasitemias bajas

de Plasmodium.
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CAPITULO |

1.1. JUSTIFICACION

A pesar de las estrategias y procesos que se realizaron anualmente para el control y
erradicacion de la malaria en el pais, se han reportado brotes en lugares endémicos
debido a condiciones climaticas, bioldgicas y ecoldgicas, asi como por la presencia de

portadores asintomaticos y/o los movimientos poblacionales (Sdenz & Ocafia, 2013).

La identificacion de portadores asintomaticos y la deteccién de los antigenos del sistema
eritrocitario Duffy en los pobladores del sector “50 casas” de la Parroquia Vuelta Larga del
cantén y provincia de Esmeraldas, pretende proporcionar al sistema de salud datos que
permitan establecer si en los habitantes existe una disminucion de la inmunidad natural
ante la infecciébn parasitaria por Plasmodium vivax y si estd relacionado con el

surgimiento de brotes aislados de malaria.

En el pais no existe informacion publicada acerca del polimorfismo del sistema Duffy y su
relacién con la resistencia parcial o completa que este confiere contra infeccion malarica
por P. vivax, asi como tampoco se han reportado estudios sobre la prevalencia de la
malaria asintomatica, lo cual puede representar un problema para las estrategias de
control que fueron adoptadas en caso de que se identifiquen portadores asintoméaticos

entre los pobladores de zonas endémicas.

Por otra parte, el incremento de la malaria asintomatica se encuentra vinculado con las
constantes infecciones o recurrencias de Plasmodium. Las reinfecciones y los relapsos
son patrones de recurrencia poco conocidos; sin embargo, se sabe que los relapsos son
una caracteristica importante de P. vivax originados por estadios latentes en el higado
(hipnozoitos), los cuales pueden ocurrir semanas o afios después de registrado el primer

episodio de parasitemia (Valencia, Calderén, & Fasabi, 2012).

La proteina de unién de P. vivax - Duffy (PvDBP) es un tipo de proteina integral de
membrana de 140 kDa que pertenece a una familia de proteinas de unién a Duffy
homdloga de eritrocitos (DBL-EBP) ubicados dentro de los micronemes de merozoitos de
Plasmodium, lo cual contribuye a que se produzca la infeccién parasitaria de los glébulos
rojos (Chootong, McHenry, Ntumngia, Sattabongkot, & Adams, 2014). Sin embargo,
aunque durante muchos afios se ha considerado que el fenotipo Duffy negativo actia

como un efecto protector ante la infeccion malérica por P. vivax, Carvalho y sus
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colaboradores en el aflo 2012, demostraron en un estudio que no existe diferencia entre
pacientes infectados por P. vivax y la presencia o ausencia de antigenos Duffy,
concluyendo que puede tratarse de una nueva adaptabilidad del parasito para invadir a
los eritrocitos sin importar que no exista el receptor DARC o0 que este receptor haya
sufrido mutaciones, razon por la cual se impulsa la realizacion de estudios en la
busqueda de portadores asintomaticos y su relacibn con la ausencia del receptor
eritrocitario de los antigenos Fy (Duffy) en paises endémicos de malaria (Carvalho, y
otros, 2012).

Los datos obtenidos en este estudio permitirdn a las autoridades del Ministerio de Salud
Publica establecer nuevas estrategias de control en zonas consideradas altamente
endémicas de malaria y ofrecer un aporte al Objetivo 3 del Plan Nacional del Buen Vivir
que consiste en Mejorar la Calidad de Vida de la Poblacion que menciona: Levantar el
perfil epidemiolégico y sanitario del pais.....mantener la calidad de vida empieza por

mantener el derecho a la salud (Plan Nacional del Buen Vivir, 2013-2017).
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1.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Plasmodium vivax infecta los eritrocitos humanos a través de una via que requiere la
interaccion entre la proteina apical del parasito, proteina eritrocitaria de unién
perteneciente al sistema Duffy (PvDBP) y el receptor de antigeno Duffy para quimiocinas,
denominado fraccion (DARC) (Souza-Silva F. , y otros, 2014). De hecho, se ha
documentado ampliamente que la presencia de los antigenos del sistema eritrocitario
Duffy son necesarios para que P. vivax pueda invadir las células eritrocitarias y causar la
enfermedad (Carvalho, y otros, 2012) (Zimmerman, Ferreira, & Howes, 2013), por lo que
se considera que el efecto protector innato a la malaria esta relacionado con la estructura
de la membrana eritrocitaria y la respectiva ausencia de estos antigenos (Pasvo, 2007),
es decir, el fenotipo Duffy negativo (Fy*-/Fy"-) que se caracteriza por la ausencia de esta
proteina o receptor de quimiocinas, impide la unién del merozoito a la superficie de la
membrana del eritrocito y por consiguiente, no se produce la infeccion malérica

(Gonzalez, y otros, 2012).

A pesar de la importante evidencia clinica y epidemiol6gica en relacién con la proteccion
contra P. vivax en individuos Duffy negativo, otros estudios han sugerido la existencia de
infeccién por esta especie en ausencia de expresion de la proteina (Fy-), fenébmeno que
indica que el parasito ha evolucionado en su forma de infeccibn a los eritrocitos
(Zimmerman, Ferreira, & Howes, 2013) (Carvalho, y otros, 2012), y con los adelantos de
la biologia molecular, se pueden determinar las variaciones genéticas de las especies de
P. vivax que son capaces de causar la enfermedad en determinadas poblaciones y las
caracteristicas particulares del parasito asociados a los factores epidemiolégicos, clinicos
y bilégicos relevantes para la prevencion, control y tratamiento de malaria (Mendizabal &
Padilla, 2003).

Adicionalmente, los pacientes que presentan malaria y un fenotipo Duffy (Fy negativo) en
zonas consideradas endémicas en Ecuador, no han sido estudiados o reportados, por lo
que el estudio de la relacion del efecto protector de los antigenos Duffy y los portadores
asintomaticos de malaria en el pais, evidenciaria la posibilidad de la transmision a otros

individuos y el inicio de nuevos brotes.

Otro aspecto a considerarse, es la deteccion de portadores asintomaticos de malaria
mediante el uso de reactivos que determinan antigenos y anticuerpos. De acuerdo a
Gillet 2009, el uso de pruebas de diagnéstico rapido esta afectado por el efecto prozona,

especialmente en parasitemias elevadas y el secuestro del parasito en el ensayo
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Inmunocromatografico; pero esto puede ser superado al incluir un control de calidad que
permita que los resultados falsos negativos que se obtienen generalmente en densidades
bajas de parasitos puede ser controlado al aplicar un algoritmo de deteccién que incluya
métodos de enzima inmunoensayo y molecular (Philippe, Marcella, Marjan, & Jef Van,
2009).

En el 2012, estudio realizado por Gonzalez y Chiriboga establecié que existe un 93,4%
de resultados falsos positivos en la determinacion de antigenos de malaria mediante la
metodologia de enzima-inmunoensayo y la total falta de deteccion de antigenos de
malaria asintomatica mediante el uso de pruebas rapidas (Gonzalez & Chiriboga, 2013);
sin embargo, las pruebas rdpidas son muy utiles en lugares donde los recursos son
limitados, el diagndstico microscopico rutinario no se realiza o es de mala calidad, el
acceso geografico es dificil o se trata de poblaciones socialmente aisladas o conflictivas,

caracteristicas que se presentan en Esmeraldas en el sector “50 casas”.
Pregunta del Problema: ¢Existe portadores asintomaticos de malaria con inmunidad

innata por el sistema sanguineo Duffy en el sector “60 casas” zona considerada

endémica de la provincia de Esmeraldas?
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1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Identificar la existencia de pobladores asintomaticas portadores de malaria y su relacion
con el sistema eritrocitario Duffy en el sector “50 casas” de la parroquia Vuelta Larga del

cantén y provincia de Esmeraldas.

1.3.2. OBJETIVO ESPECIFICOS

= Clasificar la poblacién del sector “60 Casas” de acuerdo a la edad, etnia, género y

procedencia.

= Determinar los antigenos del sistema eritrocitario Duffy y sus fenotipos en los
pobladores del sector “50 Casas” de la Parroquia Vuelta Larga del canton y provincia

de Esmeraldas.

= Determinar la prevalencia de los fenotipos Duffy por familia de los pobladores del

sector “50 Casas” de la Parroquia Vuelta Larga del cantén y provincia de Esmeraldas

= Relacionar los fenotipos Duffy con la etnia de los pobladores del sector “50 Casas” de

la Parroquia Vuelta Larga del canton y provincia de Esmeraldas.

= Relacionar a los pobladores del sector “50 Casas” que mencionan haber presentado

episodios de malaria y los fenotipos del sistema eritrocitario Duffy.

= Determinar la presencia de los antigenos de malaria mediante el uso de pruebas de
diagndstico rapido en los pobladores del sector “560 Casas” de la Parroquia Vuelta

Larga del canton y provincia de Esmeraldas.

= Determinar la presencia de anticuerpos de malaria mediante el uso del método
enzima inmunoensayo EIA en los pobladores del sector “50 Casas” de la Parroquia

Vuelta Larga del cantén y provincia de Esmeraldas.
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= Relacionar la procedencia de los pobladores del sector “50 casas” con ausencia de

antigenos Duffy y resultados reactivos y no reactivos para malaria en EIA.

= Relacionar los resultados obtenidos en las pruebas de diagndstico rapido, ELISA y

molecular.

= Identificar los portadores asintométicos de Plasmodium vivax mediante la correlacion
entre la ausencia de los antigenos Duffy y la presencia de antigenos o anticuerpos

contra malaria.

1.3.3. LIMITACION DEL ESTUDIO

Una de las limitaciones del estudio es que las pruebas serolégicas no permiten

diferenciar entre las especies de Plasmodium vivax y/o falciparum.
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CAPITULO Il

2.1. MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

2.1.1. Antecedentes

El paludismo es una enfermedad febril aguda ocasionada por la picadura del mosquito
hembra del género Anopheles infectado con el parasito del género Plasmodium y, en las
zonas donde el paludismo es endémico, las personas pueden adquirir inmunidad parcial
lo que posibilita la aparicibn de infecciones asintométicas donde el parasito puede
permanecer desde pocos meses hasta los cinco afios (Cornejo, 2013).

El grupo sanguineo Duffy (Fy) fue descrito en 1950 por Cutbush y cols., al demostrar la
reactividad del suero de un paciente hemofilico politransfundido, cuyo apellido era Duffy.
El primer antigeno descubierto se le llamé Fy®. El antigeno Fy® fue encontrado un afio
mas tarde por lkin y cols. En 1975, se identificd al antigeno Duffy como el receptor de los
parasitos Plasmodium vivax y Plasmodium knowlesi, siendo este descubrimiento la
explicacién del mecanismo protector ante la infeccibn malarica originada por estos dos
parasitos y la alta frecuencia del fenotipo Fy(a-b-) en personas de etnia negra del oeste
de Africa (Arreygue, 2011).

El complejo ciclo de vida del Plasmodium incluye una fase eritrocitica que es responsable
de los sintomas clinicos de la malaria humana donde P. vivax invade los reticulocitos y
requiere principalmente la interaccion del ligando parasito a antigeno Duffy/receptor de

quimiocinas (DARC) en la membrana de gldbulo rojo (Nébrega, Carvalho, & Alves, 2011).

Un estudio realizado por Lina Gonzalez y colaboradores el 2012, postularon que P. vivax
ha ejercido presion a favor de la seleccion del alelo C (FYBnull), ya que en Africa se
confirma una fuerte correlacion entre la baja endemicidad de malaria por P. vivax y la alta
prevalencia del fenotipo Duffy negativo en poblacién nativa. En este estudio se encontr
que mas de la tercera parte de las muestras con parasitemia positiva provenian de
individuos asintomaticos; sin embargo, no se encontré asociacion significativa entre edad

y frecuencia de infeccién malarica entre las etnias estudiadas como: afrocolombianos,
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amerindios y mestizos, por lo se recomienda que la interaccion entre la edad-etnia-

infeccion asintomética, debe ser explorada ampliamente (Gonzalez, y otros, 2012).

En Ecuador, Gonzalez, 2012, realiz6 pruebas de enzima-inmunoensayo EIA de captura
de antigenos de malaria, PDR (prueba de diagnostico rapido) y molecular en diferentes
donadores asintométicos provenientes de zonas endémicas con el fin de establecer un

método rapido para deteccion de malaria asintomatica (Gonzalez & Chiriboga, 2013).

Adicionalmente, en el pais, no se han reportado estudios que relacionen los diferentes
fenotipos del sistema eritrocitario Duffy con la malaria en zonas endémicas donde se
reportan brotes aislados como es el sector “50 casas” de la parroquia Vuelta Larga del
canton y provincia de Esmeraldas, lo que podria estar vinculado con parasitemias
asintomaticas debido a la posible predominancia de fenotipo Duffy (Fy®-/Fy"™) en la
poblacion.

Estudios recientes han cuestionado la teoria de que “P. vivax no infectaba ni causaba
malaria en individuos Duffy negativos”, asi Carvalho y sus colaboradores determinaron
que el 6,29% de pacientes con fenotipo (Fy*- Fy®-) fueron diagnosticados con infeccion de
P. vivax, concluyendo asi que el riesgo de malaria por P. vivax no diferencia entre el
fenotipo Duffy negativo y Duffy positivo (Carvalho, y otros, 2012), aunque existen varias
teorias de qué, para que ocurra este fendbmeno deben existir variaciones en el parasito y
que no requiera el receptor DARC para infectar al eritrocito. Por esta razén son
necesarios estudios que refuercen los mecanismos y las causas de la presencia de

infeccion por P. vivax en individuos con fenotipo Duffy negativo.

2.2. MARCO TEORICO

2.2.1. Malaria

La malaria o paludismo es una enfermedad parasitaria provocada por protozoarios del
género Plasmodium y transmitida por la picadura de mosquito hembra del género
Anopheles. En el organismo humano, los parasitos se multiplican en el higado y después
infectan los glébulos rojos (OMS, 2015). Existen cuatro especies de Plasmodium que
infectan al hombre: falciparum, vivax, malarie y ovale, de las cuales el P. falciparum es
considerado letal debido a la existencia de estirpes resistentes a drogas antimalaricas y
su propagacion mundial (Valencia, Calderén, & Fasabi, 2012).
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En Sudamérica, P. vivax constituye la especie de Plasmodium mas importante causante
de malaria en términos de morbilidad y Ecuador es considerada una region endémica,
donde la transmision de P. vivax es continua (Saenz & Avila, 2012) convirtiéndose en una
enfermedad reemergente en los lugares donde antes habia sido controlada (Valencia,
Calderén, & Fasabi, 2012).

En muchas zonas tropicales y subtropicales es la causa mas importante de enfermedad y
en las zonas de alta transmision o endémicas, los pobladores suelen presentar un grado
de inmunidad parcial (Center Control Diseases, 2013), debido a que los pobladores
experimentan sintomas rapidamente, lo cual conduce al incremento de pacientes con
manifestaciones subclinicas no diagnosticadas, de los cuales solo algunos pasan a la
deteccién por vigilancia pasiva en centros de salud y son sometidos a tratamiento. Sin
embargo, en zonas que son consideradas altamente endémicas, se puede determinar un
incremento de la inmunidad frente a las constantes infecciones parasitarias, aunque no
es un efecto protector, evita las complicaciones de la enfermedad, incrementando el
namero de portadores asintomaticos (Valencia, Calderén, & Fasabi, 2012) y, de manera

concomitante los brotes aislados de malaria en los sectores aledafos.

2.2.1. Estructura molecular de Plasmodium vivax.

Los estudios moleculares que se han realizado en relacion de la genética de los parasitos
de malaria se enfocan en dos aspectos principales: la estructura de la genética
poblacional de los parasitos y su dinamica dentro del hospedero (Mendizabal & Padilla,
2003).

Estos estudios moleculares permiten conocer los genotipos del agente causante de
malaria presentes en una poblacién determinada, lo cual es relevante porque se pueden
determinar las caracteristicas parasitarias como son: origen, antigenicidad, respuesta a
medicamentos, surgimiento de cepas resistentes, respuesta a posibles vacunas y el

impacto de medidas de control como los mosquiteros (Mendizabal & Padilla, 2003).

La diversidad genética de P. vivax ha sido descrita a través del analisis de varios genes;
en particular los que codifican para antigenos que estdn bajo seleccion por presion
causada por el sistema inmune del hospedero como los genes que codifican para las
proteinas de superficie del merozoito (MSP) en particular para la MSP1 y MSP3q,
antigenos de la membrana apical (AMAL), proteina del circumsporosoito (CSP), proteinas

ligando Duffy, genes que codifican para la subunidad 18S del ARN ribosomal y DHFR
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(dihidrofolato reductasa). El gen que codifica para la proteina del CSP de P. vivax ha sido
estudiado ampliamente, es un gen de una sola copia que posee un dominio central de
secuencias repetidas en serie, rodeado por secuencias conservadas, no repetitivas.
Entre las diferentes especies de Plasmodium las secuencias repetitivas de la region
central son variables en tamafio y en naturaleza de la secuencia (Mendizabal & Padilla,
2003).

Se han identificado dos variantes VK247 y VK210. Estas variantes se han detectado en
varios paises de América como infecciones ocasionadas por una sola variante 0 como
infecciones mixtas. Se ha sugerido que la presencia de infecciones mixtas depende del
grado de prevalencia de malaria en la region, siendo menos en regiones de baja
prevalencia. También se ha encontrado asociacién entre la variante del parasito
responsable de la infeccidn, el ecosistema y la especie del vector encontrado en regiones
determinadas (Mendizabal & Padilla, 2003) (Figura N°1).
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Figura N°1. Estructura de Plasmodium sp.

Plasmodium es un protista del filio Apicomplexa phylum clase Aconoidasida, orden

Haemosporida y familia Plasmodiidae
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2.2.2. Ciclo Biologico de Plasmodium sp.

El ciclo de vida del parasito de la malaria implica dos estadios: uno en el mosquito y otro
en el ser humano: el mosquito (hembra del género Anopheles) mediante la picadura,
ingesta sangre de un individuo infectado, los gametocitos del parasito son succionados y
estos se multiplican en el intestino del mosquito dando lugar al ciclo esporogdnico, se
generan cigotos que pasan a fases moviles denominados ookinetos, los cuales invaden la
pared intestinal del mosquito desarrollandose en ooquiste, estos crecen y liberan
esporozoitos que pasan a través de las glandulas salivales del mosquitos iniciandose asi
el ciclo en el humano a través de la picadura a un individuo sano (Center Control
Diseases, 2013). Mediante la inoculacién de esporozoitos (forma infectante) al hospedero
humano se cumplen el ciclo de infeccién en las células hepaticas, se da inicio con el
cambio de estadio a esquizontes tisulares que maduran, seguido de la ruptura de los

hepatocitos y la liberacién de merozoitos.

Después de la replicacion inicial en el higado los parasitos se someten a multiplicacion
asexual en los eritrocitos, a excepciéon de Plasmodium vivax y ovale que pueden
permanecer en etapa latente como hipnozoitos durante meses o afos, y de esta manera

persistir en el higado y causar recaidas (Center Control Diseases, 2013).

Los merozoitos infectan los glébulos rojos dando lugar a los trofozoitos que
posteriormente se diferencian en etapas sexuales que son los llamados gametocitos,
etapa en donde ocurren las manifestaciones clinicas de la enfermedad. Algunos
merozoitos que invaden los eritrocitos ya no contindan la reproduccion sexual, si no que
se diferencian en fases sexuadas denominadas macrogametocitos (hembras) y

microgametocitos (machos), que permanecen en sangre periférica (Figura N°2).
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Figura N°2. Ciclo biolégico de Plasmodium sp.
Durante el ciclo biologico existe un agente vector (hembra del mosquito Anopheles),
donde Plasmodium se reproduce sexualmente, y un hospedador vertebrado

intermediario (ser humano o animal) en el que se produce una reproduccion sexual.

2.2.3. Malariay respuestainmune

Una de las funciones mas importantes del sistema inmune es la proteccion contra
agentes extrafios sean estos: bacterias, parasitos, células, sustancias entre otras. Se lo
ha divido en dos grandes respuestas: innata y adquirida, las cuales se diferencian por sus
mecanismos de accién, células y tipo de receptores que son activados frente a un

determinado antigeno (Abbas, Lichman, & Pillai, 2012).

Cuando el mosquito pica y penetra las capas de la dermis libera los esporozoitos
provenientes de sus glandulas salivales en el tejido dérmico, estos son méviles y capaces
de penetrar en los pequefios vasos sanguineos estimulando asi la respuesta inmune. En

la sangre circulante, son arrastrados hacia los vasos sinusoides hepéticos, penetran en el
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hepatocito y se diferencia en un pequefio trofozoito creciendo en tamafo durante los
proximos dias para poder diferenciarse en esquizontes multinucleados en un tiempo de
cinco dias. Posteriormente, la membrana plasmatica del hepatocito infectado y las
vesiculas de la membrana parasitéfora se rompen y liberan merozoitos a circulacion
sanguinea, los cuales invaden las células rojas para iniciar el ciclo eritrocitico de
infeccién. Sin embargo, los mecanismos que subyacen a la méas rapida adquisicion de

inmunidad contra Plasmodium vivax son poco conocidos (Hay, Price, & Baird, 2013).

La respuesta inmune natural contra P. vivax en el estadio pre-eritrocitario y eritrocitario,
incluyen antigenos de componentes humorales y celulares que hasta la fecha han sido
poco estudiados; la mayoria de los estudios se centra en los antigenos del sistema Duffy
y su union al merozoito. En general, la inmunidad adquirida de forma natural determina
no solo la incidencia especifica de la edad y la prevalencia de las infecciones por P.
falciparum y vivax sino también la expresion de procesos patolégicos que subrayan las

manifestaciones clinicas de la infeccién (Hay, Price, & Baird, 2013).

Dentro del ciclo de infeccion de la malaria se encuentra la destruccion de los glébulos
rojos, se ha determinado que la lisis de eritrocitos en el momento del ciclo en que se
liberan los merozoitos aporta el 10% de la disminucion total del hematocrito y, a pesar de
que esta teoria ha sido confirmada por varios estudios, actualmente se conoce que la
pérdida de eritrocitos no se debe Unicamente a la lisis sino también a la accién del
sistema inmune, asi un nimero de glébulos rojos infectados son removidos por células
fagociticas, macréfagos, factores de complemento o mediada por la presencia de células
natural killer (NK); todo esto contribuye a la presencia de anemia en el individuo (Llanos,

Flores, Arevalo-Herrera, & Herrera, 2004).

La presencia de sintomatologia como fiebre, escalofrios, sudoracion en el transcurso de
la infeccién por malaria se debe a la presencia de formas asexuales de Plasmodium sp.
en sangre; sin embargo, existen individuos de zonas endémicas que no presentan esta
sintomatologia y esto puede deberse a varias causas tales como: nivel bajo de parasitos
por accién del sistema inmune adquirido, es decir, se producen anticuerpos contra las
moléculas expresadas en la superficie de las formas asexuales del parasito y de esta
manera se mantienen niveles bajos de parasitemia (Valencia, Calderdn, & Fasabi, 2012)
(Gonzélez & Chiriboga, 2013). Estas acciones del sistema inmune confieren a ciertos
individuos la presencia de infecciones asintomaticas constituyendo uno de los principales
problemas en muchas regiones consideradas endémicas. Una de las explicaciones es

que después de desarrollar infecciones repetidas de malaria desarrollan una seudo-
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inmunidad contra el parasito, manteniéndose asi por varios afios, esta inmunidad fue
demostrada en los afios 60 mediante la técnica de ELISA, detectdndose anticuerpos de
tipo 1gG entre tres y seis meses después de la infeccion inicial; esta forma de deteccion
sigue siendo utilizada hasta la actualidad (Valencia, Calderén, & Fasabi, 2012).

En las zonas endémicas, la malaria es mas evidente en los nifios y el parasito puede
estar completamente ausente en la sangre de los adultos; asi los individuos que estan
constantemente expuestos a la infeccion pueden desarrollar inmunidad a la malaria
después de que han sufrido numerosos ataques de la malaria con infecciones que a
menudo se presentan Unicamente con sintomas leves o la ausencia de estos (Hay, Price,
& Baird, 2013).

En el paludismo por P. vivax, el desarrollo del sistema inmune adquirido depende de la
exposicion de infecciones primarias o recaidas con un mayor grado de inmunidad que se
produce en adultos residentes de zonas endémicas, ya que esta inmunidad se presume
que va a depender de la exposicidbn acumulativa a multiples infecciones parasitarias
(recaidas). En general, se cree que requiere un importante grado de exposicion continua,
una condicion conocida como premunicién, y en algunas circunstancias el sistema
inmune se disminuye en gran medida hasta que cese la infeccion mediante la expresion
del sistema inmune adquirido especifico contra la especie, lo que implica el
mantenimiento de altos niveles de anticuerpos especificos de malaria y una alta

frecuencia de células T especificas (Hay, Price, & Baird, 2013).

En la actualidad, todavia hay relativamente poca informacién disponible a nivel genémico
y post-genémico de P. vivax, lo que ha motivado la investigacion de los mecanismos de
inmunidad. Si bien no se adquieren de forma inmune natural las respuestas contra
antigenos en la etapa pre-eritrocitica, es poco probable que la exposicidon natural a
esporozoitos sea suficientemente alta para inducir proteccion contra la infeccion. El papel
de premunicién en el mantenimiento del sistema inmune también es controversial, la
duracién precisa del tiempo necesario para su pérdida es desconocida, asi como son los
efectos de la edad y las condiciones variables de la trasmision. Sin embargo, alin no esta
claro si la exposicidon antigénica continua perjudica la capacidad de generar memoria
inmunoldgica a largo plazo o si la proteccion se mantiene parcialmente mediante la
activacion de los mecanismos inmunes innatos. Alternativamente, la exposicion repetida
de antigenos puede ser necesario para mantener altos niveles de anticuerpos reactivos

para que la etapa sea totalmente protectora (Hay, Price, & Baird, 2013).
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2.2.4. Técnicas de deteccion de malaria

El diagnéstico de malaria consiste en detectar la presencia del pardsito mediante la
observacion microscépica directa de este en cualquier fase de su desarrollo en el interior
de las células eritrocitarias (frotis sanguineo), de sus componentes antigénicos o
metabolitos (pruebas de diagnéstico rapido y biologia molecular) o mediante la deteccién
de anticuerpos ocasionados por la respuesta inmunitaria que la infeccibn parasitaria

induce en el organismo (serologia) (Arreygue, 2011).

2.2.4.1. Pruebas de Diagndéstico Rapido

Las pruebas de diagnoéstico rapido (PDR) estan basadas en la deteccion de antigenos del
parasito usando inmunocromatografia de flujo lateral, con anticuerpos monoclonales
contra diferentes antigenos de Plasmodium presentes en la sangre de individuos
infectados y proporcionan resultados entre 15 a 20 minutos. Estas pruebas son de gran
utiidad en zonas donde no se tiene acceso a microscopia, convirtiéndose en una

importante estrategia de bajo costo para diagnosticar malaria (Campuzano & Blair, 2010).

La mayoria de las PDR incorporan dos lineas de prueba para distinguir la malaria por P.
falciparum y la malaria debido a cualquier otra especie de Plasmodium; estos PDR se

pueden clasificar segun los anticuerpos que utilizan:

= Las que detectan la proteina rica en histidina 2 (HRP-2) de P. falciparum y la enzima
aldolasa (todas las especies);

= El tipo de PDR que utliza HRP-2 (P. falciparum) y Plasmodium Lactato
Deshidrogenasa (pLDH) de todas las especies, la cual se expresa en diferentes
isoformas en los estadios asexuales de Plasmodium que infectan humanos y depende
de la viabilidad del parasito, lo cual puede ser de utilidad clinica para el seguimiento
de pacientes post-tratamiento en infecciones por P. falciparum y P. vivax; y,

= Las de uso de Plasmodium Lactato Deshidrogenasa (pLDH) de P. falciparum y pLDH
de todas las especies, aunque recientemente, se han desarrollado para distinguir la
parasitemia por P. vivax mediante la utilizacién de un anticuerpo especifico para
pLDH originada por la misma especie (Abbas, Lichman, & Pillai, 2012) (Campuzano &
Blair, 2010).

Las PDR tienen la capacidad de detectar el antigeno parasitario dependiendo de su

concentracion en sangre y la carga de parasitos total (Campuzano & Blair, 2010), pero su
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uso estéd afectado por el efecto prozona, especialmente en parasitemias elevadas y el
secuestro del parasito, pero esto puede ser superado al incluir un control de calidad
interno, en contraste con los resultados falsos negativos que se obtienen generalmente
en densidades bajas de parasitos y la imposibilidad de diferenciar entre especies de
Plasmodium (Philippe, Marcella, Marjan, & Jef Van, 2009) (Campuzano & Blair, 2010).

Actualmente, se considera que las pruebas de diagnostico rapido de la malaria pueden
mejorar el manejo de la malaria en zonas sin microscopia; Mbabazi y colaboradores
compararon la precision de la PDR que detecta la proteina rica en histidina 2 (HRP2) y la
Plasmodium lactato deshidrogenasa (pLDH) junto con la microscopia como estandar de
oro para el diagnéstico inicial, detectandose una sensibilidad del 98% para HRP2 con el
51% de resultados falsos positivos en el dia 28 de la infeccién y un 87% de sensibilidad
para pLDH sin ningun caso falso positivo al dia 7, mientras que la especificidad fue del
55% y 96%, respectivamente y, durante 59 episodios de fiebre recurrente la sensibilidad
fue del 100% para HRP2 y el 91% para pLDH, mientras que la especificidad fue del 33%
y 100%, respectivamente (Mbabazi, y otros, 2015).

De esta manera se concluyo que las pruebas rapidas basadas en HRP2 son (tiles para el
diagndstico inicial de la malaria; sin embargo, con una especificidad superior, las PDR
basados en pLDH son mas apropiadas para monitorizar el tratamiento y diagnosticar la
malaria recurrente (Mbabazi, y otros, 2015).

2.2.4.2. Enzima-inmunoensayo

La técnica de enzima-inmunoensayo (EIA) se basa en la deteccién de anticuerpos anti-
Plasmodium en el suero de los pacientes y detecta la presencia de inmunoglobulinas 1gG
o IgM contra antigenos del parasito, pero este método de deteccién no se considera de
uso rutinario para el estudio y diagndstico clinico de los pacientes con malaria debido a
gue su uso principal es en estudios seroepidemiolégicos donde se requiere conocer el
estado de inmunidad de una poblacién y el tamizaje en donantes de bancos de sangre
(Gonzalez & Chiriboga, 2013).

La aparicion de anticuerpos contra los antigenos de malaria comienza en pocos dias
después de la infeccion y aumenta de manera significativa en pocas semanas, y persiste
por meses o inclusive afios en pacientes semi-inmunes que habitan zonas endémicas
(Campuzano & Blair, 2010).
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2.2.4.3. Pruebas Moleculares

Desde 1990, varios estudios han mencionado la aplicacién de la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) en el diagnostico molecular de la malaria para los estudios
epidemioldgicos, en el cribado de donantes infectados en los bancos de sangre, la
identificacion de portadores asintomaticos de malaria y en el seguimiento de la respuesta
terapéutica (Nobrega, Carvalho, & Alves, 2011).

La OMS recomienda el método y el patrén oro para el diagndstico de laboratorio de rutina
de la malaria es la microscopia, a pesar de la disminucién de su sensibilidad y
especificidad en situaciones de baja densidad de parasitos e infecciones mixtas, motivo
por el cual, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se ha desarrollado para el
diagndstico rapido y correcto de la malaria, ofreciendo un resultado rapido (<2 horas)
pero mucho mas costoso y complejo, debido a que se necesita infraestructura adecuada,
requerimientos de estandarizacion, personal entrenado y tiempo de ejecucidn en relacion
a la técnica de gota gruesa; adicionalmente ha demostrado ser un método eficaz,
sensible y especifico para el diagnéstico de infecciones mixtas, baja parasitemia y
diagndstico diferencial de especies de Plasmodium, teniendo el potencial de superar
todas las limitaciones del método de diagndstico tradicional, pero su alto costo limita su

implicacion clinica para el diagndstico de la malaria (Shahzadi, y otros, 2014).

Ademas, la PCR permite la identificacion de cepas de Plasmodium con polimorfismos
genéticos asociados a la variabilidad genética del parasito, resistencia a antimalaricos y
la realizacion de la prueba en muestras almacenas por varias semanas (Campuzano &
Blair, 2010) (Mendizabal & Padilla, 2003).

2.3. Sistema Sanguineo Duffy

El grupo sanguineo Duffy (Fy) fue descrito en 1950 y esta constituido por los alelos Fy? y
Fy". Segln la Asociacién Internacional de Transfusién de Sangre (ISBT) se le asigna el
namero 008 al Sistema Duffy y el simbolo del sistema es FY (Nathalang, Intharanut,
Siriphanthong, Nathalang, & Kupatawintu, 2015). Los antigenos Fy? y Fy” son codificados
por el gen bialélico, FY*A y FY*B que dan lugar a los cuatro fenotipos sanguineos mas

frecuentes: Fy(a+b-), Fy(a-b+), Fy(atb+) y Fy(a-b-). El mecanismo principal del fenotipo

27



Fy (a-b-) es resultado de una mutacion en la caja GATA-1 del promotor del gen T-67C, lo

cual produce la ausencia de la proteina en los eritrocitos (Arreygue, 2011).

El Sistema Duffy fue el primero de los grupos sanguineos asignado a un autosoma
mediante estudios citogenéticos y consiste de 6 antigenos: Fya, Fyb, Fy3, Fy4, Fy5 y
Fy6, los cuales son codificados por el gen DARC, y este junto con el gen RH se localizan
en el cromosoma 1. La glicoproteina Duffy es una proteina transmembrana que atraviesa
la membrana del RBC siete veces y tiene un dominio N-terminal extracelular y un dominio
C -terminal citoplasmética. Se comparte similitud estructural con G-receptores acoplados
a proteina pero hasta ahora, no se ha demostrado que es un miembro de esta familia. El
sitio de unién para las quimiocinas, el sitio de union para P. vivax, y los principales
dominios antigénicos estan ubicados en las regiones superpuestas en el dominio N -
terminal extracelular (Dean, 2005). (Figura N°3)

Fyd/Fyb
G{'dz»\zp Fy3

4
| &, Chomoking

binding pocket

Eikicukid Fy6
RBC Lipid
Bilayer
Inlracoiuiar V U U \‘
COOH
FyX
ArgR9Cys

Autor: Buelvas, Muiiz-Diaz y Gonzélez, 2014.

Fuente: Inmunohematologia béasica y aplicada

Figura N°3. Ubicacion de los antigenos Fy(a/b) en el eritrocito
Los antigenos del sistema Duffy atraviesan la membrana de los eritrocitos siete veces, en

los cuales se expresan sus diferentes antigenos.

2.3.1. Estructura Molecular del Sistema Duffy

2.3.1.1. Receptor DARC

El gen DARC (receptor del antigeno Duffy para quimiocinas), codifica para una

glicoproteina de membrana localizada en el brazo largo del cromosoma 1, banda 23 sub-

banda 2 (1g23.2); posee 2 exones que codifican para el receptor DARC, que porta los 5
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antigenos del sistema sanguineo Duffy y el exdn 1 que codifica para los primeros 7
aminoacidos de la glicoproteina y el resto de los residuos estan codificados en el exén 2
(Arreygue, 2011).

El mecanismo principal del fenotipo Fy(a-b-) es resultado de una mutaciéon en la caja
GATA-1 del promotor del gen T-67C, en el alelo FY*B en poblacion africana de etnia
negra y en el alelo FY*A en individuos de Nueva Guinea, lo cual produce la ausencia de
la proteina en los eritrocitos (Arreygue, 2011).

En la Figura N°4, se esquematiza el polimorfismo de un solo nucleétido (SNPs) del
gen DARC vy los sitios donde ocurren los cambios que originan los distintos fenotipos del
grupo sanguineo Duffy (Arreygue, 2011). El gen que codifica el antigeno Duffy tiene dos
grandes polimorfismos. Una sustitucion de aminoacidos Asp — Gly (coddén 42) en la
regién N-terminal, que se asocia con los antigenos Fy° y Fy? respectivamente. El
segundo polimorfismo T — C, transicion en el nucleétido -33 en el promotor del gen

Duffy, elimina la expresion del gen en los eritrocitos (King, y otros, 2011).

1-6rC G125A C286T

Gly42As Arg89Cys
Proteina y P

Autor: Marcelo Arreygue, 2011

Fuente: Determinacién de los alelos principales de los grupos sanguineos Duffy y Diego

Figura N°4. SNPs del gen DARC
Diferentes fenotipos del grupo sanguineo Duffy que se originan por una mutacién puntual

en el gen.

El receptor DARC pertenece a la familia de siete proteinas de dominio transmembrana,
el cual puede proporcionar una sefial biolégica indirecta en respuesta a quimiocinas
de union debido a que es altamente expresado en las células endoteliales que recubren
las vénulas post-capilar. Los autores especulan que su localizacién celular podria
ser consistente con un papel para DARC en el trafico de leucocitos. Sin embargo,
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argumentando en contra de esta idea es el hecho de que los individuos que
carecen de expresion de DARC sobre los eritrocitos parecen tener la funcion

inmune normal (Horuk, 2015).

Un factor de transcripcion basal se expresa en el promotor del gen para dar lugar al
fenotipo Duffy positivo que se da por el cambio de Guanina/Adenina (FY*A/FYA*A,
FY*A/FY*B, FY*A/FY*Bnull, FYB*/FY*B, FY*B/FY*Bnull) y el fenotipo Duffy negativo que
ocurre por el cambio de Citosina/Timina en la region promotora interrumpiendo asi la
transcripcién y la subsecuente expresién del gen (Figura N°5.) (Estrada, Escobar,
Gomez, Cadavid, & Gil, 2013)

A) Expresion del gen Duffy
Factor de transcripcion
basal
Region reguladora Promotor Region codificante Codon de
finalizacion
B) Fenotipo Duffy negativo ~ Fenotipo Duffy positivo
Sustitucion C/T Sustitucion G/A
Factor de transcripcion
basal
—__
Regidn reguladora Promotor Region codificante Codén de
finalizacion

Autor: Lina Estrada, 2013
Fuente: Expresion del fenotipo Duffy negativo en mujeres afrodescendientes y su

relacién con la preeclampsia

Figura N°5. Expresion del Sistema Duffy

Esquema de la diferencia estructural entre fenotipo Duffy positivo y negativo por la
sustitucién C/T y G/A

30



Este gen polimérfico, con muiltiples alelos, como las formas codominantes Fy® y Fy” que
son codificados por el gen bialélico para los antigenos Fy? y Fy® de manera respectiva
gue difieren entre si por un SNP que dan lugar a los cuatro fenotipos sanguineos: Fy
(atb-), Fy (a-b+), Fy (atb+) y Fy(a-b-) (Arreygue, 2011).

La quimiocina humana, proteina de unién a DARC que se expresa sobre los eritrocitos y
es utilizado por P. vivax para poder entrar a la célula, puede ser inhibida por un
anticuerpo monoclonal a DARC, FY6, y por quimiocinas tales como CXCL1 y CXCL8 y
los anticuerpos del receptor DARC (Figura N° 6) (Horuk, 2015)

A P vivax

s > DARC
Erythrocyte ‘
Inhibited
by chemokines i
and antibodies Vit
to DARC

Autor: Richar Horuk
Fuente: El receptor de quimiocinas del antigeno Duffy DARC / ACKR1

Figura N°6. Expresion del receptor DARC en los eritrocitos
DARC es expresado en los eritrocitos y es utilizado por el P.vivax como puerta de
ingreso a la célula roja, y puede ser inhibida por la produccién de quimiocinas y

anticuerpos.

2.3.2. Antigenos del Sistema Duffy

Los genes FY*A y FY*B dan lugar a tres fenotipos comunes en la poblacion de etnia
blanca: Fy(a+b-), Fy(at+b+) y Fy(a-b+); en la poblacion de etnia negra da origen a un
cuarto fenotipo caracterizado por la ausencia de los antigenos a y b Fy(a-b-) siendo
extremadamente raro en otras razas (Geoff, 2013) (Suardiaz, 2013). Este sistema es

considerado polimorfico por las combinaciones fenotipicas que se presentan. (Tabla N°1)
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Tabla N°1 Antigenos del sistema Duffy

N° Nombre Poblacion de etnia Poblacion de
blanca etnia negra
FY1l Fy? Poliméfico Poliméfico
FY2 Fy° Poliméfico Poliméfico
FY3 Fy3 Alto Polimdfico
Fy4 Fy4 Bajo Polimdfico
Fy5 Fy5 Alto Polimdfico
FY6 Fy6 Alto Polimdfico

Autor: Geoff, Daniels

Fuente: Human Blood groups

El polimorfismo Fy?/Fy® identificado tanto en individuos de etnia negra como blanca es
a

debido a un cambio de base que da lugar a la presencia del AA glicina en la proteina Fy
y de aspartico en la proteina Fy° (Geoff, 2013).

Los antigenos de mayor importancia son el Fy? y el Fy®, los restantes son el Fy3, Fy4,
Fy5 y el Fy6 (Figura N° 3). La frecuencia de los fenotipos Fy?* y Fy® difiere entre las
diferentes poblaciones. Se ha descrito una forma débil de Fy® denominada Fy*, que solo
puede ser detectada por los anti-Fyb muy potentes. Se ha sugerido que el antigeno Fy5
es el resultado de la interaccion de los productos de los genes Rh y Duffy, ya que este
antigeno esta ausente en los eritrocitos Rh nulo (Suardiaz, 2013).

Cuando se presenta un cambio de guanina/adenina (G/A) en la region codificante del
gen, se producen los diferentes genotipos (FY*A/FY*A, FY*A/FY*B, FY*A/FY*Bnull,
FY*B/FY*B, FY*B/FY*Bnull) que corresponden al fenotipo Duffy positivo y que son
comunes en la poblacion de etnia blanca. Sin embargo, cuando se presenta un cambio
de citosina/timina (C/T) en la caja GATA, se expresa el genotipo (FY*Bnull/FY*Bnull)
correspondiente al fenotipo Duffy negativo, que es mas frecuente en la poblaciéon
afrodescendiente (Estrada, Escobar, Gomez, Cadavid, & Gil, 2013) (Tabla N°2)
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Tabla N° 2 Fenotipos del sistema Duffy

Gen Nombre Frecuencia Fenotipica (%)
Poblacién de etnia Poblacién de etnia
blanca negra
Fy (a+b-) 17 9
Fy* Fy (a+b+) 49 1
Fy° Fy (a-b+) 34 22
Fy (a-b-) Muy infrecuente 68

Autor: Jorge Suardiaz

Fuente: Laboratorio Clinico-Grupos sanguineos eritrocitarios

2.4. Técnicas para la deteccion del Antigeno Duffy

2.4.1. Fenotipificacién seroldgica del sistema Duffy

La tipificacion de antigenos del sistema Duffy se basa en la reaccion antigeno-anticuerpo
la cual se evidencia por la presencia de aglutinacion (reaccion positiva) para la deteccién
de los antigenos Fy* y Fy® en las células rojas humanas que reaccionaran con los
reactivos mono-policlonales que contienen anticuerpos anti-Fya y anti-Fyb, mientras que
la reaccidn negativa se evidencia por la ausencia de aglutinacion. La mayoria de los
anticuerpos anti-Fya son de la clase 1gG y se desarrollan principalmente como resultado
de una transfusion de sangre; estos pueden presentarse solos, pero generalmente se
encuentran en mezclas de anticuerpos. Anti-Fyb es relativamente raro y de clase IgG y se
desarrolla principalmente como resultados de embarazo incompatibles. Ambos
aloanticuerpos son identificados de manera Optima por prueba de antiglobulina indirecta
(IAT) (CLS Limited, 2010) (BIOSCOT, 2013).

2.4.2. Fenotipificacion molecular del Sistema Duffy

La identificacién de los diferentes alelos del gen Duffy (Figura N°7) permite evaluar el
estado de las posiciones -46 y 131 del gen con el fin de identificar las substituciones T-
46C y A131G responsables de los diferentes alelos mediante la aplicacién de cebadores

especificos para amplificar el fragmento de 1.0 kb del gen Duffy, del cual se puede
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amplificar con nuevos cebadores para discriminar entre Fy+ y Fy- , y en caso de Fy+ se
puede realizar una segunda amplificacion con cebadores especificos para definir el
polimorfismo del genotipo que origina los fenotipos FyatFyb+, Fya+Fyb- y Fya-Fyb+
mediante analisis de los fragmentos de restriccion. Adicionalmente, los productos de
digestion pueden ser observados por electroforesis en gel de agarosa para determinar el
tamafio de los fragmentos asi como: bandas de 62, 77 y 82 pares de bases (pb)
corresponden a Duffy positivo (Fy +), bandas de 12, 62, 65 y 82 pb se interpretan como
Duffy negativo (Fy -), bandas de 86 y 73 pb son Fya+b- , bandas de 159, 86 y 73 pb son
Fy a+b+ y una banda de 159 pb es Fy a-b+ (Gonzalez, y otros, 2012).
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Figura N°7. Antigenos del Sistema Duffy
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2.5. Relacion entre Sistema Sanguineo Duffy y Etnia.

El grupo sanguineo Duffy se caracteriza por una distribucién poblacional étnica muy
peculiar y la frecuencia de los fenotipos Duffy varia en diferentes poblaciones. El fenotipo
nulo Duffy, Fy (ab-), es poco frecuente entre las poblaciones caucésicas y asiaticas,
mientras que es el fenotipo mas comun que se producen en mas de dos tercios de la
poblacién de etnia negra. Esta variacion racial en la distribucion de antigenos Duffy es el
resultado de una seleccién positiva de la ausencia de antigenos Duffy, que hace que los
glébulos rojos sean mas resistente a la invasion de un parasito de la malaria (Dean,
2005).

El fenotipo Duffy positivo se lo encuentra presente aproximadamente en un 32% de las
personas de etnia negra, en cambio se encuentra de un 80-100% en poblaciones
amerindias y caucasicas. Asi, para que se presente la enfermedad en individuos
genéticamente predispuestos, es necesario que se exponga al agente vector (presencia
de Plasmodium vivax) (Lisker, Zentella, & Grether, 2013).

La brecha en la distribucién de P. Vivax en Africa en comparacion con el resto del mundo
es visto como la consecuencia de la falta de expresién del antigeno Duffy en los gldbulos
rojos (fenotipo Duffy-negativo), el cual permite la invasion de reticulocitos por P. vivax, y
es predominante en las poblaciones africanas, contrario a los observados en las
poblaciones europeas, asiaticas y americanas en los que el fenotipo Duffy-positivo es

mas comun (Carvalho, y otros, 2012) (Lisker, Zentella, & Grether, 2013).

2.6. Relacion entre Malaria y Sistema sanguineo Duffy

El antigeno Duffy ha desempefiado un papel fundamental en los estudios de invasion de
eritrocitos por P. vivax, y su ligando al parasito, la proteina de unién a Duffy (PvDBP), que
se expresa en la superficie celular del parasito y se ha identificado en una regién rica en
cisteina de 330 aminoacidos que se refiere como la regién Il, siendo designada como
PVvDBPII (King, y otros, 2011). Plasmodium vivax infecta eritrocitos humanos a través de
una via que requiere la interaccion entre la proteina del apical del parasito (PvDBP) y su
receptor en los reticulocitos, el receptor de antigeno de Duffy para quimiocinas (DARC)
(Souza-Silva F. , y otros, 2014)

35



El efecto protector a la infeccién por P. vivax ha sido ampliamente reconocida por la
ausencia de grupo sanguineo Duffy (Fy) en la superficie de los globulos rojos en
individuos de descendencia afroamericana. De hecho, los estudios recientes de las
diferentes regiones donde la malaria es endémica han comenzado a revelar nuevas
perspectivas sobre la asociacion entre el polimorfismo del gen Duffy y malaria ocasionada
por P. vivax (Zimmerman, Ferreira, & Howes, 2013).

La invasion de células eritrocitarias por P. vivax parece ser dependiente del antigeno
Duffy (Fy). Y aunque, este aspecto ha sido considerado, la enfermedad puede ocurrir en
ausencia del receptor (DARC), por lo que se ha demostrado que P. vivax puede infectar a
los glébulos rojos y causar enfermedad clinica en personas Duffy-negativos. Esto sugiere
qgue la relacion entre P. vivax y antigeno Duffy es mas compleja de lo que se describe
habitualmente, lo que indica que el parasito evoluciond las vias alternativas de invasion
de células rojas (Zimmerman, Ferreira, & Howes, 2013), y utiliza otros receptores de
Duffy para invadir los eritrocitos, lo que pueden tener un enorme impacto en su
distribucion mundial (Carvalho, y otros, 2012) (Knight, 2009) (Figura N°8).
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Figura N°8. Activacion del receptor DARC
Representacion esquematica de cdmo se altera la expresion del DARC de tal manera que

las células rojas carentes de este receptor resisten a la invasion por P. vivax.
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2.7. MARCO CONCEPTUAL

= Aloanticuerpo: Anticuerpos contra los propios antigenos del individuo:
autoanticuerpos contra antigenos, eritrocitos y plaquetas, y los producidos en

enfermedades autoinmunes (Sandoval & Herrera, 2009).

= Ciclo esporogoénico: Periodo de incubacion del parasito dentro del vector (Martinez-
Salazar, Tobon-Castafio, & Blair, 2012).

= Efecto prozona: Es el exceso de anticuerpos, utilizado para indicar falsos negativos

por exceso (Rugeles, Patifio, & Montoya, 2009).

= Etnia: Grupo social, comunidad de personas que comparten diversas caracteristicas
y rasgos como ser: lengua, cultura, religién, musica, indumentaria, ritos, fiestas (Gay,
2006).

= Fenotipo: Es cualquier caracteristica observable de un organismo (Silva, 2012).

= Merozoito: Fase invasiva del Plasmodium, producido por segmentacion de un
esquizonte durante la fase de reproduccion asexual del ciclo vital del paréasito (Castro
& Rodriguez, 2009).

= Paciente Asintomatico: Individuo que no presenta sintomas de enfermedad (Gay,
2006).

= Paciente Portador: Individuo que alberga y disemina a otros un agente patégeno,

pero sin enfermar el mismo (Gay, 2006).

= Paciente: Individuo que padece fisica y corporalmente, y especialmente que es

receptor de un servicio sanitario (Gay, 2006).

= Polimorfismo: se define por la existencia de varios alelos (formas diferentes de un

mismo gen) en una poblacion (Coronado, Vega, Gutierrez, Pérez, & Pelaez, 2011).

= Pruebas de deteccion: Las pruebas de deteccion se usan para identificar una

afecciobn en las personas que pueden tener una enfermedad antes de que se
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presenten los sintomas; estas pueden incluir andlisis de sangre, estudios de
diagndstico por imagenes o pruebas de la capacidad de una persona de realizar una
tarea (Goodman & Livingston, 2013).

Pruebas moleculares: Se basan en la amplificacion exponencial de minimas
cantidades de genético, siendo Utiles para el diagnéstico de pruebas infecciosas y
parasitarias, clonacion de genes, generacion de librerias de cDNA a partir de
pequefias cantidades de ARNm, generacion de grandes cantidades de ADN para
secuenciacién, analisis de mutaciones, busqueda de expresion diferencial de genes
(Gonzalez & Zavala, 2005).

Pruebas seroldgicas: Se basan en la deteccion de anticuerpos en sangre
producidos contra un microorganismo especifico indicando una infeccién activa o si

alguna vez se ha estado expuesto (Dugdale, 2009).

Quimiocinas: son una familia de citosinas quimiotacticas de bajo peso molecular que
provocan respuestas de migracion celular dirigida (Monteagudoa, Pellin-Carceléna,
Martinb, & Ramos, 2011).

Receptor: Proteina que en el ser humano esta codificada por el gen DARC, el cual
regula los niveles plasmaticos de la IL-8 (Estrada, Escobar, Gomez, Cadavid, & Gil,
2013).

Secuestro del parasito: Es la unién de glébulos rojos parasitados al endotelio capilar
de 6rganos profundos y tiene lugar durante el desarrollo de trofozoitos y esquizontes,
mientras las formas inmaduras del parasito (anillos) estan libres en la circulacion

periférica (Vasquez & Tobdn, 2012).

Semi-inmune: Se desarrolla de una manera lenta, de 5 a 10 afios y proporciona
proteccion rapida frente a malaria severa, pero mas tardia para cursar de forma
asintomatica y no evita la infeccion ni el mantener parasitemia en sangre (Monge,
2008).

Premunicion: Estado de inmunidad relativa que atenda las infecciones (Gay, 2006)
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CAPITULO 1l

3.1. MARCO METODOLOGICO

3.1.1. MATERIALES Y METODOS

3.1.1.1. Tipo de Estudio

Estudio transversal descriptivo de asociacidon cruzada, porque son investigaciones que
recopilan datos en un momento Unico con la finalidad de relacionar dos o mas variables
para describir las caracteristicas mas importantes de la poblacion de estudio mediante la
definicién precisa y obtencidn de una muestra representativa, en la que se determinara la
frecuencia de los individuos que presentan la caracteristica o enfermedad en estudio

(Argimén & Jimenez, 2013) (Fernandez, Fernandez, & Baptista, 2010).

3.1.1.2. Tipo de Muestreo

Es de tipo aleatorio todo los pobladores del sector “50 casas” de Esmeraldas tiene la

misma probabilidad de ser seleccionados para formar parte de la muestra.

3.1.1.3. Tamarfo de Muestra

Para el célculo del tamafio de muestra se utilizo la formula de poblacion infinita, utilizando

la prevalencia del 50% del estudio realizado por

Lina Gonzélez y colaboradores, 2012. Donde:
N: tamafio de la poblacién
N = Z1—o<2 xXpxq N: tamafio de la muestra
d? p: proporcién esperada
1.962 0.5 % 0.5 41
n= 0.052 d: precision del estudio 0,3%
Z...% nivel de confianza
0.9604
"= 0052
n = 384
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Decisién: el numero de pobladores del sector “50 casa” que participaron en la
investigacion es de 384, tamafio de muestra que nos permitira relacionar la presencia de
antigenos Duffy y malaria conjuntamente con anticuerpos producidos contra la

enfermedad.

3.1.1.4. Hipoétesis:

= HO: El sistema eritrocitario Duffy no esta relacionado con la presencia de individuos

portadores de malaria.

= H1: El sistema eritrocitario Duffy estd relacionado con la presencia de individuos

portadores de malaria.

3.1.1.5. Criterios de Inclusién

Todos los pobladores relacionados al sector “50 casas” que han permanecido durante

tres afnos.

3.1.1.6 Criterios de Exclusioén

Pobladores de otros sectores o que habiten el lugar menos de tres afios.

3.1.1.7 Anédlisis Estadistico

Las variables obtenidas a partir del andlisis de las muestras y las encuestas seran
recolectadas en una base de datos creada en Excel, dentro de la base de datos se
encontraran (cédigo de la muestra, edad, sexo, etnia, procedencia, fenotipos del sistema
Duffy, presencia 0 ausencia de anticuerpos y antigenos de malaria, nUmero de veces que
los pobladores han padecido la enfermedad y posteriormente seran agrupados por
familias); se aplicara una estadistica descriptiva para ordenar los datos en tablas y su
posterior representacion grafica. Las variables seran analizadas en el programa
estadistico informatico SPSS V0.23 y la asociacion entre las variables categoricas sera
analizada mediante la prueba estadistica de independencia chi-cuadrado con un intervalo

de confianza del 95% que lleva implicito un valor p < 0,05.
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3.2.

3.2.1.

3.2.2.

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variable dependiente: Malaria asintomatica.

Variables independientes:
= Fenotipos Duffy.

= Antigenos de Malaria.

= Anticuerpos contra malaria.
= Edad.

= Procedencia.

= Etnia.

= Integrantes por familia.

= Episodios de malaria.
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Operacionalizacion de Variables

Variable principal Definicién Tipo de
(dependiente) Operacional Dimensiéon Indicador Escala variable Técnica
Individuos infectados por
Malaria Plasmodium sp. que no presentan Presencia o ausencia de Presencia o ausencia de Plasmodium Nominal Cualitativa Resultados de pruebas
asintomatica sintomatologia clinica Plasmodium sp. en la vivax seroldgicas
muestra del paciente
Variables Definicién Dimension Indicador Escala Tipo de
secundarias Operacional variable Técnica
(independientes)
L . Frecuencia de individuos positivos para
Expresion visible mediante a o :
A - . . Fy°/Total de individuos analizados.
Fenotipos Duffy aglut[r!aC|on con e;ntlsue_rosb Presencia o ausencia de Frecuencia de individuos positivos para Nominal Cualitativa Resultado; Q.e prue bas de
especificos anti-Fy® y anti-Fy aglutinacion Fy®/Total de individuos analizados. fenotipificacion.
Deteccion de antigenos de Prlesenma(c; austenua de Frecuencia de individuos positivos para
Antigenos de Plasmodium en PDR con anticuerpos Iir?ezegr:lgl ?::sseert(tzsrge antigenos de malaria/Total de individuos Nominal Cualitativo Resultados de pruebas de
malaria monoclonales anti-p.f. y anti-pLDH PDR analizados. diagnostico rapido (PDR).
Presencia o ausencia de
Deteccién de anticuerpo IgG o IgM antli:uerpos c_omra Frecuencia de individuos positivos para
Anticuerpos contra contra malaria . maarla_r:nedlante anticuerpos de malaria/Total de individuos . I Resultado de pruebas
malaria interpretacion del punto analizados. Nominal Cualitativo serologicas.
de corte de las pruebas
seroldgicas
Numero de afios de un individuo
registrados desde su fecha de Afios cumplidos del Rango de edad del total de individuos
Edad nacimiento hasta el dia de la toma de indiviguo analizados. Discreta Cuantitativa Resultados de encuestas.
muestra i
Procedencia Lugar de naci_mign_to indicado por el Tptal de individuos Total de individuos analizados en el Nominal Cualitativo Resultados de encuestas
individuo habitantes en el sector. sector. ’
Negro
Blanco
Grupo étnico seleccionado por el Mestizo Frecuencia de individuos pertenecientes a
Etnia individuo Indigena los diferentes grupos étnicos Nominal Cualitativo Resultados de encuestas.
Gitano
Extranjero
Numero de familiares con diferente
Integrantes por grado de consanguinidad que
familia cohabitan en una casa indicado en la Familiares Numero de familias Discreta Cuantitativo Resultado de encuestas
encuesta por el jefe de hogar
- Numero de veces que el individuo . N .
Episodios de manifiesta haber presentado malaria Cuantas veces Frecuencia de episodios de malaria en un
malaria periodo de tiempo Discreta Cuantitativa Resultado de encuestas.

en un periodo de tiempo
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3.3. MATERIALES Y PROCESO

3.3.1. Materiales
= Agujas toma multiple BD Vacutainer 21G x 17 (0.8 x 2 mm)
= Swabs de alcohol
= Tubos tapa roja BD vacutainer 10 mL 13x75
= Tubos tapa lila con anticoagulante EDTA BD vacutainer 4 mL 13x75
= Pipetas Pasteur
= Puntas de plastico 10/ 100/ 1000 pL
= Crioviales de 5 mL
= Gradillas para tubos
= Gradillas para Tarjetas en Gel
= Pipeta automética de 10-100 / 2-10 / 100-1000 pL
= Centrifuga automatizada para tarjetas DG Gel
= Microcentrifuga refrigerada
= Incubadora para tarjetas DG Gel
= Termociclador
= Camara de extraccion de ADN
= Tubos eppendorf de 1.5 mL

= Descartador de cortopunzantes

3.3.2. Reactivos
= Diluyente LISS
= Tarjetas DG Coombs
= Anti-Fya 5 mL
=  Anti-Fyb 2 mL
= Kit SD Malaria Antigen
= ELISA Kit - Malaria Ab
= Wizard Genomic DNA Purification Kit
= Alcohol 70 %
= 2-Isopropanol
= Primer forward y reverse para especies de Plasmodium especificos para vivax

y falciparum.
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3.3.3. Control de Calidad

Pruebas de diagndstico rapido (PDR):

= Se verific6 cada lote de reactivos, que no estén contaminados y almacenados a
temperatura ambiente.
= Se utilizaron controles interno de malaria positivo por P. vivax y falciparum para un

grupo de pruebas.
Prueba Enzimainmunoensayo (EIA):

= Se verifico cada lote, que los reactivos no estén contaminados y su temperatura de
almacenamiento esté a 4°C.

= Se llevo a cabo un control interno de anticuerpos contra malaria positivo y negativo
proveniente de sueros de pacientes con y sin malaria respectivamente.

= Se realiz6 una curva de calibracion mediante diluciones del calibrador del kit y

muestra reactiva para determinar el limite de deteccion de la técnica.
Fenotipificacién Sistema Duffy

» Se llevé a cabo un control de células comerciales Fy?y Fy®
= Control de calidad del reactivo anti- Fy* y Fy>: se mediran las caracteristicas de

avidez, potencia y especificidad siguiendo los protocolos de AABB (AABB, 2012).

Tarjetas DG Coombs

= Se compard las reacciones y los resultados obtenidos segun los patrones de reaccién
indicados en la tabla de resultados que se encuentran en cada Kkit.

= Cada lote fue inspeccionada la integridad de las tarjetas.

= Se comprob6 la validez de cada lote mediante el uso de controles positivos y
negativos.

= En cada serie de pruebas se colocaron controles internos positivos y negativos

= No se utilizaron las tarjetas con presencia de contaminacion microbioldgica o cambio
de color de los microtubos, ni presencia de burbujas atrapadas en el gel, o algln con
disminucién del volumen del gel o gel agrietado, tarjetas seca o después de la fecha de
caducidad.

= Las tarjetas fueron conservadas en una temperatura adecuada segun las
recomendaciones de cada kit (AABB, 2012)
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Ext

raccion de ADN:

= Se verificd cada lote, que los reactivos no estén contaminados y almacenados a

temperatura adecuada.

Se cuantificé el ADN presente en la muestra mediante NanoDrop.

Reaccién en cadena de la polimerasa-Tiempo Real (PCR-RT):

3.4.

Se realiz6 un PCR-Tiempo Real de las muestras con fenotipo Duffy negativo reactivas
Yy ho reactivas en Enzima inmunoensayo y controles positivos para P. vivax y

falciparum.

PROCEDIMIENTO

Ese estudio se realizé en cuatro fases:

3.4

.1. Fase Uno:

Autorizacion del Ministerio de Salud Publica del Distrito 08D01: se realizé un oficio
dirigido a la Doctora Nadia Bernal Zambrano, Directora Distrital de Salud 080D1-
Esmeraldas para que autorice la realizacion de la investigacion en la zona,

obteniendo una respuesta positiva: (Anexo 1).

Consentimiento informado aprobado por el Comité de Etica de la Investigacion PUCE:
todos los pobladores que hayan habitado el sector “560 Casas” de la Parroquia Vuelta
Larga del cantén y provincia de Esmeraldas durante los tres dltimos afios se les ley6
los items que contenia el documento y al acceder, los pobladores firmaron un
consentimiento informado en autorizaciéon a la toma de muestra y andlisis de los
componentes sanguineos. Esto se realiz6 mediante participacion voluntaria y con
rotulacion de coédigos que se asignaron a cada habitante manteniendo la
confidencialidad respectiva: Aprobacion del Comité de ética de la Investigacion-PUCE

(Anexo 2) y Consentimiento Informado (Anexo 3).

Encuesta: se realizdé una encuesta general al jefe de hogar y a todos los participantes
de la investigacion bajo los lineamientos del Ministerio de Salud Publica y del Centro

Latinoamericano de Investigacion en malaria, de los cuales se utilizaran datos como:
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etnia, género, edad, procedencia, nimero de veces que han padecido la enfermedad
y la ultima vez de recurrencia a la misma, grupo familiar para realizar una base de

datos en el programa Excel (Anexo 4).

3.4.2. Fase Dos:

Eleccién del periodo de recoleccion de muestra: La toma de muestras se realiz6 luego de
la aprobacion del consentimiento informado durante el mes de julio-agosto del 2015,

manteniendo los criterios de inclusion y exclusién planteados en el estudio.

3.4.3. Fase Tres:

Fase pre-analitica y control de calidad: Se realizé el control de calidad de todos los
reactivos siguiendo la metodologia del Manual Técnico de la Asociacion Americana de
Bancos de Sangre, 2012 para la fenatipificacion serolégica de los antigenos Duffy y el
control de calidad en base a las indicaciones del Kit para las pruebas de diagndstico

rapido, EIA y molecular.

3.4.4. Fase Cuatro: Realizaciéon de Pruebas:

Pruebas de Diagnéstico Rapido:

Se realiz6 en base al Protocolo 1 (Anexo 5):

= Preparacion de muestra: se mezclaron 10 veces por inversion las muestras extraidas

por venopuncién con anticoagulante EDTA.

= Realizacion del test: Se afiadieron 5 uL de sangre total con EDTA con un asa de punta
circular en el pocillo redondo y se afadieron 4 gotas de diluyente en el pocillo

cuadrado de cada casett.
= Lectura de los resultados: se basa en la deteccién de antigenos del parasito usando

inmunocromatografia de flujo lateral con dos anticuerpos policlonales como dos lineas

separadas a través de una tira de prueba: un anticuerpo policlonal (linea de prueba
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p.f.) especifica de la dehidrogenasa lactica de P. falciparum y otro anticuerpo policlonal
(linea de prueba pan) es pan especifico de la dehidrogenasa lactica de la especie
Plasmodium (vivax, malariae y ovale). Se identificaran los diferentes antigenos de
Plasmodium presentes en la sangre de individuos infectados y proporcionan
resultados 15 minutos mediante la aparicion de una linea control “C” que valida la
prueba y la presencia de las lineas de prueba Pfy Pan que demuestran la presencia
de las proteinas antigénicas del parasito.

Fenotipificacién del Sistema Duffy:

Se realiz6 en base a los insertos de los reactivos Anti-Fya (Anexo 6) y Anti-Fyb
(Anexo 7):

Preparacion de muestra: Se preparé de una suspension de hematies al 3% con
Solucién de LISS (30 uL de la muestra con anticoagulante EDTA en 1 mL de DG Gel
Sol).

Realizacién del test: se afiadieron 15 pL de la suspension eritrocitaria al 3% y 15 uL
del reactivo anti-Fya y anti-Fyb en tarjeta DG Coombs en cada pocillos
respectivamente. Se incubé durante 15 minutos a 37°C. Posteriormente se centrifugo
durante 9 minutos a 3200 r.p.m.

Lectura de los resultados: se basa en el principio de reaccion antigeno-anticuerpo es
decir, se forman aglutinatos grandes que no pueden atravesar el gel por lo que
permanecen en la superficie considerandose un resultado positivo, mientras que los
que no hayan aglutinado atraviesan los poros del gel y se precipitan en el fondo de la

tarjeta, caracteristico de un resultado negativo (Soyano & Miiller, 2014).

Prueba de Enzima-inmunoensayo EIA

Se realiz6 en base al Protocolo 2 (Anexo 8):

Preparacion de muestra: se centrifugaron los tubos tapa roja de 10 mL durante 10
minutos a 3500 r.p.m. para obtener el suero de la muestra, los cuales fueron

posteriormente alicuotados en crioviales.
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= Realizacion del test: el ensayo inmunoenzimatico para la determinacion de anticuerpos

contra las especies de Plasmodium sp. en suero.

= Lectura de los resultados: se basa en la presencia de anticuerpos IgG o IgM contra la
malaria los cuales al ser positivos son indicativos de un infeccién reciente o que alguna
vez se ha estado expuesto a la enfermedad y su negatividad se caracteriza por su

ausencia.

Prueba Molecular:

Extraccion de ADN: La técnica fue realizada en base al Protocolo 3 (Anexo 9):

= Preparacion de muestra: Todas las muestras con fenotipo Duffy negativo reactivas y
no reactivas en EIA obtenidas en tubo con anticoagulante EDTA (tubo tapa lila) a

temperatura ambiente.

= Realizacion del test: Se realiz6 la extraccion con el Kit Wizard Genomic DNA

Purification.

= Lectura de los resultados: Se cuantificO la calidad y pureza del ADN (acido

desoxirribonucleico) mediante NanoDrop.

PCR-RT:

La técnica fue realizada en base a la técnica realiza en el estudio de Carvalo y
colaboradores, 2012: “Plasmodium vivax infection in Anajas, State of Para: no differential
resistance profile among Duffy-negative and Duffy-positive individuals”. * Se realizaron

modificaciones en base a los reactivos de trabajo - Protocolo 4 (Anexo 10):

= Preparacion de muestra: todas las muestras deberan estar a temperatura ambiente.

= Realizacion del test: se realizdé un test basado en Gold TagMan para detectar P.
falciparum y P. vivax mediante sondas marcadas bajo las siguientes condiciones: 10

min a 94°C para lograr una actividad AmpErase uracil-N-glicosilasa 6ptimo, 15 seg a

94°C para activar la ADN polimerasa AmpliTag Gold, y 1 min a 59° C durante 55
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ciclos. Cada experimento incluye una mezcla de reaccién sin DNA y una muestra
humana sin la enfermedad como un control negativo y dos controles positivos para

las especies de vivax y falciparum (Carvalho, y otros, 2012).

= Lectura de los resultados: se basa en la amplificacion de las muestras que contengan
los antigenos parasitarios, mediante la interpretacion de las curvas de Melting.

3.45. Base de datos

Las variables escogidas para propdsitos del estudio de la encuesta general e individual
seran recolectadas en una base de datos creada en el programa Excel y analizados en el
programa SPSS V0.23. La base de datos contendra los siguientes datos: cédigo de la
muestra, edad, sexo, etnia, procedencia, fenotipos del sistema Duffy, presencia o
ausencia de anticuerpos y antigenos de malaria, nUmero de veces que los pobladores
han padecido la enfermedad y posteriormente seran agrupados por familias. La relacién
entre las variables categdricas serd analizada mediante la prueba estadistica de
independencia chi-cuadrado con un intervalo de confianza del 95% que lleva implicito un

valor p < 0,05.
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CAPITULO IV

4. CONTROL DE CALIDAD

4.1. Pruebas de Diagnéstico Rapido

Se utilizaron pruebas de diagndéstico rapido (PDR) para antigenos de malaria (SD Malaria
Antigen) de la casa comercial BIO LINE, lote 05BD14003 con fecha de caducidad 2016-
09-02. Se utilizaron muestras positivas de pacientes con malaria por P. vivax y falciparum
confirmadas en cada grupo de pruebas realizadas (Tabla 4.1.).

Tabla N°4.1. Control de Calidad de Pruebas de Diagno6stico Rapido

Grupo de Temperaturade

pruebas Almacenamiento Desecante Control Interno Lectura
25°C Intacto Falciparum Vivax Presencia de Linea Control
ler grupo \ N N N N
2do grupo N N N N N
3er grupo \ N N N N
4to grupo \ \ \ \ N
5to grupo N N, N J J
6to grupo N N, N J J

Autor: Evelin Zafiiga Sosa y Ma. Fernanda Pullas
Fuente: Base de datos CIEIC

4.2. Geles de Coombs-Sistema Duffy

Se utilizaron tarjetas de geles Coombs, lote 15091.01.01 con fecha de caducidad 2016-06
de la casa comercial Grifols. En cada grupo de pruebas se obtuvieron los resultados
esperados con las células comerciales QUOTIENT Biodiagnostics Anti-Fya, lote
FA230BX, con fecha de caducidad 2016-11-19 y Anti-Fyb, lote FYB0O80BX con fecha de
caducidad 2016-03-04 de acuerdo al control de calidad de la AABB (Tabla N°4.2.).
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Tabla N°4.2 Control de Calidad de Tarjetas de geles Coombs

Control Interno
Grupo de Temperaturade

) Gel Células Comerciales Lectura
pruebas Almacenamiento
Lote 345D
25°C Intacto Fy(a) Fy(b) Presencia de aglutinacion

ler grupo \ \ \ V \/
2do grupo \ \ \ \ \
3er grupo \ \ \ \ \
4to grupo \ \ \ V \/

Autor: Evelin Zdfiga Sosa y Ma. Fernanda Pullas
Fuente: Base de datos CIEIC

4.3. Enzima-inmunoensayo

Se realiz6 una dilucién seriada-doblada de anticuerpos contra malaria del calibrador del
kit Malaria Ab, de la casa comercial DIA.PRO, lote 0315 con fecha de caducidad 2016-06
(Gréfico N°4.1.)

Curva de Malaria - calibrador

8,000
7,000

6,000 \
5,000 \
4,000 \
3,000 \

2,000 \\\\
1,000

,000

Valor Abs/Cut off

0 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128
Diluciones

Autor: Evelin Zifiga Sosa y Ma. Fernanda Pullas
Fuente: Base de datos CIEIC

. Gréfico N°4.1 Curva de calibracion-Malaria

La figura muestra la mas alta dilucion para deteccion de anticuerpos de malaria 1/4
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También se realizé una dilucion seriada-doblada de una muestra reactiva para
anticuerpos contra malaria (Tabla N°4.3.) (Grafico N°4.2.).

Tabla N°4.3. Valor de absorbancias de diluciones realizadas a la muestra de un
paciente con anticuerpos contra Plasmodium sp.

# Dilucion Abs Punto de Co Valor
2 0,627 0,422 1,486

4 0,328 0,422 0,777

8 0,254 0,422 0,602

16 0,155 0,422 0,367

32 0,153 0,422 0,363

64 0,146 0,422 0,346
128 0,122 0,422 0,289

Curva de Malaria - Suero paciente positivo para malaria
1,600
1,400 k
1,200 \
1,000 \

,800

,600

400 ~- ]

,200

,000

O 1 2 2 N c c 7 8

1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128

Autor: Evelin Zufiga Sosa y Ma. Fernanda Pullas
Fuente: Base de datos CIEIC

Gréfico N°4.2 Curva de calibracién-Malaria

Se observa la deteccion de anticuerpos de malaria hasta la dilucién 1/8
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4.4. Reaccion en Cadena de la Polimerasa en tiempo real

Se realizd una reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR-RT) de dos
muestras por duplicado y los controles de P. falciparum y P. vivax concentrados y diluidos
1:10 (Tabla N°4.4.) (Gréfico 4.3.). También se establecieron las curvas de disociacion
Melting para el analisis de los resultados (Tabla N°4.5.) (Grafico 4.4.).

Tabla N°4.4. Ubicacion de muestras y controles en la placa de PCR-RT

PCR-RT para especies del género Plasmodium vivax y falciparum.

Fecha: 13-10-2015 Responsable: Evelin Zufiga, Ma. Fernanda Pullas Contenido de la placa:
Proyecto: Malaria Codigo del experimenta:
1 2 3 4 [ ] 7 8 9 10 11 12

A Muestral (1Y
B |Muestral Cy2
¢ |Muestra 11 CV3
D |Muestra 11 CF1
E CF2
F CF3
G CNA
H CHP

Observaciones: U: Muestras no determinadas

HNTC: Control negative

Amplification

1000 |
goo |

go0 L

RFU

ao0 L

200 |

C":'%F— = :-‘l""—"_%:‘_—'_ — Fovivax

Muestras 1y 11 10 20 30 40
Cycles

Autor: Evelin Zifiga Sosa y Ma. Fernanda Pullas
Fuente: Base de datos CIEIC

Gréfico N°4.3. Proceso de amplificacion de muestras y controles Plasmodium
falciparum y vivax
Este grafico representa el proceso de amplificacion de muestras y controles bajo las
siguientes condiciones: 10 min a 94°C para lograr una actividad AmpErase uracil-N-
glicosilasa 6ptimo, 15 seg a 94°C para activar la ADN polimerasa AmpliTaq Gold, y 1 min

a 59° C durante 55 ciclos.
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Tabla 4.5 Resultado final de PCR-RT

- Al B C E = G H L M
- Well Fluor Content Sample End RFU Call

2 AD1 FAM Unkn 0.91

3 Al2 FAM Paos Ctrl 493.24 (+) Positive
4 BO1 FAM Unkn -21.23

5 B12 FAM Pas Citrl 432.72 (+) Positive
6 Cco1 FAM Unkn -19.68

7 ci12 FAM Pos Citrl 338.22 (+) Positive
8 DO1 FAM Unkn -2.02

9 D12 FAM Pos Ctrl 621.71 (+) Positive
10 E12 FAM Pos Citrl 994 .48 (+) Positive
11 F12 FAM Pos Citrl 570.40 (+) Positive
12 G12 FAM NTC -3.32

13 H12 FAM Neg Ctrl 0.50

Autor: Evelin Zufiga Sosa y Ma. Fernanda Pullas
Fuente: Base de datos CIEIC

Amplification

P. falciparum

RFU

P. vivax

:

Cycles

Autor: Evelin Zafiga Sosa y Ma. Fernanda Pullas
Fuente: Base de datos CIEIC

Grafico 4.4. Curvade disociacion de Melting
Grafico representativo de las curvas de disociacion de Melting para la validacion de los

controles con las especies de Plasmodium vivax y falciparum.

54



CAPITULO V

5. RESULTADOS

5.1. Descripcion de la Poblacién de Estudio

La poblacion incluida en el estudio esta formada por un 65% de personas de género
femenino y 35% masculino comprendido entre las edades de 3 a 107 afios, siendo el de
mayor frecuencia los individuos entre 25-59 afios de edad (Gréfico N° 5.1. - 5.2).

B Masculino  H® Femenino

Grafico N° 5.1 Distribucion porcentual de la poblacion de acuerdo al género

Composicion de la poblacion de acuerdo al grupo etario

‘ -MA

0-4 5- 15-24 25-59 60 y mas
B Grupo etario

Autor: Evelin Zifiga Sosa y Ma. Fernanda Pullas
Fuente: Base de datos CIEIC

Grafico N° 5.2 Distribucion porcentual de la poblacion de acuerdo al grupo etario
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El 79,1% y 72,4% de los pobladores del sector “50 Casas” del género masculino y
femenino respectivamente, se identifican como “negros” mientras que el 20,9% vy el
27,2% del género masculino y femenino respectivamente mencionaron identificarse como

“mestizos” (Tabla 5.1).

Tabla N°5.1 Composicién de la poblacion de acuerdo a la Etniay Género

Identificacion Género
Etnica Masculino Femenino
% n %
Blanco 0 0,00 1 0,4
Mestizo 28 20,9 68 27,2
Negro 106 79,1 181 72,4
134 250

Autor: Evelin Zuniga Sosa y Ma. Fernanda Pullas
Fuente: Base de datos CIEIC

Se realiz6 el andlisis de un total de 384 muestras de pobladores del sector “50 Casas”,
provenientes de varias localidades de origen, siendo la ciudad de Esmeraldas la de
mayor frecuencia (80%), (Grafico N°5.3).

Localidad Frecuencia |Porcentaje
Atacames 3 0,8
Colombia 6 1,6

El Oro 1 0,3
Eloy Alfaro 16 4,2
Esmeraldas 308 80,2
Guaranda 1 0,3
Guayaquil 9 2,3
Latacunga 1 0,3

Manabi 2 0,5

Montalvo 1 0,3
Muisne 1 0,3
Pichincha 1 0,3
Quinindé 2 0,5
Rio Verde 1 0,3
San Lorenzo 27 7,0
San Mateo 2 0,5
Viche 1 0,3
TOTAL 384 100,0
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Pichincha Quinindé San Mateo Atacames Colombia
0,3% 0,5% pig Verde 0,3% 0,8% 1,6%

Montalvo

i 0,3% Viche
0,3% 5 03% El Oro
Manabi San Lorenzo 0,3%

0, 5% 7%

Eloy Alfaro
4,2%

Guaranda
0,3%

Autor: Evelin Zdfiga Sosa y Ma. Fernanda Pullas
Fuente: Base de datos CIEIC

Grafico N°5.3 Lugares de procedencia de pobladores del sector “50 casas”

El grafico muestra la distribucién de la poblacion que actualmente vive en el sector “50

casas” de acuerdo a la procedencia.
5.2. Fenotipo del Sistema Duffy

Se identificd los cuatro fenotipos mas frecuentes del sistema eritrocitario Duffy en los
pobladores del sector “50 casas” de la provincia de Esmeraldas, el de mayor frecuencia
fue el fenotipo Fy(a-b-) con el 39,8%, seguido del Fy(a+b-) con un porcentaje del 35,2%.
(Tabla N°5.2)(Gréfico N°5.4)

Tabla N°5.2 Frecuencia de fenotipos del Sistema Duffy

Fenotipo Frecuencia Porcentaje

Fy (a-b-) 153 39,8
Fy (a-b+) 67 17,4
Fy (a+b-) 135 35,2
Fy (a+b+) 29 7,6

Total 384 100

Autor: Evelin Zifiiga Sosa y Ma. Fernanda Pullas
Fuente: Base de datos CIEIC.
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Fy (a+b+)
7,6%

Fy (a-b-)
39,8%

Fy (a+b-)
35,2%

Fy (a-b+)
17,4%

Autor: Evelin Zdfiga Sosa y Ma. Fernanda Pullas
Fuente: Base de datos CIEIC

Gréfico N°5.4 Distribucién porcentual de los fenotipos del Sistema Duffy

El grafico muestra que el fenotipo Fy(a+b+) es el de menor porcentaje (7,6 %) en el

sector “50 casas” de la provincia de Esmeraldas

5.3. Prevalencia de Fenotipos Duffy por familia

El numero de familias que intervinieron en este estudio fue de 160, identificAndose que
Unicamente en 3 familias (2%) los miembros presentaron los cuatros fenotipos del
sistema Duffy, incluido el fenotipo Fy(a-b-); en 11(7%) familias se expresaron tres
fenotipos Duffy y 32 (20%) familias poseen integrantes que expresan el fenotipo Fy(a-b-).
Los restantes grupos familiares presentan dos fenotipos el sistema Duffy (Grafico N°5.5).
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M 4 fenotipos Duffy
m 3 fenotipos Duffy
i 2 fenotipos Duffy
H 1 fenotipo Duffy

71%

Autor: Evelin Zdfiga Sosa y Ma. Fernanda Pullas
Fuente: Base de datos CIEIC

Gréafico N°5.5 Distribucidon porcentual de los fenotipos del Sistema Duffy en familias
del sector 50 casas.

5.4. Relacién de los Fenotipos Duffy con la Etnia.

Al relacionar los fenotipos del Sistema eritrocitario Duffy y la etnia de los pobladores del
sector “50 casas” se establecid que existe significancia estadistica con un valor p<0.05.
Identificandose mayor frecuencia del fenotipo Fy(a-b-) relacionado con los individuos que
se identifican con la etnia negra (130/384), mientras que en los pobladores que se
reconocen como mestizos el fenotipo mas comuin es el Fy(atb-) y que el fenotipo
Fy(a+b+) se encuentra distribuido tanto en mestizos como negros (Tabla N 5.3) (Grafico
N 5.6).

Tabla N°5.3 Relacion entre la etnia de los pobladores de “50 casas” de la provincia

de Esmeraldas y el fenotipo Duffy

Etnia
Mestizos % Negros % Blanco % p-valor
Fy(a+b+) 9 9,37 20 6,89 0.000
Fy(a+b-) 41 42,70 93 32,06 1 100,0 0.000
Fy(a-b+) 20 20,83, 47 16,20 0.005
Fy(a-b-) 26 27,08 130 44,82 0.001

Autor: Evelin Zufiiga Sosa y Ma. Fernanda Pullas
Fuente: Base de datos CIEIC
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Fy(a-b-)

Fy(a-b+)

Fy(a+b-)

Fy(a+b+)

50 100 150 200
Fy(a+b+) Fy(a+b-) Fy(a-b+) Fy(a-b-)
M Mestizos 9 41 20 26
B Negros 20 93 47 130
Blanco 1

Autor: Evelin Zdfiga Sosa y Ma. Fernanda Pullas

Fuente: Base de datos CIEIC

Gréfico N°5.6 Distribucién de los fenotipos Duffy de acuerdo a la etnia

5.5. Relacién entre malariay Fenotipos Duffy

De los analisis realizados entre la ausencia de antigenos Duffy y la presencia de
anticuerpos contra malaria se determind que 43 (11,19%) de las muestras presentaron

resultados reactivos en las pruebas de enzima-inmunoensayo EIA.

De estas 40 muestras tuvieron una absorbancia superior al punto de corte (0.800 a
1.900/0.381) y 3 muestras fueron consideradas como “indeterminadas” por el valor
cercano al punto de corte. En contraste, los resultados obtenidos en las pruebas rapidas

fueron negativos.

El lugar de origen de los pobladores que viven por mas de tres afos en el sector “50
casas” con fenotipo Duffy negativo y resultados “reactivos” en EIA fue el 68% de

Esmeraldas, 19% de San Lorenzo, 5% Eloy Alfaro y 2% de Manabi, Guayaquil, Atacames

y Colombia (Gréfico 5.7).
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Autor: Evelin Zdfiga Sosa y Ma. Fernanda Pullas
Fuente: Base de datos CIEIC

Grafico N°5.7 Distribucion de la procedencia de los pobladores con resultados

“reactivos” en EIA

El grafico muestra la distribucién porcentual de las localidades de origen de los
pobladores con resultados reactivos en EIA y antigenos Duffy negativos

El andlisis de datos determin6 que 111(28,38%) pobladores con fenotipo Fy(a-b-) fueron
negativos tanto en las pruebas de deteccion de antigenos (PDR) y anticuerpos contra
malaria (EIA). La procedencia de origen de estos pobladores fue el 78% oriundos de
Esmeraldas, 6% Guayaquil, 9% San Lorenzo, 6% Eloy Alfaro y 1% Colombia (Gréfico
N°5.8).
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Autor: Evelin Zufiiga Sosa y Ma. Fernanda Pullas
Fuente: Base de datos CIEIC

San Lorenzo
9%

Guayaquil
6%

Gréfico N°5.8 Distribucion de la procedencia de los pobladores con resultados “no

reactivos” en EIA

El grafico muestra la distribucién porcentual de los lugares de origen de los pobladores
con resultados no reactivos en EIA y antigenos Duffy negativos.

5.6. Relacion de pruebas serolégicas e identificacion de portadores

asintomaticos.

Se identificaron 78 individuos que tuvieron malaria una sola vez en su vida, de los cuales
34 presentaron el fenotipo Fy(a-b-) y 15 fueron reactivos en la prueba de ELISA, es decir,

presentaban anticuerpos contra Plasmodium sp.

Los pobladores con resultados reactivos en las pruebas de ELISA se identifican 36 de

etnia negra y 7 como mestizos.

Entre los individuos que nunca presentaron malaria poseen los cuatro fenotipos del
sistema Duffy, de estos el 42,52% poseen el fenotipo Fy(a-b-) de los cuales 17 fueron
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‘reactivos” para la presencia de anticuerpos contra Plasmodium sp. y 3 “indeterminados”.
(Tabla N 5.4)

Tabla N° 5.4 Numero de veces que los pobladores del sector “50 casas” mencionan
tener malaria, su relacion con el fenotipo Duffy y resultados de pruebas serolégicas

. Resultados
Fenotipo Duffy
Pruebas Antigenos Pruebas de Anticuerpos

# de veces sufrio malaria N Fy(atb+) Fy(at+b-) Fy(a-b+) Fy(a-b-) Positivo Negativo Reactivo Negativo

1 78 2 33 9 34 0 78 37 41
2 19 3 11 3 2 0 19 13 6
3 14 3 2 6 3 0 14 11 3
4 1 1 3 2 0 7 6 1
5 2 1 1 0 0 0 2 0 2
7 1 0 0 1 0 0 1 1 0
8 1 0 0 0 1 0 1 1 0
No sufrié malaria 262 19 86 45 111 0 262 43 219

Autor: Evelin Zufiga Sosa y Ma. Fernanda Pullas
Fuente: Base de datos CIEIC

El estudio de la presencia de ADN del Plasmodium vivax en las muestras reactivas para
anticuerpos de malaria se identifico que 2/43 muestras (4,65%) y 1/43 (2,32) presentaban
ADN de P. falciparum. En contraste las muestras “no reactivas” para anticuerpos de
malaria se identific6 que 9/110 (8,18%) tenian ADN del Plasmodium vivax y 5/110
(4,54%) para P. falciparum.

La relacion entre fenotipo Duffy null Fy(a-b-) y la no presencia de malaria por P. vivax se
determind una correlacion significativa (p=0,000) (Tabla N°5.5), por lo que se establece
que la presencia de portadores asintomaticos pueden presentar y no presentar
anticuerpos contra malaria, aceptandose la hipétesis alterna: H1: el sistema eritrocitario

Duffy (null) esté relacionado con la presencia de individuos portadores de malaria.
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Tabla N°5.5 Relacién entre fenotipo Duffy Negativo, Resultados EIA y molecular de

los pobladores del sector “50 casas” de la provincia de Esmeraldas

Fy (a- b-)
N = 153
EIA PCR-RT
N % |P.vivax % P. falciparum %
Reactivos 43 28,10 2 4,65 1 2,32
No Reactivos 110 71,89 9 4,10 5 2,28

Autor: Evelin Zaniga Sosa y Ma. Fernanda Pullas
Fuente: Base de datos CIEIC

Del total de los pobladores del sector “50 casas”, 11 fueron positivos para la prueba
molecular de ADN para P. vivax, de estos tres mencionan haber tenido sintomas de
malaria, mientras que 8 afirman no haber presentado episodios de malaria. En contraste
los pobladores con resultados positivos para P. falciparum reconocen haber padecido una

vez malaria (Tabla N 5.6).

Tabla N°5.6 Numero de veces que los pobladores del sector “50 casas” mencionan
haber tenido malaria, su relacion con la presencia del ADN de P. vivax y P.

falciparum.

# de veces sufrio malaria N P.vivax # de veces sufri6é malaria N P. falciparum

1 3 Positivo 1 6 Positivo

No sufrié malaria 8 Positivo

Autor: Evelin Zafiga Sosa y Ma. Fernanda Pullas
Fuente: Base de datos CIEIC
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Tabla 5.7 Relaciéon de Fy (a-b-) con presencia del ADN de Plasmodium vivax

Prueba del Chi-cuadrado

PCR-RT
Chi-cuadrado 112,667
gl 1
Sig. asintética ,000

Hay asociacion estadisticamente significativa entre el Fenotipo Duffy negativo y la

presencia de ADN de P. vivax
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5.7. DISCUSION

La malaria es un problema de salud publica y se ha convertido en una enfermedad
reemergente en los lugares donde antes habia sido controlada (Valencia, Calderén, &
Fasabi, 2012). Histéricamente, la mayoria de los casos de malaria han ocurrido en la
ciudad de Esmeraldas, donde P. falciparum es el parasito predominante (Saenz & Avila,
2012), por lo que el presente estudio se realiz6 en el sector “50 casas” de la ciudad y
provincia de Esmeraldas al determinarse la existencia de un brote de malaria durante el
afo 2013.

Una de las caracteristicas de esta zona es la migracién poblacional, lo que constituye un
factor de riesgo que puede provocar un rebrote de malaria. En este estudio se identificd
un alto porcentaje de introduccion de personas que proceden tanto de zonas urbanas y
rurales con un 19,8% e inclusive de otro pais como Colombia que representa un 0,3%; la
Organizacién Mundial de la Salud determiné que en casos de migracién poblacién se
debe establecer cercos epidemiolégicos para evitar la propagacion de enfermedades
endémicas, asi como también el control de los movimientos poblaciones en éareas
endémicas de paludismo y en zonas libres de la enfermedad con el fin de evitar los brotes
aislados (OMS, 2015) (Benites, 2004).

Durante muchos afios, se ha reportado que el grupo sanguineo Duffy negativo es
prevalente en los habitantes de etnia negra de Africa occidental y confiere un efecto
protector a infecciones parasitarias por P. vivax, aunque son susceptibles a otras
especies de Plasmodium. Este estudio estableci6 que el 39,8% de los habitantes
analizados del sector poseian el fenotipo Duffy negativo Fy(a-b-), de los cuales 130 se
identifican étnicamente como “negros” y 26 como “mestizos”, con lo que se confirma la
teoria establecida por muchos autores sobre la relacion del Fenotipo Duffy negativo-Etnia
(King, y otros, 2011). El estudio de la distribucion global del sistema Duffy estableci6é que
el fenotipo Fy(a-b-) es prevalente en Africa en un 53%, mientras que en América en un
6%; Asia 3,12%; y Europa 0,15% es baja. En cambio el fenotipo Fy (a+b+) esta presente
en todo el mundo aproximadamente en un 0,29% (Howes, y otros, 2010), en este estudio

se determiné una prevalencia de 7,6% de este fenotipo.

Estudios sugieren que los individuos portadores del grupo Duffy positivo esta relacionado
con receptores del eritrocito que favorecen a la infeccion parasitaria por P. vivax (King, y

otros, 2011) , en esta investigacion se identificaron los cuatro fenotipos del Sistema Duffy,
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el 7,6% de pobladores presentan el fenotipo positivo Fy (a+b+); 17,4% el fenotipo Fy(a-
b+) y el 35,2% con el fenotipo Fy(at+b-) todos considerados como Duffy positivos. Sin
embargo, el de mayor prevalencia en el sector “50 casas” es el Duffy negativo Fy(a-b-),
relacionado con la inmunidad innata a la infeccion por Plasmodium, siendo la condicién
homocigotica negativa la que confiere el efecto protector a la infecciébn malérica por este
protozoario (Gonzalez, y otros, 2012).

La frecuencia de alelos de los sistemas eritrocitarios es caracteristico de cada poblacién
estudiada, asi en esta investigaciébn se establecid que los miembros de 3 familias
presentaban los cuatro fenotipos del sistema Duffy; en 11 familias se expresaron los tres
tipos de fenotipos y en 32 familias existian integrantes que expresaban el fenotipo Fy null,
por estas caracteristicas se considera que el sistema Duffy debe ser evaluado para
determinar el impacto en la seleccion natural en diferentes entornos geogréaficos
(Schneider-Weber, Pedro-Tadei, & Sotero-Martins, 2012).

De la encuesta realizada a los pobladores de “50 casas” se determin6é que 37 individuos
fueron diagnosticados con malaria una vez en su vida, de los cuales 34 presentaban el
fenotipo Fy(a-b-) y 15 presentaron anticuerpos contra malaria. En el estudio realizado por
Cavasini se observo que en areas en la que se presentaba heterogeneidad del sistema
Duffy se diagnosticaron infecciones de P. vivax en individuos portadores del fenotipo null
(Cavasini, y otros, 2007); de igual manera las observaciones realizadas en el estudio de
Ménard muestran evidencias de que P. vivax es capaz de producir infecciéon y
enfermedad en individuos con fenotipo Duffy negativo, en contraste en Nueva Guinea los
individuos portadores Fy(a-b-) muestran una baja prevalencia de la infeccion por P. vivax.
(Ménard, y otros, 2010). En esta investigacién también se identificé que el 42,52% de los
pobladores que nunca han presentado malaria poseen el fenotipo Fy(a-b-), y de estos 91

individuos no presentaron anticuerpos contra Plasmodium sp.

En esta investigacion se realizaron pruebas para determinar la existencia de anticuerpos
contra malaria, determinandose que existen 43 (11,19%) de individuos con resultados
reactivos para EIA (Enzima inmunoensayo), pero estos resultados no son un indicativo de
malaria por P. vivax, por tratarse de una prueba de tamizaje y no confirmatoria que
detecta anticuerpos anti-Plasmodium sp. en el suero de pacientes, es por esta razén que
investigadores como Castillo y Ramirez sugieren que las pruebas de deteccion de
malaria deben ser elegidas de acuerdo a la poblacion, asi en zonas endémicas se debe
realizar pruebas de alta sensibilidad y especificidad (Castillo & Ramirez, 2005), debido a

que la aparicibn de anticuerpos comienza en pocos dias y aumenta de manera
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significativa en pocas semanas, y persiste por meses o inclusive afios en pacientes semi-
inmunes que habitan zonas endémicas (Campuzano & Blair, 2010); en aquellos
individuos que padecen de la enfermedad en ocasiones repetidas y que habitan en areas
endémicas, pueden llegar a desarrollar una inmunidad parcial, que por lo general se
presenta en edad adulta, este estado inmune impide las manifestaciones clinicas de la
enfermedad, y hasta se puede observar parasitos circulando en su sangre (premunicion),
lo que difiere de la inmunidad antiparasitaria (Hay, Price, & Baird, 2013) (Martha
Legorreta, 1999).

La procedencia de pobladores con fenotipo Duffy negativo y presencia de anticuerpo anti-
Plasmodium fue del 68% en Esmeraldas, 19% en San Lorenzo; 5% Eloy Alfaro y 2%
Manabi, zonas consideradas como endémicas de malaria por la alta tasa de morbilidad
que existe (Gonzalez & Chiriboga, 2013), de igual manera se determiné la procedencia
de los pobladores que no presentaron anticuerpos anti-Plasmodium, de los cuales se
obtuvieron que el 78% eran oriundos de Esmeraldas, 6% Guayaquil, 9% San Lorenzo,
6% Eloy Alfaro y 1% Colombia, razdn por la cual se utiliz6 la técnica molecular de PCR

en tiempo real para identificar la especie de Plasmodium.

De las 153 muestras identificadas como Duffy negativo, se obtuvieron que 43 (28,10%)
fueron reactivas en la prueba de ELISA y 110 muestras (71,89%) no reactivas para
anticuerpos anti-Plasmodium. En la técnica molecular PCR tiempo real, se determiné que
2/43 (4.65%) y 9/110 (8.18%) fueron positivas para P. vivax, en contraste 1/43 (2.32%) y

5/110 (4.54%) presentaron resultados positivos para ADN de P. falciparum.

De los 11 pobladores identificados con el fenotipo Duffy negativo del sector “50 casas”
que fueron positivos en la técnica molecular PCR en tiempo real para P. vivax, tres
mencionan haber tenido sintomas de malaria, mientras que 8 afirman no haber sufrido de
episodios de malaria, indicativo de la existencia de portadores asintomaticos que en
contraste con los resultados positivos para P. falciparum reconocen haber padecido una
vez malaria. Las infecciones asintomaticas por Plasmodium vivax son el principal
problema en muchas regiones del mundo, debido a que existen individuos con inmunidad
natural los cuales estan ligados a anomalias congénitas de los glébulos rojos como lo es
la ausencia de antigeno Duffy (inmunidad protectora), o en zonas que son
hiperenedémicas en consecuencia del constante estimulo de los antigenos parasitarios o
de sus productos, inmunidad que aungue no es protectora, evita las complicaciones de la

enfermedad, aumentado asi el nimero de portadores asintométicos dentro de una
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poblacién (Valencia, Calderén, & Fasabi, 2012) (Beltrdn & Barrera, 2012) (Silvia Antoni
de Jogna, 2011).

Existe gran evidencia que indica que la invasion eritrocitaria por P. vivax ha ejercido
presion a favor de la selecciéon del alelo C (FYBnull) (Gonzélez, y otros, 2012), lo que
concuerda con este estudio que determina que las variables Duffy-negativo y malaria
asintomatica estan asociadas (p = 0,00), razones por la cual Zimmerman y colaboradores
en el 2013 determinaron que en las regiones donde la malaria es endémica se realicen
estudios que puedan revelar nuevas perspectivas sobre la asociacion entre el
polimorfismo del gen Duffy y malaria ocasionada por P. vivax (Zimmerman, Ferreira, &
Howes, 2013); sin embargo, estudios recientes muestran que en algunos lugares en el
mundo P. vivax infecta y causa enfermedad en personas portadoras de Duffy-negativa,
resultados que refuerzan que este parasito esta evolucionando rapidamente, pudiendo
hacer uso de otros receptores de Duffy para invadir los eritrocitos, o que pueden tener un

enorme impacto en la distribucién actual de P. vivax (Carvalho, y otros, 2012).
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5.8.

CONCLUSIONES

La poblacion de estudio de esta investigacion perteneciente al sector “50 Casas”
del cant6n y provincia de Esmeraldas estaba conformada por el 65% de género
femenino y 35% de género masculino entre las edades de 3 a 107 afos.

Al determinar la etnia, los pobladores se identificaron como mestizos y negros.

Se establecieron los cuatro fenotipos del sistema eritrocitario Duffy en la poblacion
estudiada, siendo el de mayor frecuencia el fenotipo Duffy negativo Fy(a-b-).

Los andlisis realizados establecieron que existe relacion entre el fenotipo Duffy
null y la etnia negra de los individuos portadores del Fy(a-b-).

Se identific6 que los miembros de tres familias eran portadoras de los cuatro
fenotipos del sistema Duffy.

A través de la encuesta individual realizada a los pobladores se determiné el
namero de episodios de malaria que han sufrido en su vida, dato relevante para
relacionarlo a la probabilidad de la existencia de portadores sanos del parasito,
asi 34 personas portadoras del fenotipo Fy(a-b-) mencionaron haber tenido una
sola vez en su vida episodios de malaria.

Se identificaron 262 individuos que nunca presentaron episodios de malaria, de
los cuales 111(42,36%) presentaron el fenotipo Fy(a-b-) y en menor porcentaje el
fenotipo Fy(a+b-).

Los resultados obtenidos en las pruebas de diagnéstico rapido fueron negativos
para la totalidad de la poblacion.

Se identific6 la existencia de seudo-inmunidad contra el parasito en los
pobladores al detectarse anticuerpos anti-malaria.

La procedencia de los pobladores del sector “50 Casas” con fenotipo Duffy null y
anticuerpos anti-Plasmodium eran oriundos de Esmeraldas al igual que los que no
presentaban anticuerpos.

La prueba de PCR tiempo real determiné la existencia de individuos portadores
asintomaticos de P. vivax. Comprobandose la hipétesis alterna de que el sistema

eritrocitario Duffy null proporciona inmunidad natural al portador de ese fenotipo.
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5.9.

RECOMENDACIONES

Debe considerarse que la presencia de portadores asintomaticos en la poblacién
tiene consecuencias graves, no solo para el portador del parasito, sino para el
lugar en el que habita, debido a que este grupo humano es un reservorio de la
enfermedad y es dificil que sea identificado mediante vigilancia de rutina de los
programas de control.

El Ministerio de Salud Publica y el Programa de Control y Erradicacion de la
Malaria deben implementar la identificaciébn de portadores asintomaticos los cual
permita establecer si en las zonas altamente endémicas existe seudo-inmunidad
adquirida por reinfecciones de Plasmodium o poseen inmunidad natural protectora
debido a la alta prevalencia del fenotipo Duffy null, con el fin evitar brotes asilados
de la enfermedad en el futuro y asegurar la calidad de vida de los habitantes de
las zonas.

Establecer un algoritmo de deteccién mediante encuestas en el que se detalle el
namero de veces que han padecido la enfermedad, su sintomatologia,
condiciones de vida, resultados de pruebas seroldgicas de enzima-inmunoensayo
gue junto con los resultados basados en técnicas moleculares permitan establecer
una vigilancia epidemioldgica de la poblacion en caso de portadores asintomaticos
para la deteccién de parasitemias bajas de Plasmodium.

Realizar una intervencion y un ajuste en los programas de control y erradicaciéon
de la malaria como base para establecer politicas preventivas y curativas de la
enfermedad mediante: la vigilancia pasiva con un diagndstico molecular de los
casos, control de la enfermedad y tratamiento, deteccién activa de los casos que
involucra la deteccién del foco infeccioso, la deteccion de los casos reactivos y la
detecciébn de casos proactivos mediante la identificacibn de los pobladores
asintomaticos y la educacion en la poblacién ante la enfermedad.

Se debe incentivar la identificacion de portadores asintomaticos en zonas
altamente endémicas de malaria debido a que éstos son un desafio para el control
y erradicacion de la enfermedad porque presentan un mayor tiempo de circulacién
parasitaria, la parasitemia es submicroscopica y ocasiona infecciones graves en la
poblacion.

Deberia prestarse especial atencion a lograr que las medidas de control de los

vectores y las poblaciones migrantes, sobre todo si son personas no inmunes que
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entran en zonas donde el paludismo es endémico o si son portadores de la
enfermedad hacia zonas receptivas al paludismo.

Se recomienda que para la eliminacion de la enfermedad se realice una deteccion
temprana de los portadores asintomaticos para el control de los brotes, que el
diagnéstico sea rapido con un tratamiento de calidad controlado, vigilado y con
campafias de salud mediante alianzas estratégicas que permitan el
fortalecimiento del conocimiento del sistema de salud y asi establecer una

capacidad estratégica, planeada, monitoreada e investigativa de la enfermedad.
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5.11. ANEXOS

Anexo 1: Autorizacion del MSP — Zona distrital O8D01

|
|

| Ministerio
| de Salud

Publica
Coordinacién Zonal 1- SALUD
Direccion Distrital 08D01 — Esmeraldas — Salud

Memorando Nro. MSP-CZ1-08D01-2015-1288-M

Esmeraldas, 28 de julio de 2015

PARA: Sr. Rosa De Fatima Chiriboga Ponce
Profesora e Investigadora Principal

ASUNTO: Autorizaciéon para Estudio "Fenotipos del Sistema Duffy y su relacién con
malaria asintomatica "

De mi consideracion:

En respuesta a solicitud emitida para realizar investigacién denominada " FENOTIPOS
DEL SISTEMA DUFFY Y SU RELACION CON MALARIA ASINTOMATICA EL
SECTOR DE LAS 50 CASAS" DE LA PARROQUIA VUELTA LARGA DEL
DISTRITO 08D01, la cual segin solicitud emitida por Mst. Chiriboga sera realizada por
dos estudiantes de la Escuela de Bioandlisis de la PUCE y en colaboracion con el Centro
de Investigacion en Enfermedades Infecciosas y Cronicas de la Pontificia Universidad
Catolica del Ecuador, cuyo financiemiento estara a cargo por las estudiantes y los aportes
del CIEIC, me permito emitir autorizacion para la realizacion de la misma.

Con sentimientos de distinguida consideracion.

Atentamente,

Dra. Nadia Yadira Bernal Zambrano
DIRECTORA DISTRITO 08D01-ESMERALDAS-SALUD

Referencias:
- MSP-CZ1-08D01-PCSS-2015-0840-M

Anexos:
- Solicitud de Fenotipos del Sistemas Duyffy20150716_10060341.pdf

Copia:

Sr. Dr. Cristian Javier Burbano Vivar
Analista Distrital de Provision de Servicios de Salud-Distrito 08D01-Esmeraldas-Salud

Av. Colon entre Venezuela y Ecuador esquina Esmeraldas- Ecuador

Codigo Postal: 080102 Teléfono: 593 (06) 2455-163
www.salud.gob.gcl. i

* Documento generado por Quipux
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Anexo 2: Aprobacion del Comité de ética de la Investigacion de PUCE

“{'T_'f Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador

Comité de Etiea de la investigacidn — « sasaiiniies
- PUCE T

"""l:.-..,n.l.l_.ﬂ.ﬂ" O - Eouaeorm

Cruita, 25 de junio de 3005
Cicio n® O106-CF]-2015

Sefior Doclor

Fabidn Sdenrz Cailderdn

CIETC

Facrneitad de Crencies Exactivs i MWatwrles
Presenbe

Esbimado i, Sdenx:

E Comité de Fiica de la Investigacion en sesicin del 25 de junio de 2015 estidia ¢l
yedo intitulada: “Prevalencia de malaria y feaotipos de grupo Daffy en arrics
de lacludad de Feameraldas™.

Bl Coanité aprueba el proyects, Sin embargo solicita especilicar mejer ¢ Hialo v en
lupar de barrios porer el reambee del canlon en la ciudad de Esmeraldas, canton
cilade poskerimnente enocl proyecka.

En 'p.ig_. 5 paner Los nombres cienbilices corme bamae e

En Anexe 1, Padigipacion voluntaria, renglén 4, Para que usted pueda participar.....
lo que se vamas a necesibar, quilar ge.... . ¥a que es importante que la inboramacin il

pechnte o5kl blen esorita.

Con meesira consideracsin yeskima.

SR R N Ppeap G
D¢, Bommel Manbidar Saldrroga
Secretaria
Cormite e Edicn e o Tavestipucite
Drirector de Tnpestigmcidn PLICE
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Anexo 3: Consentimiento informado

«LAIM

AapAD
S ATy,

“,

ONTIiIG,

Anexo 1
Formulario de Consentimiento Informado.
CLINICA. Informacion para el paciente sano y el paciente con enfermedad activa

Responsable: Dr. Fabidn Saenz

Organizacion: Pontificia Universidad Catélica del Ecuador

Investigacion sobre la malaria en Ecuador

Introduccién: El Centro de Investigacién en Enfermedades Infecciosas y Crénicas (CIEIC) de la Pontificia Universidad
Cat6lica del Ecuador (PUCE) se encuentra realizando trabajos de investigacion sobre la malaria en el Ecuador y deseamos
invitarle a participar en esta investigacién. Antes de decidir participar o no, usted puede consultar con alguien més sobre su
participacién. Vamos a leer este documento que tiene los detalles sobre la investigaci6n, sin embargo, si hay alguna palabra
que no entienda, por favor, inférmenos para poder explicarle. Usted puede realizar preguntas en cualquier momento.
Propésito del proyecto: La Malaria es una enfermedad que afecta a mucha gente en Ecuador. Este proyecto de
investigacién quiere saber si hay esta enfermedad en su comunidad y porqué. Pedimos su ayuda voluntaria. Su
participacién ayudard a obtener informacién valiosa que ayudard a disefar maneras de controlar y prevenir esta
enfermedad.

Tipo de Intervencién: Esta investigacién incluird responder una encuesta con informacién general sobre conocimientos de
la enfermedad y la toma de sangre del dedo o de la vena.

Seleccion de participantes: Esta es una investigacién que se realizard en toda la comunidad, por lo tanto no se necesita
requisitos especiales para su participacién.

Participacion voluntaria: Usted puede elegir libremente participar o no participar en absoluto en este proyecto de
investigacién. Si usted no desea participar o se retira del estudio no habr ninguna consecuencia y no perdera ninguno de
los beneficios de atencién de salud que existen normalmente. Para que usted pueda participar en este proyecto, es necesario
que usted entienda lo que vamos a necesitar. Si acepta colaborar voluntariamente con nosotros, debe firmar (o poner su
huella digital) en la linea disponible abajo en este formulario.

Usted puede dejar de participar en este proyecto en cualquier momento sin necesidad de dar ninguna explicacién. De igual
manera, los investigadores pueden terminar su participacién en el mismo. Si éste es el caso, usted ser notificado. No hay
costo por participar en esta investigacion. Si usted tiene dudas sobre la investigacién o sobre sus derechos en este proyecto
de investigaci6n, por favor pregunte al entrevistador o contacte a las personas nombradas abajo.

Procedimientos: Un encuestador le pedird que responda ciertas preguntas sobre su conocimiento de malaria. Ademis,
personal entrenado tomard muestras de sangre. Las muestras de sangre se tomarin una o dos veces mediante un pinchazo
en el dedo, con una lanceta, para obtener 10 gotas de sangre. Es posible que se solicite una muestra més grande de sangre
para llevar a cabo estudios mds detallados, esta vez la sangre sera tomada del brazo usando una jeringa para obtener entre 3
y 10 ml de sangre (entre 1 y 3 cucharaditas). Estas muestras serdn examinadas por los médicos, de encontrarse que usted
requiere tratamiento médico, sera referido a las unidades del Ministerio de Salud.

Investigacion: La investigacién utilizard parte de la informacién clinica y parte de las muestras de sangre sin que estos
tengan referencia a su nombre. A sus muestras ¢ informacion privada se le asignard un cédigo. Esta informacién serd
utilizada para estudiar las enfermedades en su comunidad y respuesta a medicamentos y como éstas se relacionan con los
factores de riesgo a los cuales usted puede estar expuesto. Usted no serd identificado por nombre en ningin informe
publicado ni en presentaciones de los resultados. Las muestras, sin conexién con su nombre serdn almacenadas en
refrigeracién o congelacién y podrén ser utilizadas en el futuro para otros estudios como el cultivo de parasitos obtenidos
de su sangre para determinar si hay resistencia a medicamentos, asi como estudios de la biologia de parésito, previa
aprobacién por parte de un comité de ética.

Confidencialidad: Toda la informacién que usted proporcione serd mantenida confidencialmente y utilizada solamente
para propésitos de la investigacién sin conexién a su nombre. Los resultados generales, serdn compartidos con el
Ministerio de Salud Piblica del Ecuador y su comunidad.

Av. 12 de Octubre 1076 y Roca
Teléfonos: 593 (2) 2991700 ext.: 2272
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Riesgos: Los riesgos potenciales asociados a su participaci6n son las molestias al sacar la sangre. La toma de muestras de
sangre serd realizada por profesionales debidamente entrenados, utilizando agujas y lancetas nuevas, siguiendo normas
internacionales, lo que reducird la posibilidad de molestias por la toma de sangre.

Beneficios: Los beneficios de su participacién incluyen atencién médica y tratamiento en caso de que usted tenga la
enfermedad y un incremento en el conocimiento sobre la prevencion de enfermedades tropicales asi como la futura
implementacion de estrategias de control e intervenci6n, que tienen el potencial de mejorar la salud de su comunidad.
Compensaciones: No cxiste compensacién financiera por su participaci6n en el estudio.

Declaracién general de consentimiento: “Al firmar (o poner mi huella digital) abajo, declaro que los investigadores a
cargo de este proyecto me han explicado los propésitos y los beneficios y riesgos de la investigaci6n, y que los he
entendido plenamente. Entiendo claramente que no hay compensacién monetaria por mi participacién de parte de la PUCE,
ni de las otras instituciones implicadas, y/o de sus empleados, y que en caso de alguna lesién que pudiese sufrir por mi
participacion en esta investigacion, se buscardn las prestaciones médicas necesarias sin costo para mi a través de las
unidades del Ministerio de Salud”. Al firmar (o poner mi huella digital) abajo declaro que entiendo el alcance y los
objetivos del Proyecto, y estoy dispuesto a participar voluntariamente”. ;

Nombre del participante: -

Firma (o huella digital) del participante o su representante legal. Fecha: de __ del201_

He leido con exactitud o he sido testigo de la lectura exacta del documento de consentimiento informado para el potencial
participante y la persona ha tenido la oportunidad de hacer preguntas. Confirmo que el participante ha dado consentimiento
libremente.

Nombre del testigo:

Firma del testigo (en caso de analfabetismo) Fecha: de del 201_

Declaracién de asentimiento (para menores entre 12 y 18 afios de edad)
Yo, , tengo afos de edad, entiendo los objetivos de esta investigacién y que es lo que se
espera de mi. Por lo tanto acepto participar voluntariamente.

Firma, del menor) Fecha: de’“"Vdel: 267

Nombre del investigador/asistente:

Firma del investigador/asistente: Fecha: de del 201_

Ha sido proporcionado, al participante, una copia de este documento _(iniciales del investigador/asistente)
Personas a contactar: Esta propuesta ha sido revisada y aprobada por el Comité de Etica de la PUCE, que es un comité
cuya tarea es asegurarse de que se protege de dafios a los participantes en la investigacién. Si usted tiene preguntas sobre
esta investigacién por favor comuniquese con el Dr. Fabién Séenz, CIEI Universidad Catélica del Ecuador. Ave. 12 de
Octubre 1076 y Roca. Tel. (02) 299 1700 ext. 2272. Fax. (02) 299 1689 Email: fsaenz213@puce.edu.ec

Si tiene preguntas sobre sus derechos como participante en esta investigacién comuniquese con el Dr. Rommel Montufar,
Comité de Etica, Universidad Catélica del Ecuador Ave. 12 de Octubre 1076 y Roca. Tel. (02) 299 1700 ext. 1273 . Email:

rimontufar@puce.edu.cc

Av. 12 de Octubre 1076 y Roca
Teléfonos: 593 (2) 2991700 ext.: 2272
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Anexo 4: Encuesta

Encuesta de Sintomas

RS Prevalencia de Malaria en
' regiones no Amazoénicas de
América Latina:

«LAIM

Versién 7.0-151011

B T A IDENTIFICACION 2 A B e S e ]
1. Fecha de visita (dd/mm/aa) / /
2. Nombre de la persona:
3. Documento de identidad:

€c Tl RN Otro No tiene

4. Nuamero de documento:

5. Teléfono fijo o celular propio/ o de un vecino: :

Marque X

6. La persona entrevistadaes: 1)Hombre __ | 2) Mujer ___|

7. Fechade nacimiento: 1.Dia:___|__ | 2.Mes: ___|__| 3.Afo: ||
. B.ENCUESTADESINTOMAS s e

8. Tiene sintomas actualmente:

Si

No (si marcé esta respuesta salte a la pregunta 12)

NOTA PARA EL ENCUESTADOR: NO lea las opciones de respuesta. Espere a que el encuestado responda y asocie la
respuesta a la opcién mds afin. Coloque un niimero 1, 2, 3 seglin el orden en la respuesta.

9. {Cudles de estos sintomas tiene actualmente? (Varias opciones)
1) Fiebre
2) Escalofrio
3) Dolor de cabeza
4) Sudoracién abundante
5) Dolores en los musculos o las articulaciones
6) Decaimiento o desgano general = -
7) Todas las anteriores
8) Ninguna de las anteriores
9) Otro ¢Cudles?
10) No sabe/No responde

NOTA PARA EL ENCUESTADOR: NO lea las opciones de respuesta. Espere a que el encuestado responda y asocie la
respuesta a la opcion mas afin.  Marque X en UNA sola opcién.
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10.

11.

12.

13.

14,

15.

16.

¢Cudnto tiempo han durado estos sintomas?
1) 1dia

2) 2-6dias

3) Masde 1semana

¢Ha tomado algin medicamento?

1) Si
2) No
3) Cudl

Registre temperatura axilar (3 min)
A
¢Cudntas veces ha tenido malaria?

Nunca ha tenido malaria No sabe/No responde

Siindica el nimero de veces que ha tenido malaria pase a la pregunta 14, de lo contrario se finaliza la encuesta.

¢Hace cuanto tiempo presentd el (ltimo episodio de malaria? Dias

Meses

Afos
éUsted a qué se dedica? (una sola opcién)
1) Jornalero ____ 2)Trabajador de mineria ____ 3) Pescador =
4) Explotadorde madera ___ 5) Ganadero _____ 6) Agricultor propietario
7) Industrial ____ 8)Propietariode minas ____ 9) Amade casa Mooy
10) Estudiante __11)Otra¢Cudl?

¢Cudl es el maximo grado de escolaridad? (una sola opcién)

1) Ninguno 2) Primaria incompleta 3) Primaria completa
4) Secundaria incompleta 5) Secundaria completa 6)Técnico o universitario incompleto
7) Técnico o universitario completo 8) No sabe/No responde

Cédigo encuestador: ___|__ ||

Cédigo supervisor: |||
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Anexo 5: Protocolo 1 - Pruebas de diagnéstico rapido

PRUITULULU 1 DE IRABAJU PARA LA LURRIDA DE MIUESTRAS

SD Malaria Antigen
BIO LINE
] Version 1.0 Preparado por: Evelin Zufiga Sosa, Ma. Fernanda Pullas
Jombre Tech. Fecha de inicio, Dia/Mes/Afio: 31-07-2015 No. de muestras a correrse: 391
\ Lote. Fecha de expiracién: No. de cassettes usados: 391

‘uente de las muestras:

Vo. |Descripcién

Visto

Obser

|Materiales

’REPARACION DE REACTIVOS

.ugar: Mesa de Laboratorio, BS 1

-

Cassette PDR

2 |Aplicador de muestras desechables calibrado: SuL

Reactivos listos para su uso. Se encuentran a

3 |piluyente de prueba: Frasco de 5 mL

temperatura ambiente

VIUESTRA
No se requiere ninguna preparacién especial o
4 |Plasma con EDTA. ayuno, la sangre se debe recoger por venopuncién |Plasma
normal y bien mezcladas

*ROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA
.ugar: Mesa de Laboratorio

5 |Reactivos a temperatura ambiente Kits

6 Quitar el dispositivo de prueba del sobre de aluminio y La superficie de la mesa de laboratorio debe estar Kits

colocar en la mesa de laboratorio

limpia y seca

Sumergir el extremo circular del aplicador desechable en
7 |la muestra de sangre y trasladar al extremo circular
cassette.

Las muestras deben estar bien mezcladas.

Aplicador de muestras desechables, cassette de PDR

Agregar 4 gotas del diluyente en el extremo cuadrado del
cassette

9 |Esperar 15 minutos a temperatura ambiente

10 |Leer el resultado

Resultado Negativo: una linea de color en la linea
de control C. Resultado Positivo: para P. falciparum
presencia 2 linea de color (linea de control Cy linea
p.f.) o para infeccién mixta u otras especies de
Plasmodium la presencia de 3 bandas de color
(linea de control C, linea p.f. y linea pan)

/ALIDACION DE LA PRUEBA

.ugar: Mesa de Laboratorio

-

1|Presencia de color en la linea de control C

Si no hay color en la linea de control C el resultado
se considera como NO VALIDO

13 |YO,

certifico que deteccion de antdgenos de Plasmodium mediante PDR, fue realizada tal como esta descrito en este protocolo standard.

Firma

Fecha:
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Anexo 6: Inserto Anti-Fya

BLOOD GROUPING REAGENT

Antl-Fy
ALBAsera”
[REFA z151u
For Indirect Antiglobulin Test
by Tube Technique
= Meets FDA potency require nents

= Discard if turbid
= Preservative: 0.1% sodium azide

CAUTION: THE ABSENCE OF ALL VIRUJSES HAS
NOT BEEN DETERMINED. THIS PRODUCT HAS
COMPONENTS (DROPPER BULES) CONTAINING
DRY NATURAL RUBBER

INTERPRETATION OF LABEL SYMBOLS
Batcn codo
g Usa by (YYYY.MM.O0D)

REF  rFroduztcode

sC
2c X Skrage lemperabure Emiason (2°C- 8°C)
LIYD r In wiro diagnastic mecica davice

Censulk inskucions for uie

Harmful

‘ Manufactiume

INTENDED USE

The An-Fy' reagem is Sar the M vio detection and
entifcaten of human Fy* posiva red blood olls by te
indirect aniglobulin lesl,

SUMMARY AND EXPLANATION

Art-Py* and ani-Fy* were described in 1950 and 1561

respecitvely and delive & pair of dlekes on the lang am of

chromoseme 1.

In Coucasans tho phweotypa Fy(a-b-) is axcaptionaly rare.

ln Avican Amerncans, he incidencs of Fy(a-b-) & 63% and it

nct insgnificanl that Fy(a-b-) red cdis arc

rot‘lam 1 invasion bty the malisl parasile

vi x. This is ;ought o be due o balonced palymompbizm.
and Fy"wgnn: ara destroyed when red Bood cefs are

cf tho

onzymes ﬁon. pepm and bramating,

PRINCIPLE OF THE TEST

Wihan usad by ha this will
cause agglutnation ([dumping) of red blood cedls camying the
£y anligen. Lack of aggutinalian of ®e red biccd colls
demanstrates the absence of the Fy® anligen,

REAGENT DESCRIPTION
This reagent has been prepared from plasma calocted from
tiood d ABO h hdring wara o

adsoeption. Conversion % serum was achioved Ly %%
padiicn of caicium chionids and where necessary, theombin
E-oou was d by lhe of

The doo AI-US ande.
The voh cdelr d by A di bottie is
approximately 40pl. Bouro this ¥ mind, care shoudd bo
faken to cnsue T ppprogeEade sercmcel ratios are
maintained In ol lest syslems.

PRECAUTIONS

Slonzalt 2°C - 8°C.

Do nctuse ¥ oedd.

Do net dikne.

Do rot use bayeed tha notified expry date.

Thes enagonl contsing OU1% dwiv) sodum azide.  Scaium

azde may be lmae i mgulnd and may react with lead and
> Soern "

Ino :l-k, flush mmlalum A of waler o pe azde

bubicup.
Handa :md dispese of reagents as polectialy nfaclioss.

ACCORDANC!

ND KNOWN TEST METHODS CAN OFFER ASSURANCE
THAT PRODUCTS DERIVED FROM HUMAN BLCOD WILL
NOT TRAIEMIT WIECTOUS AGENT

This po bulbsl conlaiing oy
nmnl mbbﬂr

This resgent & for it viro dagnosic uze only.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION
Spacimaens shoud be col 1 by tic tachnigss wit or
wiho £ an anliccagulanl. The s:ecnm should be wesied as
zoon as poastle aller coliection. ¥ joz3ng is dalayed, the
=pecimon should be slnml nl Z'C a'c Blood specmens
aoss k J v should not be
used. Do nol uss colnclm lubas that cnlan serum o
plaamarcel separaton medis. Clolled samples o those
ccllectad in EDTA should be lested within founmeen days fom
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colection. Donor blood stared in citrale anbcoagdant may be
tasted unidl the oxpiry cate of the donaton.

MATERIALS
Matorials nrvvl*d
. ALBAzern® Ami-Fy

numm. required but not provided
lsonanic saline
. Reagent red blood cells suitable for the cantrol of Ant-5y"
« Polyrpectic Anti-Havan Glaukn f Monoapadchs Anti-
Human IgG
138G =zcnstized red biccd celis
10 x 75ven or 12 x 7&mm glass tesl lubes
Pipeses

Cantrifuge
Heating block ! wateshalh 2 37°C
Opical ald

TEST PROCEDURE

Goneral Information

This reagent Bas boon standardiond for uee by the secknique
described below and therefore i3 sutabiry for use in other
techniques cannct be guaranteed. \When @ test s reqared lo
be incubated for a speciic pariod of Sme, a timer should be
o

RECOMMENDED TECHNIQUES
3I7T*C Indirect Antiglcbulin
Add 2 drops of biood grouping resgon| o a lest tube.
- M:Ildmpolndunodulx ded 1o 2-4% n i
salino.
- Mix tho test wel and incubate for 15.45 mirutes a1 16
38 c.
. Wiash the test a1 least 3 imes with o large exooss isotonc
sakne. a.g. 4mil of salne per 12 {ar 10) x 75wm glass lube)
NOTE: () alow adequate spin tme lo seciment e red
bicod cals.
(3) make sum thal mast of tha residual sading is
remcved ol the end of essh wah,
. Agd Ant-Human Globuln lo each tes! tubs in the amounl
ntre fa 5 rsert
. Mix tha contants of T test tuba well and canirfuge.
Suggested cenrfugation:  900-1000g for 10-20 saccnds
o a limo and spoed appmpnaln fee 'n corlrdugs usoed that
the of avibody wih anfgen-
posmw nels., yel aliows easy resuspension of amtgens

. Geolly m “the tast bba 1o disiocge the caf bution ¥om
e botiom and cbserve icoly for aggh
Negatke reactions may be examined with an cpscal akd.

. Reocord resulks.

« A IgG sanstized amglobuln condral cels lo confirm the
validty of nogatee 1088 raudis

STABILITY OF REACTION

Test results should be read and Imermpresed immedialely after
cantrifugation. Delsys may cause dssociation of anligen-
artibody eomplaas raidling in woak paitve o fakae
regaive reactons,




INTECRPRETATION OF RESULTE
- postive test resull
No soclutihatcn . ragative W5t resul

Fragquency (%

Pherctype C iors AT A

Fyashe) 17 a

Fylash+) £9 1

Fyla-te)} 34 2

Fylao-) Very tare 8

QUALITY CONTROL

Quaity of is Hal snd shoud be

paﬁamndmncndwolmeund n accordance with local,
slale and ladaral regulaticns. Ye suggest Liat the folowing
redd bived el saorgles ane used %a coalrdl the reactions of this
reagent

Fyja+b+) red biccd cels should ba U504 A8 & posilive cantrel,
Fyla-b+) red blood calls Rculd be usad as & negalnve canlrel,

PERFORMANCE LIMITATIONS

Erce the antibodes from which Ts procduct has been

preparad wero stimumd by md tood cols exlonsive losts

have teen o the of additional

nomxnnntng bloced group arvibodm Howover, #t i
1o siato e of tis nolure

wik mumam»odoudhemswoﬁuy

Oirect artigiobetin 1081 pasilivg wil rapct by the
indi okl wal & tive of their F® atalua,

Oiricd, bwts

Better baat translor ad
ae recommended for 37'C tests, paticdartly whem e
ncubaton pericd & 30 minutas ar kess,

Gerdly resuspend tube tesls before mading, Excastive
agtation may dizrup!l weak agghdnation ard produce false
negative resuils,

Emha mnlmunalnn can lead 1o difficulty In resusponding
Lhe eall buttcn, while Inacequate contrfugason may rosult in
agghAnales hat are casly doporzed.

The mpresson of cetan red bood cel antigens may
amreish in strecgth during sloraga, particdsly in EDTA and
clomed samgles. Beoter results wil be oblined with foeh
3amps,

o Of weak sxpe of blood graup antgens may
qw 0 10 fakso-nagativa reactcns.

False postive or fales nagathe resulls En ocour das o

cortaminyion  of  test  maleriols, lmecoper  reaction

femparuture, improper storage of materials, owission of test
g ard certal states.

EPECIFIC PERFORMANCE CMARMT!N&YICS

Priar 1o release, each lol of ALBAsera™ AntkFy” is ested by

FOA recommenced melhods aganst a penet of amgens
e and L g rod tlocd cels to ensure

uunm roactivily.

Far additicnal I
Product Techrical Suppont :n 1-888428-1990

BIELIOGRAPHY
1. Technical Marmasl. 167 ed. & dn, MD: American
Assccation of Biood Barks, 2008,

2 S‘lnndnm for 2lood Earks nml Tml\men Sanvices.

25" od. B D A d iotion of Bled
Banks, 2008.

DATE OF ISSUE
Cetober 2012
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Anexo 7: Inserto Anti-Fyb

BLOOD GROUPING REAGENT

Antl-Fy
ALBAsera®
[REF z153u
For Indirect Antiglobulin Test

by Tube Technique
= Meets FDA potency requirements
= Discard if turbid
= Preservative: 0.1% sodium azide

CAUTION: THE ABSENCE OF ALL VIRUSES HAS
NOT BEEN DETERMINED. THIS PRODUCT HAS
COMPOMNENTS {DROFPPER BULBS) CONTAINING
DRY NATURAL RUBBER

MNTERPRETATION OF LABEL SYMEOLS

LOT Balch code

Use by {YYYY-1AL-DD)

=
1= T T—
Xa

C
2°c Siarmge lemparataa Imitaton (2°C- 8°C)
i wiro ¢
[E Consult insluclions for use

Harmu

u ranufacturer

INTENDED UsSE

The Ant.Fy* reagent is for the &2 wabo dJetoction and
identficaton of human Fy" posisve red blood cells by the
Indirect antiglotnfin lest

SUMMARY AND EXPLANATION

AreFy* avd anti-Fy" wore deseribed in 1350 and 1851

mpommymoeﬁme;pu,adwesonmc erg arm of

evamascms 1

In Caucasians ‘the phenctype Fy(a-D-) Is excaptcnally raro.

In African Aenasicans, the -no-!m of Fy{a-5-) i= 68% and it

s pechaps nol m:nndmm that Fyla-b-) red cels arc

resistant 1o Fwascn by Te malanal parasoe

My Thes #s thought to ba dua o balanced polyrropiism,

Fy’and Fy anligers are desoyed when red blood ol are
atl tho p dy

enzymes fm papsin und brormelin,

PRINCIPLE OF THE TEST

Whan used by tho ded hnk -lnisroag«ﬂ-ll

e acslul=ason (dumprgl af rod blood cols caTying ™he

Fy” antigen. Lack of agdulination of the red blood cels
] af e Fy” anigen,

REAGENT DESCRIPTION
This reacgeet has baen prepared from plasma coliecied fom
blood donors. ABO hemagghdinins were semoved by
on o serum was achmved Dy the
additon 01 cakiom chlorice and where nsceeoery mvomun
was r by tho [}
The & 2lzo i 1M_so|ﬁu'nazido.
The wokeme delivered by tho rcagent droppeer botllo s
appracinatedy A0t Bearing s in mind, cane should be
lukorl o ensure thal appeopaale saumcsll ratos ane
wed in of test sy

PRECAUTIONS
Slore 2t 27C - 0°C.

Do not usae bayond the noified oxpiny dale.

s msgonk containg 0.1% (wh) scdium azido. Sodium
azde may e toxic if ingestod and may react \Mlh lead and

coppar pumbing o famm s,

N0 sink, Sush wilh & Brge wilums af water to pmm ande

buikchun

Hande and dizpose of reagents as potenially infectious

CAUTION: ALL S.000 PRODUCTS SHOULD 3£

TREATED AS FOTENTRALLY INFECTIOUS. EOURCE

MATERIAL FROM WHICH THIS PRODUCT WAS DERIVED

VWAS FOUND NEGATIVE WHEN TESTED IN

ACCORDANCE WITH CURRENT FDA RCOANRED TESTS

NO KNOWN TEST RETHOOS CAN OFFER ASSURANCE

THAT PROOUCTS DERIVED FROM HUMAN BLOOD WiLL

NOT TRANSIMT INFECTIOUS AGENTS,

This product bas components [dropper Bibs) coantainng doy

natural rubbier.

This rengent s for i vivo dagnostic use onlly.

sPECI‘ﬁN COLI.EC'I'ION m PREPARA.‘I‘ION
bo d by = with or
2F, an danl. The zpeci thoudd be tsled as
SO0 &% possie aler is yod, the
specimen should ba slamd al 2'C H'C Binod speun-ens
exhibitrg gress h thon shoadd not be
uzed. Do nol use eo‘locﬁx- lubos at canlain sorum or
slasmaicell separstion media.  Clotted samgles or thesae
nEDTA 1 b lustod within foursean days om
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colection. Donor bicod stored in Glrate antcoagulant may ba
tested unlil the expiry dole of the donation,

MATERIALS
Materials prwidod
. ALBAzcra”™ Ant-Fy*

. Reagent red bicod cells sulabie for the controd of .\mu-y’
. Polyspeciic Ar-Human Giobulin ¢ Morcsapeciic

Healing block ) vh @ 37°C
a

TEST PROCEDURE

Genernal Information

This reagent has been slandardzed for use by e lechnique
descrided bebrw and therofore s sullabilty for use 0 ather
techniques canndt be guaraniced. When a test is required to
b incubiaied far A specific parod of time, & timer should be
usod.

RECOMMENDED TECHNIQUES
3I7°C Indiroct Antiglobulin
Add 2 drops of blood grouping reagent 1o a best tube.
- Add 1 drop of red bicod celis suspended o 2-4% in solonic
salre
. Mix tho test wel and Incubate for 1545 minutos al 36-
38°C,
. Wash the st al least 3 tmes with 3 large excess salonkc
&akne. 8.g. 4mlof saling par 12 (or 10} x 75mm¢=uasm|
NOTE: (3 alew sdaquate spn ima W sadment the mad
blood culis,
(i) make sure that mos! of the residusl safng b
removed al the end of each wash
- Add Am.bHuman Glctulin to each tost Wwbe 0 S amount
the mane s, s prodact insert.
- Mxtﬂocoﬂlemd the les‘\bevnl and Canirfuos.
1 e 800-1000g for 10-20 secorxds
or ate and speed apofvprla!e ﬁor the cerrfugs used that
ces the strongest "y -\m- i+
poaitiva colls, yot alloas easy
regaive colis,
. Genlly sishe the tesl lube %o dislodge Uus oell Bulicn lrom
e bomomn and cbserne for

may bhae with an 2dd.
» Record resuls.
. A IgG o din cels S the
nl-aly of negotive lost rusus,

STAEBILITY OF REACTION

Tost mauks should be read and inlerpeated iImmodately aller
contrifugetiory. Delays may cause dasociaton of antigen-
artibody complezas roasuling & weak positive or falss
NEgAtVe reschicns,




INTERPRETATION OF RESULTS
Agdutinaten - pasilve lost resut
No agghanation - Negative lost result

Froguency (%)

P = Americans
Fyla+b-) 7 2

Fylatht) 43 1

Fyia-tiv) ) 22

Fyo-b-) Very rara L33

QUALITY CONTROL

Cualky contral of reagsrts is esserdal and shoukl be
parformed cn each day of use and in acondancs wih locsl
stata and federal roguiations.  Wa suggest 1 the folloaing
red Blood cell samples are used Lo control the reactions of this
resgeal

Fy(a+be) rad blood oalla should ba used 25 @ J0skvwa control.
Fy(2+5-) red tlood cells shaud Le used as a recatve contral

PERFORMANCE LIMITATIONS

Since v artbodies from which this prosfuct hos been

prepared were stimedaled by red blood colls, exientive Wsls

have been underiaken o oxclude the proserce of sddcnal

contaminatng blood group unlbvdes Howewar, it is
o slale L = of this rature

wil orly contain antbodies of the mquired aoedf-:l?y

th unbyobuin ml pcnnvo savgles wll react Dy tha
cive of $wir Fy® status.

Criblocks and bath ty betler heal transfer and
are recormmended for 37°C tests. panculaly whare the
incubation period is 30 miegea o lass,

Genlly resuspend tube loests bolcm repdng Excessive
agilation may daupt wesk agglutinsticn and produss lalie
regative results.
Excossive <an lead to dificulty o resuspencing
tho cul bullan, whde inadeguate centrfugalton may resulk in
adutinases thal ame eashy dspersed.

The exprossion of canain red biced ol anligens may
diminish n strength cunng slorsge, parSculady i EDTA and
cotled samples. Beter rezulls wil be obtined wih fresh
samples.

i elhlaod group antigens may
gmmbwm g,

Fatse posilve or faise negative fe5lls can OCCUr due o
oomammuon cf ozt

Ll

of f izsion of Yl
mm;ndmﬂlndmm

SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTECS

Prior 10 eolesmsn, each lot of ALBAzera® Acs-Fy® @ tosiod by
Foa inst & ponal ol anligen-
postive and aigenacpaive md blood calls 1o enswa
sutable reactivity.

For adddional ink ical supped, coeltact
Preduct Technizal S.moonaueee-zza-moo
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Anexo 8: Protocolo 2 — Malaria Ab

FNUIVLULY £ UE I NADMIYV FANRA LA LUNNIUM UL IVIUEI 1M

Malaria Ab

DIA.PRO

Version 1.0 18, agosto 2015

IBregaradc:b por: Evelin Zufiiga, Ma. Fernanda Pullas

Nombre Tech. Fecha de inicio, Dia/Mes/Afio: ]No. de muestras a correrse:
N Lote. Fecha de expiracién: |No. de tiras

Fuente de las muestras:

No. |Descripcion Visto |Observaciones ]Materla!es

PREPARACION DE REACTIVOS

Lugar: Mesa de Laboratorio, BS 1

REACTIVOS, KITS. Sacar los reactivos del refrigerador.
Conservacién de 2°a 8°C

Todos los reactivos deben estar a T2 ambiente (18 a
302C) antes de su empleo, manipular todos los
reactivos con mucho cuidado.

KIT Malaria Ab 3era generacién DIA.PRO

Placa Elisa (Microplate): Placas con antigenos
recombinantes especificos frente a las especies de P.

12 tiiras de 8 pocillos rompibles. Dejar a
temperatura ambiente (aprox. 1 hora)

Tiras microelisa

Solucién de Lavado (WASHBUF 20X): Solucién de
buffer fosfato con tween20

Diluir la solucién concentrada 20x de diluirse con
agua de calidad EIA hasta 1200 ml. Mezclar
suavemente antes de su uso. Evitar la formacion de
espuma y burbujas. La solucién es estable 7 dias
conservada a temperatura entre 2 a 8°C en envase
apropiado.

Solucién de lavado, agua destilada, material volumétrico

Conjugado Enzimatico (CONJ 1): Contiene antigenos
recombinantes biotinilados de especies P.

8 viales. Se disolveran completamente con 6 ml del
diluente de conjugado 1. Debe ser preparado antes
del dispensado de las muestras. Puede ser
almacenada de 2-8°C, no méas de 12 horas.

Conjugado 20X y Diluyente de conjugado

Diluente del Conjugado 1: contiene tampon salino Tris
complemmentado con Kathen GC 0.05%, Tween 20y
BSA.

Se utiliza para disolver el polvo liofilizado de
jugado N°1.

Diluente del conjugado

Conjugado Enzimético (CONIJ 2): La solucién contiene
HRP conjugada con estreptavidina en tampon salino tris
complementado con Kathon GC 0.05%, Tween 20y
BSA.

Reactivo listo para su uso. Mezclar bien con un
vortex antes de usar.

Conjugado 20X y Diluyente de conjugado

Cromégeno/Substrato (SUBS TMB): Contiene tampon
citrato 50 mM a pH 3.5-3.8 dimelsulféxido 4%, TMB
0.03% y H202 0.2%.

Listo para usar. Mezclar bien con un vortex antes de;
usar. Proteger de la luz, agentes oxidantes y
superficies metalicas. En caso de transferir usar
pipetas estériles y desechables.

TMB

Disolver con agua de calidad EIA. Mezclar con un

8 |Calibrador (CAL...): vortex antes de usar. Almacenar en alicuotas a - Calibrador, agua EIA, tubos eppendorf
20°C
= Listo para el uso. Mezclar con un vortex antes de
9 [Acido sulfiirico 0,3 M i H2504
usar.
Control positivo (CONTROL #}: Contiene suero humano i
b 5 3 Listo para su uso, mezclar en un vortez antes de
10 |positivo para anticuerpos frente a especies de P. y g CcP
utilizar. Color verde claro
Kathon 0,1%
Control negativo (CONTROL - ): Contiene suero : 5 s
o~ & 2 ( i ) 2 Listo para su uso. Color amarillo palido. Listo para el
11 |humano negativo para anticuerpos frente a especies de CN

P.y Kathon 0,1%

uso, mezclar en un vortez antes de utilizar.

hiperlipidemia, y otras causas de turbidez deben ser
descartadas. Las muestras deben conservarse
hasta 5 dés de 2-8°C, y en periodos largos a -20°C.

IMUESTRA
No se requiere ninguna preparacién especial o
ayuno, la sangre se debe recoger por venopuncion
normal. No se deben someter a mas de un ciclo de
12 |Suero o Plasma, con citrato, heparina o plasma descongelacion. Las muestras helizadas, Suero o plasma.

PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

Lugar: Mesa de Laboratorio, BS 1.2

13

Reactivos atemperados bien mezclados

T¢ 15 - 30 2C

Kits

14

Preparar la placa con la cantidad de pocillos necesarios.

Dejar un pocillo para el blanco, no colocar ni
diluyente de muestras ni muestras.

Kit, Tiras microelisa, portatiras.

15

Suspender el contenido del nimero correcto de viales
del conjugado N° 1 con diluente del conjugado N°1.

Debe realizarse antes de dispensar las muestras y
controles.

pipetas, puntas, solucién de lavado

16

Dejar el primer-pocillo vacio para la operacién del
blanco. S <

17

Colocar 50ul del diluente de muestras en los pocillos
correspondientes.

Utilizar siempre puntas nuevas para cada muestray
evitar contaminacion cruzada. Evitar topar el fondo
del pocillo durante el pipeteo.

90

Placa de ensayo, puntas, pipetas




Dispensar 150 ul de control negativo el por triplicado, Excepto el blanco. Utilizar siempre puntas nuevas
18 |150 ul de control positivo individual y 150 de calibrador para cada muestra y evitar contaminacion cruzada. |Control positivo, negativo y calibrador.
por duplicado en los pocillos apropiados. Evitar topar el fondo del pocillo durante el pipeteo.
Dispensar 150 ul de muestras en los pocillos Excepto el blanco. Utilizar siempre puntas nuevas
19 |correspondientes. Mezclar suavemente la placa sobre la para cada muestra y evitar contaminacién cruzada. |Placa de ensayo, muestras, pipetas, puntas.
superficie de trabajo. Evitar topar el fondo del pocillo durante el pipeteo.
20 Sellar las tiras con el adhesivo e incubar 60 minutos a adhesive
Vsl
Lavar 5 veces la microplaca con el lavador automético, 2 3
g % ¥ 5 Tener cuidado de no tocar la pred interna de ¢ o
21 |dispensando y aspirando 350 ul/ pocillo de la solucién N - i 4 pipetas, puntas, solucién de lavado
e plastico con la pipeta que contiene conjugado.
de lavado diluida.
22 |Dispensar 150 ul de mezcla de conjugado N° 1. P éﬁade ericats pOFl”O, SAEEpto len S primer pipetas, puntas, conjugado, adhesivo.
pocillo blanco y cubrir con el adhesivo.
23}Incubar a 37°C durante 30 minutos
Dispensar 100 ul del conjugado N°2 en todos los Excepto el blanco. Utilizar siempre puntas nuevas
24 |pocillos y agitar suavemente la placa para mezclar los para cada muestra y evitar contaminacion cruzada. |pipetas, puntas, conjugado.
conjugados. Evitar topar el fondo del pocillo durante el pipeteo.
25| Colocar adhesivo e incubar durante 30 minutos a 37°C
Lavar 5 veces la microplaca con el lavador automatico, . .
, 2 , , Tener cuidado de no tocar la pred interna de s s
dispensando y aspirando 350 ul/ pocillo de la solucién B aleon blieta ileicontiens callizada. pipetas, puntas, solucién de lavado
26|de lavado diluida.
No tocar la pared interna del pocillo al colocar el —
27 Dispensar 200 ul de cromdgeno/sustrato en todos los sustrato para evitar contaminacion. Iniciar la
pocillos incluido el blanco. medicién del tiempo inmediatamente después de la
adicion de este componente al primer pocillo.
Substrato, pipetas, puntas
28 Se incuba' a temperatura ambiente, alejado de la luz, s obcra
por 30 min
29 Afiadir 100 ul de acido sulfirico en cada pocillo, incluso Existira el viraje de color de azul a amarillo en el puntas, H2504
en el blanco para detener la reaccidn enzimdtica. control positivo y las muestras positivas. *
Asegurarse de que no exista impresiones digitales
0 Leer en el espectrofotémetro a 450 nm (usando 630 nm en el fondo de los pocillos. La lectura debe o
como referencia). realizarse inmediatamente después de color la
solucidn stop. Esperar maximo 30 minutos.
/ALIDACION DE LA PRUEBA
.ugar: Mesa de Laboratorio, BS 1
g Sirve para comprobar que el sustrato no se ha
31 |Pocillo blanco valor < 0,100 2
contaminado.
La media de los CN < a 0,200, si uno de los valores |Si los valores son superiores a 0,200: procesos de lavado
es mayor a este valor descartar y recalcular la no estan validados, solucion inapropiada, errores de 4™
32 |Controles negativos e . s e 3 &
media. Si dos valores estén fuera de esterango la  |pipeteo, contaminacion entre pocillos, agujas de lava.
serie debe repetirse. semi-obstruidas.
Si Tos valores son menores a 1: el proceso fue realizado
33 |Valor de calibrador M/Co>1 correctamente, no ha habido errores de dispensacion,
contaminacién externa, proceso de lavado errado.
34 |Controles positivos CP >a 0,500 si es < 1,000: proceso no fue realizado correctamente,
ZALCULO DEL PUNTO DE CORTE
.ugar: Mesa de Laboratorio, BS 1
35 |CNx + 0,300 = Valor de corte (Co) |
INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS ; :
Una muestra es reactiva si la absorbancia de la g
36 |REACTIVO: misma dividida para el punto de corte es mayora |[M/Co>1,1
1,1
Una muestra es reactiva si la absorbancia de la
37 |NO REACTIVO: misma dividida para el punto de corte es menora  |M/Co<0,8
0,9.
Una muestra es reactiva si la absorbancia de la
38|INDETERMINADO misma dividida para el punto de corte esta entre M/Co:09211
09y1,1
YO, certifico que la corrida de las muestras para la determinacién de Malaria Ab, fue realizadz = como =st2 descrito en este protocolo
Firma I Irecha:
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Anexo 9: Protocolo 3 — Extraccion de ADN

FRUIULCULU 3 UE | KADAJU FPAKA LA LUKKIVA UE MIUED | KAD
Wizard Genomic DNA Purification Kit
Promega

IFecha de inicio, Dia/Mes/Afio: Preparado por: Evelin Ziiliga Sosa, Ma. Fernanda Pullas
Nombre Tech. Fecha de expiracién: INo. de muestras a correrse:
No. IDescrIpcldn VistqObservaciones Materiales
PREPARACION DE REACTIVOS
Lugar: Mesa de Laboratorio, BS 1
1 |Cell Lysis Selution: Frasco de 500 ml
2 |Nuclei Lysis Solution: Frasco de 250 ml
3 |Protein precipitation solution: Frasco de 125 ml Resciosii s 5
4 |DNA Rehydration solution: Frasco de 100 ml e e uso.bAe e:ncuen Ll
5 |ARNasa rehydration solution: Tubo eppendorf con 1.25 ml de reactivo femperatuta amuiente
6 |isopropanc!
7 |Etanol 70%o
MUESTRA
No se requiere ninguna preparacion especial o
, se deb el
8 |Plasma con EDTA, heparina o citrato. 2yuno, la ?:’angre  FENs tenoRel P,or Plasma
venopuncion normal. descongelacion. Las
muestras deben estar bien mezcladas.
PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA
Lugar: Mesa de Laboratorio, BS 1
Los reactivos deben estar a temperatura
9 |Reactivos atemperados bien mezclados 2 2 P : Kits
ambiente.
Colocar todo el material necesario en la cdmara de extraccién de ADN y dejar 15 Puntas, tubos eppendorf,
_ 420 minutos en luz UV pipetas.
Afadir 900 uL de solucién para lisar las células en tubos eppendorf de 1.5 mL + Pipetas, tubos eppendorf,
1 & X = b Las muestras deben estar bien mezcladas. B kR
300 uL de sangre total. Mezclar de 5-6 veces por inversion. muestras.
12 |Incubar 15 minutos a 37°C Termobloque
Mezclar por inversion 2-3 veces.
Incubar 10 minutos a temperatura ambiente. Invertir 1-2 veces durante la
15| = B Incubadora, tubos eppendorf
incubacion
13 |Centrifugar 13,000-16,000 x g/ 20 segundos a temperatura ambiente Microcentrifuga
15 Realizar vortex vigoroso hasta que las células se resuspendan durante 15-20
segundos. Vortex, tubos eppendorf.
Afiadir 300 uL de Nuclei Lysis solution y pi ar de 5-6 veces para El deb isible despues de |
16 : y! ution y pipete Vi par: grumo debe ser visible despues de la armoblad e
homogenizar la muestra. mezcla.
Si el grumo no es destruido después de la hora Bl s
17 |Incubar a 37°C por 1 hora de incubacidn, afiadir 100 uL de Nuclei Lysis i JSPIE o
solution y repetir el paso 17. 2
18 |Aiiadir 1.5 uL de ARNasa y mezclar por inversion de 2-3 veces Pipetas, puntas
Incubar 15 minutos a 37°C Termoblogue.
Si se volvieron a lisar las células, aiadir un
total de 130 uL de solucién de Protein
Afiadir 100 uL de la solucién de Protein Precipitation solution y mezclar en el T H i He = ! o 4
19 : precipitation solution. Después de realizar el |Pipetas, puntas, vortex.
vortex vigorosamente durante 20 segundos. & B
vortex los pequefios grumos de proteinas
deben ser visibles.
: X 5 Si el pellet n. rvado, ar al paso 2 .
20 |Centrifugar 13,000-16,000 x g/ 3 minutos a temperatura ambiente 1|1e pelletno.es bbservado, resresardly) Microcentrifuga.
Transferir el sobrenadante a un nuevo tubi ndorf de 1.5 mL que cont: o :
21 e v. o_‘eppe 5 i SOllelies Se debe mezclar hasta que el ADN sea visible. |Pipetas, puntas.
300 ul de isopropanol y mezclar por inversion.
22 |Centrifugar 13,000-16,000 x g/ 1 minuto Microcentrifuga
Descartar el sobrenadante y afiadir 300 uL de etanol al 70%. y mezclar
23 - s o Y o Se debe tener cuidado de no perder el pellet. |Pipetas, puntas.
|gentilmente por inversién.
24 |Centrifugar 13,000-16,000 x g/ 1 minuto Microcentrifuga
Aspirar el etanol y dejar el pellet al aire libre durante 10-15 minutos para que se Pipetas, puntas, toallas de
25 P Yokl b patEg Se debe tener cuidado de no perder el pellet. P B
seque. papel.
26 |Rehidratar el DNA con 100 ul de solucion rehidratante de DNA . Pipetas, puntas.
27 |Incubar durante 1 hora a 65° C Termoblogue.
VALIDACION DE LA PRUEBA
Lugar: Mesa de Laberatorio, BS 1
28 |Cuantificacién mediante Nanodrop I
29 |YO, certifico que la extraccion de ADN de las muestras, fue realizada tal como esta descrito en este protocolo standard.
Firma IFecha:

92



Anexo 10: Protocolo 4 — Cuantificacion de ADN en Nanodrop

PROTOCOLO DETRABAJO PARA LA CORRIDA DE MUESTRAS
Cuantifcacion de ADN
NANODROP 1000
| Realizado por: Evelin ZUfiiga Sosa, Ma. Fernanda Pullas
THERMO SCIENTIFIC Fecha de inicio: 10-Mayo-2016 No. de muestras acorrerse:
Fuente de las muestras:
No. | Descripcion Visto Procedimiento Materiales
Lugar: Mesa de Laboratorio.
1 Ingresar al programa Dar doble clicenelicono azul Nanodrop
L, L Seguir basicamente las intrucciones de la
2 Escoger la opcion Nucleic Acid
pantalla
Col del-2uL d de PCR
3 Aguade PCR © obcar’ ¢ ) u- deaguade para Agua de PCR
limpiar el intrumenteoy dar OK
Limpiar el objetivo con el papel del lente.
4 Buffer en el que se disolviola muestra Ponerde 1 -2 uL del buffer (0,1TE)y dar clic Buffer
en BLANK
Colocar nuevamente el buffer que uso
anteriormente como blanco ydarclicen
MEASURE para medir la muestra
5 Limpiar el Objetivo P y Buffer
asegurarse que el blanco este enbuenas
condiciones (valores menores a 0,04 enel
cuadrode absorbancia a 260 son optimoos)
6 12 uL Muestra de ADN Colocarel ndmero QCAZ correspondiente y
aplastar MEASURE
Verificarla concentracion de ADN en el
7 Concentracion de ADN cuadro ngful, la calidad en el cuadro
260/280, la pureza enel cuadro 230/280
{valores1,8y2son optimos)
Una vezmedidas todas las muetras de ADN
colocar una gota de agua de PCRy bajarel
8 Aguade PCR brazo del equipo por 1 minuto
aproximadamente, luego limpiar con papel
el objetivo.
9 Datos obtenidos Guardar los datos obtenidos en el boton
Report Save y luego salir del programa.
10]YQ, certifico que la cuantificacion del ADN de las muestras, fue realizada tal como esta descrito en este protocolostandard
11|Firma: Fecha:
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Anexo 11: Protocolo 5 — PCR-RT

PROTOCCHO S PARA CORRIDA DE MUESTRAS

PCR-RT

Responsable: Evelin Zifiiga, Ma. Fernanda Pullas
Fecha: 03 junia, 2016

1. Recomstitucidn de Primers

Los primers forward y raverse de todos las genes == reconstifuyen de acuerda al numers de
males de cada primer de Inwitrogen, de esta manera se obtiene una concentracian de 100 ph
de cada primer ¥ luago se procede a bajar la concentracidn a 10 pM (dilucién 1:10 — 10 pL dal
primar 4+ B0 pL de H:D melecular) con la cual se frabaja en [a Master Mix,

mul::-::l“ WI:rgT:n::"uu Conooniraolon
ORAACCTECABGCARAGAMATERE | 5043 T 5043 L 100
(A SECBACAAGGARGTGTGTTT | 4% 54 1M aasa L 1100 b
RACGEATCAGTTAR T e PN 10000 pM 100 pL 100 pne
e g
QoTag Prabs qPCR Mactar Mix Lisla para s uso

Una vez reconstituides |os primers o cebadores, 52 deba alicuctar y se procede a almacenares
a-21"GC.

2. Master Mix

Se deja |as alicuotas de los cebadares y las muestras de ADN a temperatura ambiente y se
realiza la master mix en base al estudic de Canvale y colabaraderes, 2012: "Plasmodiunr vivax
infection in Ansjas, Sisfe of Fara: no differenfial resisfance profle among Duffi-regative ang

Duffy-positive individuals”.
Canesnbrackin | Conoamtraokan Wodumen Waolumen

nioial Tinal Iminial MNnal
o e | wmw | wom | s
o e | ww | wow | e
e o Pl i Wiz FAM: 100 ik 200 1k 14 -
st e | e | mow |
GoTag Prabe qPCR Méciar Mix Lisia para sw usn 5 L
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3. PCRRT

Tesl basado en GoTaghlan pare detectar P. faiciparum ¥ F. wvivaxr  bajo las siguientes
condiciones: 10 min a 94°C para lograr una actividad dptima de AmpErase wraci-N-
plicosilasa, 15 sequndos a 85°C para aciivar la ADN palimerasa AmpliTag Ga, ¥ 1 min a
58 °C duranta 55 ciclos. Cada expenmento mcluye como confrol negativo una mezola de
reaccion sin DMA y una muesira humana sin 1a enfermedad y dos contrales pasitivas para
las especies de vivax y falciparum.

4. Lectura de los resultados

Se basa en la amplificacion de las muestras que cantenpan los antigenas parasitarios,
datos analizadas mediante la curva de disociacidn de Malting.
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Anexo 12: Proceso de Estudio

Toma De Muestras Pre andlisis
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Fenotipificacion Sistema Duffy

T A
| | q WRNRER

Elisa
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Cuantificacion de ADN

PCR — Tiempo Real
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