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Resumen

El paludismo es una de las enfermedades mas distribuidas en el mundo
que es transmitido al humano a través de la picadura del mosquito hembra
perteneciente al Género Anopheles. Esta enfermedad es causada por parasitos
protozoarios del genero Plasmodium siendo los principales Plasmodium falciparum
y Plasmodium vivax. El hombre actia como huésped intermediario por
desarrollarse en él la fase asexual o esquizogonica del ciclo biolégico y el
mosquito es el huésped definitivo. En el higado del hospedero vertebrado ocurre el
primer ciclo de amplificacion del parasito, aqui P. vivax puede desarrollar una fase
estacionaria, el hipnozoito. Esta fase causa las recaidas de la enfermedad cuyo
patron de temporalidad varia en las distintas zonas geogréaficas afectadas. El
determinar el patrdn y prevalencia de recaidas es de suma importancia para
evaluar la eficacia de los tratamientos con primaquina (PQ)y los tiempos de
seguimiento de los pacientes. La primaquina es el medicamento sugerido para
eliminar las recaidas por P. vivax. Se realizé un estudio retrospectivo a partir de la
informacién con datos de los pacientes registrados como casos de paludismo por
P. vivax en la Jurisdiccién Sanitaria VII. Se organizoé una base de datos universal,
se sustrajo la informacion necesaria para identificar el nimero de eventos de
paludismo en cada paciente durante el periodo de 10 afos (1996 al 2007), la
edad, el sexo, los intervalos de tiempo de acuerdo a la fecha de toma de la
muestra de cada caso (temporalidad), el porcentaje de recurrencias y la presencia
dentro de la curva de transmision; por otro lado en un estudio prospectivo, se
realizé el analisis molecular con el gen de la proteina circumsporozoitica (csp) en
las muestras de pacientes recolectados de los afios 2006 y 2007 para conocer la
prevalencia de los genotipos de la csp en los casos y en su(s) recurrencia(s). Los
casos secundarios se categorizaron de corto tiempo (<6 meses), de largo tiempo
(entre 6-12 meses) y de tiempo tardio (mayor de 12 meses). Se formd una base
de datos con informacion de 9,105 casos de reportados por P. vivax. El 7.2% de
pacientes mostraron uno o mas casos de recurrencias sin asociacion con el sexo y

la edad de los pacientes. De estas, enel 77.6% se detectd una infeccion




recurrente. La mayoria de las infecciones recurrentes que siguieron a un primer
ataque de paludismo por P. vivax (74.3%) ocurrieron dentro de doce meses, en
proporciones similares por trimestre, aunque el tercer trimestre presenté mayor
numero de casos. Las demas se distribuyeron en los afios siguientes con similar
porcentaje. Los dos fenotipos del gen CSP, VK210 y VK247 se presentaron tanto
en los casos primarios como en las recurrencias de distinto intervalo de tiempo.
Los resultados sugieren que la mayoria de las infecciones recurrentes que
siguieron a un primer ataque de paludismo por P. vivax y que sucedieron dentro
de 12 meses corresponden a recaidas, la temporalidad sugiere la presencia de
dos patrones de latencia conocidos de tipo tropical y de tipo templado. Estas
observaciones son de importancia ya que el tratamiento que indica la Norma
Oficial Mexicana comprende 3 afios con dosis mensuales intermitentes cada tres
meses lo cual no es congruente con los resultados, indicando que es necesario
evaluar la efectividad de los esquemas con PQ utilizados.




I. INTRODUCCION

El descubrimiento del parasito sanguineo que causaba la enfermedad febril
reconocida como paludismo o malaria fue observado por el médico francés
Charles Louis Alphonse Laveran en el afio de 1880 de un paciente que sufria de
paludismo. En ésa época las investigaciones giraban en torno al entendimiento de
saber qué parasitos producian esas fiebres con sintomas caracteristicos; si las
fiebres tercianas y cuartanas eran producidas por el mismo parésito, se conoceria
mas adelante que eran producidas por especies separadas por Camillo Golgi un
neurofisidlogo italiano que establecié que habian al menos dos formas en que se
presentaban las fiebres por paludismo: de periodicidad terciana y cuartana y con
las investigaciones de Giovanni Batista Grassi y Raimondo Filetti se introdujeron
los nombres de Plasmodium vivax y P. malariae respectivamente en 1890: en
1897 un americano William H. Welch nombré al parasito que producia el
paludismo terciano maligno P. falciparum; en 1922 P. malariae fue descrito por
John William Watson y en 1965 se describid por primera vez la infeccion de

paludismo en humanos por P. knowlesi (CDC, 2012).

Una practica de esa época que proporciond considerable informacién
acerca de las recaidas de paludismo fue la auto-experimentacién y las numerosas
observaciones y experiencias realizadas en torno a los soldados que regresaban
de los campos de batalla en diversas partes del mundo, sobretodo durante la
Primera Guerra Mundial. Hasta los afios 1920's fue usual recomendar un
~ tratamiento de 8 semanas con quinina para curar el paludismo, pero se seguian
observando recaidas, si estas eran el resultado de infeccion en el estadio
sanguineo o provenian de un estadio latente en un tejido, era desconocido. Mejor
entendimiento acerca de las recaidas de paludismo por P. vivax se vieron en los
descubrimientos de Julius Wagner-Jaureggs (CDC, 2012) donde la infeccién con
paludismo parecia curar la neurosifilis. Entre los afios 1920's y 1950's muchos
pacientes con neurosifilis eran llevados a hospitales mentales y fueron tratados
con infecciones de paludismo, época donde se conocid a este procedimiento

como terapia con malaria marcando un periodo Unico en la historia de la medicina.




Después de la Segunda Guerra Mundial se realizaron muchos estudios con
infecciones artificiales de paludismo conducidos en diferentes lugares para
estudiar los regimenes de tratamiento anti-paludismo. El interés por el fenotipo de
periodo largo de latencia de la infeccion de paludismo P. vivax recobro interés al
inicio de los afios 1950's por el problema que implicaba para los soldados estar en
batalla en la guerra de Corea (Hankey at al., 1953).

La evaluacion de las drogas anti-palldicas inicié con la introduccion de la
mepacrina (atebrina, quinacrina) en 1932, una droga anti-palidica con una vida
media de alrededor de un mes, se observd que las recaidas tempranas eran
retardadas en aproximadamente 30 dias, comparado con el tratamiento con
quinina que era de 3 a 7 semanas ( Findlay, 1951). Después con la clorogquina se
encontré que retardaba la aparicién de las recaidas de 2 a 6 semanas (Findlay,
1951); todas estas drogas utilizadas retardaban el inicio de la recaida de
paludismo por P.vivax vy reducian su frecuencia pero no parecian reducir el

numero de recaidas experimentadas (Most, 1963).

1.1 Situacion actual del Paludismo

El paludismo es una enfermedad producida por parasitos del Género
Plasmodium y es transmitida al ser humano por la picadura de mosquitos
hembras infectadas del género Anopheles. Hasta el momento hay cinco especies

conocidas de parasitos humanos :

1- Plasmodium vivax
2
3
4

Plasmodium falciparum

Plasmodium malariae

Plasmodium ovale

(&)
1

Plasmodium knowlesi
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Los parasitos mas frecuentes que producen paludismo son Plasmodium
falciparum y Plasmodium vivax, y el mas mortal es el paludismo producido por
Plasmodium falciparum. La mayoria de los casos y las muertes se registran en el
Africa sub-sahariana. Sin embargo, también se ven afectadas Asia, Latinoamérica,

Oriente Medio y algunas zonas de Europa. En 2006 el paludismo estaba presente
en 109 paises.

Se estima que 3.3 millones de personas alrededor del mundo se encuentran
en riesgo de contraer esta enfermedad. Cada aio se tienen cifras de 250 millones
de casos de paludismo, sobretodo en los habitantes de los paises de bajos
ingresos econdmicos. La distribucién del paludismo en el mundo puede
observarse en la Figura 1.

Mas alla de las victimas humanas, el paludismo causa estragos econdmicos en
las zonas donde es frecuente, reduciendo el producto interior bruto (PIB) en hasta
un 1,3% en paises con altos niveles de transmisiéon. Los costos sanitarios del

paludismo incluyen gastos tanto personales como publicos en prevencién y
tratamiento (WHO, 2010).

En algunos paises con gran carga de paludismo, la enfermedad es
responsable de:

« hasta un 40% del gasto sanitario publico;
« un 30% a 50% de los ingresos en hospitales, y

« hasta un 60% de las consultas ambulatorias.




B Distribution of Malaria

CDC, 2011

Figura 1. Distribucién de paludismo en el mundo.

Los primeros sintomas comunes (fiebre, dolor de cabeza, escalofrios y
vomitos) suelen aparecer 10 a 15 dias después de que se ha producido la
infeccion. Si no se trata rapidamente con medicamentos eficaces, el paludismo
puede ser grave, y a menudo mortal (WHO, 2010).

En México se le considera un problema de salud publica. Se tienen datos
de que el paludismo en nuestro pais se introdujo en el afio de 1519 por los
conquistadores espafoles (NAAIS, 2001), lugar en el cual este parasito encontrd
vectores como los anofelinos mexicanos, iniciando de esta forma una rapida
propagacion y generando brotes epidémicos de graves consecuencias como la
muerte. Entre los afios de 1922 y 1929 fue la segunda causa de mortalidad en
nuestro pais (NAAIS, 2010); en 1959 se colocaba en el cuarto lugar y para 1960
habia desaparecido del grupo de las diez primeras causas de defuncién, esto
debido en gran parte a las acciones realizadas por la Campana Nacional para la
Erradicacion del Paludismo (CNEP).




Entre los afios de 1960 y 1980 y por cuestiones que sugieren un control de
eficacia limitada la incidencia de paludismo sufri¢ altibajos, y posteriormente por
una serie de factores principalmente por un deterioro del programa de las
actividades de erradicacion y con las migraciones de enfermos provenientes de
Centroamérica se inicié un nuevo incremento que alcanzo cifras de 133,698 casos
en 1985 y en los afos siguientes continuaron una metodologia similar como el
rociado residual con DDT, la busqueda de febriles y tratamiento de enfermos con
cloroquina y primaquina (NAAIS. 2001).

A partir de 1989, se establecio el Plan de Acciones Intensivas Simultaneas
(PAIS), aplicando acciones especiales en localidades hiperendémicas, con
tratamientos masivos durante 5 dias consecutivos y nebulizaciones simultaneas
de 3 a 5 dias; el resultado fue la disminucion de la endemia nacional de 116,230
casos en 1988 hasta 4,870 casos en el afio de 1997.

En 1999 el programa modifico las estrategias, con un modelo de
estratificacion epidemiolégica orientada para definir acciones, previendo que con
la eliminacion de criaderos de larvas podrian disminuirse los insecticidas. A partir
del afo 2000 el Programa descontinué el DDT y se integré un piretroide en forma
racional, se optd por una estrategia focalizada a la que se denominé Tratamiento
Focalizado (NAAIS, 2001); en ese afo el nimero de casos de paludismo
informado en el boletin epidemiolégico fue de 7,244 y en los afos siguientes
comenzo un descenso en el que se tuvieron datos registrados de 2562 casos en el
territorio nacional de los cuales 1037 casos correspondieron al estado de Chiapas
(a la semana No.52 del 2009) (DGEPI, 2009).




1.2 Ciclo biolégico de Plasmodium vivax

Plasmodium es un protozoo con un ciclo de vida complejo, que comprende
cuatro fases: una fase sexual o esporogonia y la primera fase asexual en el
mosquito vector y dos fases asexuales o esquizogonia que ocurren en el
hospedero humano (segunda ocurre en el higado vy tercera fase asexual ocurre
en la sangre). Solo los mosquitos hembras parasitadas del género Anopheles

cuando se alimentan de la sangre del humano, pueden infectarlo (Knell, 1991)
(Figura 2A).

2 ESPOROGONIA

Ooguiste madurando en

1 FERTILIZACION

A ]
3 ESQUIZOGONIA

HEPATICA
SR Smsaie

= invasién ssexual
5> invaaién sexual
C=2> Desarroiio de formas asexuales

Figura 2A. Ciclo biolégico de Plasmodium vivax

Knell, 1991
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1.2.1 Esquizogonia o fase asexual

El ciclo biolégico se describe a continuacion: cuando el mosquito hembra
infectada pica a una persona sana y le inocula esporozoitos, habitualmente antes
de una hora, inician la invasién a los hepatocitos. En este momento tiene lugar la

primera etapa de desarrollo en humanos, el ciclo de esquizogonia hepética (fase
exoeritrocitica).

Dentro de los hepatocitos, en un periodo de 8 a 9 dias el parasito se multiplica
aumentado la progenie (sin causar sintomas), los merozoitos (de 800 a 1000
criptozoitos), rompen y salen del hepatocito, entran al torrente sanguineo e

invaden a los eritrocitos, iniciando el ciclo de esquizogonia eritrocitica.

Dentro del eritrocito crece y se forma una gran vacuola con un granulo de
cromatina como “un anillo de compromiso”, y esta forma se conoce como
trofozoito. El nucleo del trofozoito se divide después asexualmente, y produce un
esquizonte con 12 a 24 granos de cromatina (nlcleos). El citoplasma se fragmenta
y envuelve a cada nucleo para formar los merozoitos; asi al romperse la pared del
eritrocito parasitado del esquizonte maduro, los merozoitos quedan en libertad e
invaden nuevos globulos rojos; después de varios ciclos eritrociticos algunos de
estos merozoitos sufren un proceso de diferenciacion en formas sexuales
denominadas el masculino microgametocito y el femenino macrogametocito que

son los estadios infectantes para el mosquito vector.

Algunos esporozoitos dentro de los hepatocitos permaneceran en una fase
estacionaria de desarrollo denominados hipnozoitos (Figura 2B) y seran los
responsables de las recaidas, los cuales al reactivarse e iniciar la esquizogonia

hepatica con liberacion de criptozoitos que invadiran eritrocitos, desencadenaran
el cuadro clinico.
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Merozoito

Figura 2B. Esquizogonia hepatica Knell, 1991

1.2.2 Esporogonia

El ciclo sexual o esporogonia ocurre dentro del mosquito. Cuando el
mosquito hembra de Anopheles succiona sangre de una persona parasitada,
ingiere gametocitos femenino y masculino, los cuales maduran y se transforman
en gametos en su estbmago, ambos se combinan y de la fecundacion resulta el
huevo o cigoto, el cual se convierte en una forma moévil e invasiva que se llama
oocineto, luego atraviesa la pared gastrica del mosquito y se convierte en
ooquiste. El ooquiste madura y se forman miles de esporozoitos, y al romperse la
pared del mismo quedan libres y emigran hacia las glandulas salivales del
mosquito. En este momento estan listos para infectar a un nuevo huésped y son el
estadio infectante para el humano (Knell, 1991).
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1.3 Recaidas

Las recaidas son eventos que causan un episodio de paludismo en el
individuo que ha tenido una infeccién primaria (se producen en infecciones por
P. vivax y P. ovale por fases llamadas hipnozoitos) que corresponden a fases
latentes que se adquirieron después de la inoculacion de esporozoitos por el
mosquito. La Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2010) define recaida como
la recurrencia de la parasitemia asexual causada por P. vivax y P. ovale derivado
de los estadios persistentes en el higado (los hipnozoitos) que maduran y forman
esquizontes hepaticos, y después de un intervalo variable de semanas a meses,
estos rompen la célula y liberan merozoitos al torrente sanguineo. El término
recaida es un vocablo frecuentemente utilizado en el ambiente médico y describe
la reaparicion de los signos y sintomas clinicos de la enfermedad después de su
aparente eliminacion. Sin embargo aplicado a la infeccion de paludismo por P.
vivax, la recaida es la reaparicién de la parasitemia sanguinea originada por

parasitos persistentes en el higado (hipnozoitos). EI mecanismo de activacion atn
se desconoce.

Los tiempos en que ocurren las recaidas varian con la zona geografica y
clasicamente se han aceptado dos patrones de latencia principales: la de tipo
tropical que ocurren en el Sureste de Asia y la de tipo templado que ocurre en
Korea, China y Rusia. Los periodos de latencia de recurrencias posterior a la
infeccion primaria son variables pero se han agrupado en: de duracién corta que
ocurre dentro de los 6 meses después del ataque primario, de duracién larga

entre los 9 y 12 meses y de duracion tardia que ocurre después de 12 meses
(Adak, 1998).
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1.4 Tratamiento

Recomendaciones de la OMS para el tratamiento de paludismo por P. vivax

Tratamiento de paludismo en fase sanguinea

Las recomendaciones de la OMS para el tratamiento de paludismo por
Plasmodium vivax (no complicada) y en los lugares donde es el parasito
prevalente (donde el paludismo es sensible a la cloroquina) una dosis efectiva y
bien tolerada de CQ 25 mg base/kg de peso corporal dividida en tres dias. Se
inicia con una dosis de CQ de 10 mg base/kg de peso corporal, seguida por:
opcién a) 5 mg/kg de peso corporal a la 6 hr, 24 hry 48 hr 6 la opcién mas comun
b): 10 mg/kg de peso corporal en el segundo dia y 5 mg/kg de peso corporal en el
tercer dia. Estudios recientes (WHO, 2010) han demostrado la eficacia de la
terapia combinada con artemisinina (ACTs) recomendados en el tratamiento de

ésta infeccion en zonas donde hay resistencia a la CQ.

Tratamiento de paludismo en fase hepatica

Para la eliminacion completa de las fases latentes en el higado (hipnozoitos)
por P. vivax debe administrarse primaquina (WHO, 2010). La dosis terapéutica se
encuentra entre 0.25 y 0.5 mg/kg/dia , una vez al dia tomada con alimentos por
catorce dias. Para los casos de paludismo resistentes a la CQ se recomienda el

uso de la terapia combinada con artemisinina mas PQ.
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1.5 Propiedades de los medicamentos anti-paltidicos

1.5.1 Cloroquina

La cloroquina es una 4-aminoquinolina con peso molecular de 436 , eficaz
para el tratamiento de las infecciones producidas por P. vivax, P. ovale y P.
malarie y no produce cura radical. La cloroquina interfiere con la destoxificacion
del grupo hem, y la resistencia a este farmaco esta relacionada con cambios
genéticos en transportadores que reducen su concentracion en el sitio de accién
(vacuola alimenticia del parasito). Se encuentra en tabletas de 100 o 250 mg de

cloroquina base como fosfato o sulfato (OMS, 2010).

Cuando es administrada oralmente, se absorbe totalmente en el tracto
gastrointestinal y se distribuye ampliamente en los tejidos del cuerpo incluyendo
la placenta y en la leche materna. Se elimina a través de los rifiones en un tiempo
estimado de vida media de 1-2 meses. Se metaboliza en el higado principalmente

a monodietilcloroquina que tiene actividad similar contra P. falciparum.

Los efectos adversos son el sabor poco agradable; puede ocasionar prurito
en personas de piel oscura, otros efectos secundarios menores son dolor de
cabeza, desordenes gastrointestinales como nauseas, vomitos y diarrea. Su uso
continuo (>5 afios ) puede causar queratopatia y retinopatia. La sobredosis de

cloroquina es muy peligrosa y la muerte puede ocurrir en pocas horas.
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1.5.2 Primaquina

La primaquina (PQ) es una 8-aminoquinolina [6-metoxi-8-(4-amino-1-
metilbutilamino) quinoleina] con un peso molecular de 259.4, que desde 1950
(Edgecomb et al.,1950) ha sido la droga de eleccién y actia sobre esquizontes
intrahepaticos, gametocitos (de P. falciparum) y también tiene actividad sobre los
estadios sanguineos de P. vivax .

Esta droga es capaz de distribuirse eficientemente en el tejido del
hospedero sin importar su via de administracion; en higado se concentra 10 veces
mas que en el plasma. La PQ parece interferir con el proceso respiratorio del
parasito (Bruce-Chwatt et al.,1986) . El mecanismo de acciéon es desconocido
(WHO, 2010). Es usada para la cura radical de paludismo por P. vivax y P. ovale,
en combinacion con un esquizonticida sanguineo para los parasitos eritrociticos.

La PQ se encuentra en tabletas que contienen 5.0 mg, 7.5 mg 6 15 mg de
primaquina base como difosfato. Es importante mencionar la toxicidad, el efecto
adverso mas importante es la anemia hemolitica en pacientes con deficiencia de la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), otros efectos son sobre el metabolismo
de la glucosa en el eritrocito en la via de las pentosas y en algunos otros tipos de
hemoglobinopatias. La dosis terapéutica puede causar dolor abdominal si se
administra con el estomago vacio. Grandes dosis pueden causar ndusea y
vomitos. La metohemoglobinemia puede suceder. Otros efectos poco comunes
incluyen anemia ligera y leucocitosis.

La resistencia y/o baja tolerancia a la primaquina se determina por la
presencia de recaidas en los individuos después de una infeccion primaria, la cual
se ha reportado en distintas regiones ( Collins y Jeffery, 1996) por ejemplo en Asia

(Krotoski ,1980) y muy cerca de México en Guatemala (Gascon et al.,1994).
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1.6 Genotipos del gen de la proteina CSP

El gen CSP de P. vivax, codifica al polipéptido mas abundante en la
superficie del esporozoito y es conocido como proteina circumesporozoitica (CS)
con un peso molecular de 58 kDa; presenta dos regiones altamente conservadas
(Region | y 1) que flanquean la region central. La region central contiene unidades
repetidas de aminoacidos y varian en composicién y en nimero de secuencia y
difieren entre las especies de Plasmodium. Los andlisis de la secuencia del gen de
CSP de P. vivax revelaron que existen dos tipos de unidades repetidas,
GDRA(A/D)GQPA 6 ANGA(G/D)(N/D)QPG conocidos como VK210 y VK247
respectivamente (Arnot at al., 1985; Rosenberg et al., 1989). Estas variantes
tienen una distribucién mundial asi como también se han encontrado en nuestro
pais (Kain et a.,| 1992, Gonzalez-Ceron et al., 2001; Imwong et al., 2005, Zakery at
al., 2006). Este gen es uno de los genes mas estudiados es ésta especie de
parasito y su polimorfismo ha sido investigado en aislados provenientes de
diversas regiones endémicas en el mundo; es un candidato a vacuna, la
investigacion acerca de su polimorfismo puede proveer de datos valiosos para su
desarrollo; como un marcador molecular de monitoreo ante la emergencia de
cepas de P. vivax resistentes a tratamiento que permita conocer su expansion,
asociados a la resistencia con cloroquina o primaquina que conforman el
tratamiento de primera linea para esta infeccion parasitaria; ademas de su
importancia para vacunas, tiene una importancia epidemioldgica ya que la
presencia y proporcion de los genotipos varia en las distintas zonas geogréficas
afectadas. En realidad poco se sabe de la distribucién de estos genotipos, se
puede determinar para ver su proporcion en las recurrencias de distinto intervalo
de tiempo después de la infeccion primaria y explorar si hay alguna tendencia a

presentarse en recurrencias y con el tiempo en que estas ocurren.
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Il ANTECEDENTES

Ronald Ross encontré la fase de Plasmodium en el mosquito del género
Anopheles en 1897 (CDC, 2011).

El estadio parasitario pre-eritrocitico de P. vivax fue demostrado en 1948
por Shortt y Garnham en una biopsia de higado de un voluntario en Inglaterra. En
1979, Krotoski trabajando con Garnham y otros colaboradores finalmente
identificaron las formas latentes en higado o "hipnozoitos”, los responsables de
las recaidas de paludismo por P. vivax (CDC, 2011).

Soldados en el Pacifico Sur con paludismo por P. vivax exhibian recaidas
que eran frecuentes y la tasa era muy alta. Las infecciones ocurrian a intervalos
de 3 semanas si se administraba quinina, e intervalos de 7 semanas si el
tratamiento era con mepacrina (Eyles y Young,1948; Bianco et al., 1947). Ese tipo
de cepa que provenia de zona con clima tropical y que producia frecuentes

recaidas por P. vivax se conocié como cepa Chesson.

Se ha aceptado que Plasmodium vivax posee dos patrones principales de
recaidas, la de zona tropical que esta representada por la cepa Chesson
proveniente de la region del Sur Pacifico y del Sureste de Asia (Nueva Guinea-Sur
Pacifico), caracterizada por un ataque primario temprano seguido por un periodo
de latencia corto antes de la aparicion de recaidas frecuentes, y la de tipo
templado representada por la cepa Santa Elizabeth (de USA) que posee un
ataque primario temprano seguido por un periodo largo de latencia de 6 a 14
meses y sucedido por una serie de recaidas de intervalos cortos (Coatney at al.,
1950; Hankey at al., 1953).

En la India |la presencia de recaidas ha variado con el tiempo indicando que
posiblemente la exposicién a la PQ reduce la sensibilidad del paréasito, un reporte
de 1954 indica que no se produjeron recaidas en el tratamiento de 15 mg por 5
dias con PQ (Singh et al., 2000).




Los estudios de Contacos y col. (1972) compararon los distintos patrones
de recaidas y en Centro América encontraron que por individuo habia variacién en
el patron de recaidas. Las cepas de P. vivax que provenian de Panama (cepa
Panama), El Salvador (cepas Sal | y Sal Il) y Nicaragua (cepa NICA) fueron
estudiadas en voluntarios y se concluyd que los patrones de recaidas se
encontraban en la categoria de zona templada, con un periodo de incubacion
corto seguido por un periodo largo de latencia antes de la aparicion de actividad
frecuente de recaidas; el tratamiento era con CQ 1.5 gr base seguido por PQ 15
mg base por 14 dias consecutivos.

En Centro América, El Salvador en los afios 70°s se report6 el tratamiento
de 15 mg por 5 dias de PQ y cur6 al 79.4% de los casos mientras 15 mg por 14
dias de PQ cur6 al 89.8% de los casos donde se aplico, ademas se menciond que

el tratamiento con PQ 15 mg por 5 dias fue similarmente eficaz que la dosis Unica
de 45 mg (Cedillos et al.,1978).

El tiempo en que se presentan las recaidas puede variar con la época de
secas o lluvias y la zona geografica, el nimero de recaidas también puede variar,
en los individuos que permanecen en areas de transmision es dificil distinguir si
episodios posteriores corresponden a recaidas o re-infecciones (Adak et al.,
1998).

En India mas recientemente se reportd que las recaidas ocurrieron dentro
de 6 meses, y en la actualidad para el tratamiento se aplica 25 mg por 15 dias de
PQ (Rajgor et al., 2003).

En Irak (Leslie et al., 2008) y la India (Gogtay et al., 2000) el mayor
porcentaje de recaidas fueron de corto tiempo. Mientras en Korea, el 69.4% de las
recaidas se concentraron dentro de 6-12 meses después de la infeccién primaria
(Moon et al., 2009).




Un reporte reciente de Rio de Janeiro revela que 6 de 80 personas que
viajaban en ese pais presentaron paludismo por P. vivax (ya habian salido de esa
region y no habian recibido tratamiento) y tuvieron un periodo de incubacion de 3
a 12 meses (Brasil et al., 2011). Otro estudio pero procedente de Brasilia describié
tres casos de pacientes con periodo largo de latencia sugiriendo que en Brasil

parasitos de periodo largo pueden coexistir con aquéllos que producen recaidas
frecuentes (Tauil et al., 2010).

Sélo los farmacos 8-aminoginolonas reducen o previenen las recaidas y son
una condicion que favorece la persistencia de transmision de paludismo en las
zonas afectadas con P. vivax. Wellems y Millar en 2003 reportaron que la
susceptibilidad de las cepas de P. vivax a la primaquina es variable: por su parte
Alecrim y col. en 1999 reportaron que la dispersién de los parasitos con distintos
grados de susceptibilidad puede ser clonal.

Mientras en México, se ha citado que hace mas de tres décadas que los
esquemas de tratamiento con CQ y PQ pueden resultar en 10-20% de recaidas
(Rodriguez et al. 1990). El tratamiento de dosis Gnicas (TDU 3x3x3) tiene la
intencion de disminuir 6 eliminar las recaidas (NOM-032-SSA2-2002), pero
individuos con la infeccién recurrente de P. vivax se contintian detectando.

De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (NOM-032-SSA2-2002), para la
vigilancia epidemiolégica, prevencion y control de enfermedades transmitidas por
vector, en el tratamiento de la infeccion por paludismo en el numeral 9.1 dice a
este respecto:




9.1 Tratamiento meédico del paludismo. Se emplea la combinacion de dos
medicamentos, la cloroquina que elimina las formas sanguineas del P. vivax y del
P. falciparum, excepto los gametocitos de este Ultimo y la primaquina que elimina
los hipnozoitos del P. vivax y los gametocitos del P. falciparum. Se administraran

diferentes esquemas de acuerdo al objetivo que se persiga.

El Tratamiento de cura radical (TCR) se logra aplicando diferentes
esquemas terapeuticos :

a) Tratamiento de dosis unica (TDU) con cloroquina y primaquina
b) TCR a 5 dias (cloroquina y primaquina)
c) TCR a 14 dias (cloroquina y primaquina)

d) Dosis Unica (TDU con cloroquina y primaquina) 3x3x3

De estos tratamientos los mas utilizados son el TCR de 5 dias que en la
actualidad es poco efectivo (OMS, 2006). Si los episodios recurrentes fueran por
recaidas entonces deberian coincidir con la aplicacion del medicamento en el
esquema 3x3x3 (consiste en una sola dosis de CQ y PQ administrada
mensualmente por 3 meses, sin tratamiento en los siguientes tres meses durante

un total de tres afos) para que fuera efectivo en la supresion de la infeccion
sanguinea por recaidas.
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lll. JUSTIFICACION

En la region del Soconusco, Chiapas el paludismo por P. vivax ha persistido
y este trabajo tiene la finalidad de identificar retrospectivamente la frecuencia con
que los individuos que viven en las zonas de riesgo repiten infeccion, asi como los
intervalos de tiempo con que la segunda o tercera infeccién ocurrieron en los
altimos 10 afios (periodo de 1997 a 2007), registradas por el programa de control
(Jurisdiccion Sanitaria VII). Este es el primer estudio en México dirigido a
identificar las posibles recaidas por P. vivax, es de suma importancia conocer
cuando y donde ocurrieron en esta zona con transmision persistente y reuniendo
toda la informacion poder identificar las caracteristicas que rodean la presencia de
las recaidas en el tiempo y el uso de un marcador molecular el gen CSP de P.
vivax para conocer su comportamiento en los casos primarios y las recurrencias,

que tienen competencia en mejorar las politicas de salud enfocadas en el control
de paludismo.
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IV. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Analizar los episodios sintomaticos recurrentes por Plasmodium vivax en

individuos que viven en el Sureste de Chiapas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Identificacion de las recurrencias en tiempo y espacio en pacientes infectados

con Plasmodium vivax durante el periodo de 1996 a 2007.

2.- I|dentificar el genotipo de la proteina de CSP en los casos primarios y
recurrentes mediante el analisis molecular RFLP de la regién central repetida del

gen.

3.- Identificar las caracteristicas epidemioldgicas asociadas a las recurrencias.




V. MATERIAL Y METODOS

5.1 Identificacion de pacientes con sangre infectada con P. vivax

En la ciudad de Tapachula, Chiapas se encuentra el Centro Regional de
Investigacion en Salud Publica (actualmente CRISP, antes conocido como Centro
de investigacion de Paludismo 6 por sus siglas CIP) y cuenta esta institucion con
el departamento de Parasitologia con un area de diagnéstico donde acuden los
pacientes. El diagndstico de enfermedad de paludismo se establecid por
microscopia en el laboratorio de Parasitologia del CRISP mediante frotis y gota
gruesa sanguinea tefido con colorante de Giemsa por puncién (generalmente la
parte lateral de la falange terminal de un dedo), de acuerdo con a la norma oficial
mexicana, NOM-032-SSA2-2002, para la vigilancia epidemiolégica de
enfermedades transmitidas por vectores como esta enfermedad, numeral 6.1 para
hacer diagnostico de paludismo que a toda persona sospechosa de paludismo con
cuadro febril, escalofrios y sudoracion, residir o provenir de areas endémicas
donde la toma deberd hacerse antes de iniciar la administracién de cualquier
medicamento antipaltdico.

Las muestras de sangre infectadas con P. vivax fueron obtenidas
extrayendo 5 ml de sangre venosa en una jeringa que contenia heparina (100
Ul/mL) de pacientes que aceptaron donar sangre venosa para diversos estudios
del parasito, con consentimiento informado de cada uno de los participantes
durante los afnos 1996 hasta al 2007.

5.2 Preservacion de muestras sanguineas infectadas con P. vivax

La sangre obtenida se centrifugd a 5,000 rpm por 5 minutos, se descarto el
plasma y el paquete globular se identifico y guardé a -20°C. El paquete globular se
lavd  viv con solucién PBS 1X, se centrifugd por 1 min y se descarto el

sobrenadante. El paquete globular resultante se almacen6 en viales de 600 L en

nitrégeno liquido.
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De los pacientes con los que sdélo se contaba con sangre impregnada en
circulos de papel filtro se secaron al aire e identificaron, y se guardaron en bolsas

de papel celofan dentro de recipientes de plastico que contenian silica gel para su
preservacion.

5.3 Analisis del polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLP) de los productos digeridos de CSP

Para distinguir entre las dos variantes del gen de CSP en VK210 y VK247,
los productos de PCR fueron digeridos separadamente con las endonucleasas
Alu | o Bst Ol, estas enzimas poseen actividad especifica en al menos un sitio de
corte por cada repetido de las variantes VK210 y VK247 respectivamente (puede

observarse en la Figura 3A y 3B respectivamente), lo que hace posible su
identificacion.

Alu 1 (484)
regién repetidos
Alul(511)

Alu1(565)
f Al 1(619)
' Alu1(673)
M.Mval (226) ‘ Al (700)
region | \\ Alu1(727) Alu1(859)
Alu1(216) ‘

Alu1(754) region Il

1086-1csp210arest
896 bp

Figura 3A. Sitio de restriccion de las enzimas Alu | para la secuencia de
CSPVK210.
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region repetidos

|

M.Mval (466) |
M.Mval (439)

M.Mval (412) M.Mval (493)
M.Mval (385) ; M.Mval (520)
M.Mval (358) ' | M.Mval (547)

M.Mval (331) " M.Mval (574)

M.Mval (304) i \ M.Mval (601)

M.Mval (277) ; \\ M.Mval (628)
M.Mval (250) | i M.Mval (655)
regioén | M.Mval (682) Al I (916)

Alu1(216) i M.Mval (709) region Il

687csp247rest
953 bp

Figura 3B. Sitio de restriccion de las enzimas Mva | (Bst Ol) para la secuencia de
CSPVK247.

Nota. Se esquematiza el corte con Mva | porque tienen el mismo sitio de corte que Bst Ol.

Se realizaron las condiciones de la digestion para las enzimas Bst Ol y Alu |
de la siguiente manera: para la enzima Bst O/ (Promega R6031), en un tubo
eppendorf de 1.5 mL se afadieron 25 pL del producto de PCR, 3uL de buffer C
1X, 0.25 L de BSA acetilada 0.083 ug/uL, 0.5 pL de enzima Bst Ol 5 U/uL y
1.25 uL de agua esteéril libre de nucleasas (GIBCO Invitrogen, Grand Island,NY.
Cat. 10977-015), se incub6 a 60°C por 3 h en termoblock (TERUMO) . Para la
digestion de la enzima Alu | (Biolabs R0137S) la condiciones fueron 25 uL del
producto de PCR, 3 uL de buffer NE 1X, 0.5 uL de la enzima Alu15 U/, uL y 1.5

uL de agua GIBCO. La digestion se incubdé a 37°C durante 5 horas en la
incubadora REVCO Elite TM Il Termo Scientific.
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Para visualizar el producto de la digestion, se realizd electroforesis en gel
de agarosa al 2% con las condiciones anteriormente descritas. Por cada muestra
se ocuparon dos carriles uno para el producto obtenido de la digestion con la
enzima Bst Ol y en el carril siguiente el producto digerido con la enzima Alu [; el
primer y ultimo carril para el marcador de 100 pb; los geles se fotografiaron en un
transiluminador de luz ultravioleta Modelo LMS-20E a 254 nm (UVP, Upland CA.
Cat. 97017001) que cuenta con un sistema digital de fotodocumentacién BioDoc-
it™ ; el analisis de los resultados se realizd de manera visual, obteniéndose los
fenotipos de las muestras de acuerdo con los patrones establecidos por Inmwong

et al., (2005) y Zakery et al., (2006).

5.4 Base de datos de individuos con paludismo del periodo 1996-2007

5.4.1 Estructuracion

Se tomé como base de esta etapa de trabajo, informacién del formato de
registro de casos de paludismo, recopilados y reportados desde los afios de 1996
y hasta el 2007 por la Jurisdiccion Sanitaria VIl que incluye los municipios de
Frontera Hidalgo, Metapa de Dominguez, Talisman, Suchiate, Union Juarez,
Cacahoatan, Tuxtla Chico, Tapachula, Huehuetan, Villa Comaltitlan, Tuzantan,
Huixtla, Escuintla, Acapetahua, Acacoyagua y Mapastepec; esta region
comprende una extension territorial de 5,475 km? (el 7.2% del territorio del estado)
que mantiene un registro nominal de los casos confirmados de P. vivax y
corroborando con los casos registrados por el laboratorio de Parasitologia del
Centro Regional de Investigacion en Salud Publica INSP (CRISP) para el mismo
periodo. Para organizar lo datos se utilizd el programa Excel 2007, se generaron
columnas en el siguiente orden: A: codigo de identificacion de la muestra, B:
semana epidemioldgica, C: mes epidemiologico. La fecha de la toma de muestra
en tres columnas ordenadas D: dia, E: mes , F: afio ; G: edad del paciente, H:
primer nombre, |: segundo nombre, J: apellidos, K: sexo, L: localidad, M: anexo ,

para detallar el domicilio o una sefal especifica para una rapida localizacién, N:
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municipio, O: fecha de inicio de sintomas; P: dias de sintomas (dias que resultan
de la diferencia entre la fecha de inicio de sintomas hasta el momento de la toma
de la muestra de sangre). P: parasitemia (densidad de parasitos por microlitro de
sangre en los casos de estar disponible este dato); Q: recurrencia (para
diferenciarlo del registro del caso primario); R: letras del alfabeto como codigo
identificacion del niumero de episodio de paludismo; S: resultado del genotipo CSP
(VK210/VK247). En una base de datos previa que contaba con diez columnas con
datos pre-existentes se afiadieron nueve columnas para anexar mas informacion
y se procedio a completar las columnas; a esta base se le denomind Base Unica
de Datos, también un codigo de identificacion le fue asignado a cada paciente.
Se definid como caso de paludismo al individuo que presentd sintomas de

paludismo, se le realiz6 examen de gota gruesa (con tincion de GIEMSA) y resultd
POSITIVO a P. vivax.

5.4.2 Captura de datos y criterios para la identificacion de individuos con
recurrencias de paludismo por P. vivax

En la captura de los datos se respetaron los siguientes criterios: el llenado
con letra en mayusculas, sin acentos; los nombres en dos celdas, primer y
segundo nombre segun era el caso, en la siguiente columna los apellidos, una
columna para el lugar de procedencia o localidad. El nombre del paciente se
incluyé con fines de busqueda para las recurrencias de paludismo.

A partir de los datos existentes y ordenados, se realizd una busqueda
minuciosa de pacientes que coincidieran sus datos y mostraran dos o mas casos
de infeccion de paludismo en esta base de datos. La busqueda se realizd
utilizando una herramienta del programa Excel 2007 mediante el uso de filtros; se
inicid la primer busqueda de repetidores de paludismo en la columna con el
primer nombre y en orden alfabético, de la letra A hasta la letra Z; se realiz6 otra
busqueda utilizando filtros para el segundo nombre y por Gltimo una tercera
busqueda iniciando con apellidos. En las tres formas de basquedas anteriormente

descritas se tomaron en cuenta las siguientes consideraciones gramaticales y
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observaciones de escritura en la forma de escribir los nombres y apellidos, segtn
se trataran: el uso de letras ¢ z; letra i 6 y; uso de la letra h o sin h; usando vé b
; n 60 m; el uso de una vocal por otra; con presencia o ausencia de alguna
consonante; si se encontraban homonimos, entonces se verificaban otros datos
como edad, sexo, procedencia y la localidad donde vivian; el uso de abreviaturas
con el segundo nombre o el segundo apellido o ausencia de algunos de los
nombres (si estaba compuesto por dos) o del segundo apellido. En total se
hicieron cinco busquedas para encontrar individuos repetidores de infeccion por
paludismo de toda la base de datos desde el afio de 1996 al afio 2007 y en cinco
periodos diferentes en este trabajo de investigacion y de esta manera se procedié

a validar la presencia de individuos con recurrencias de paludismo en este periodo
de tiempo.

Una vez que se termind la busqueda, se eliminé el nombre del paciente (la
base original fue resguardada por el Pl del proyecto). Cuando se encontraban
pacientes con recurrencias se les asignaba un cédigo con una letra "R’ de
paciente recurrente en otra columna (Q) y otra columna mas (R) para la
identificacion del nimero de episodio de paludismo, usando el orden de las letras
del alfabeto: “A” referente al primer episodio (infeccién primaria), “B” segundo
episodio (primer recurrencia), y asi sucesivamente se les asigno letras en el orden
alfabético de acuerdo al niUmero de recurrencias que presentara cada paciente.
Otros datos importantes por calcular son los intervalos de tiempo entre las
recurrencias y la infeccién primaria, por lo que se realizé una transferencia de
datos de todos los individuos recurrentes, se ordenaron de manera cronolégica de
acuerdo al caso primario por cada paciente y sus recurrencias; en una columna
denominada intervalo entre recurrencias se procedié a calcular este tiempo en
semanas y meses; para determinar el tiempo de ocurrencia en las infecciones de
paludismo subsecuentes a la infeccién primaria estos intervalos de tiempo entre
cada infeccion se agruparon por trimestre y se asigné otro cédigo de identificacion
en una columna y para apoyar mas la presencia de infecciones recurrentes se

aplicéd un criterio de busqueda de 3 anos atras para determinar antecedentes de la
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infeccion por paludismo a cada individuo asignandoles el codigo CAP & SAP

(CAP: con antecedentes de paludismo; SAP: sin antecedentes de paludismo).
5.4.3 Procesamiento de la base de datos

5.4.3.1. Distribucion de casos

Se graficaron los casos de paludismo por P. vivax desde los afios de 1996
al 2007 a partir de la Base de datos Unica correspondiente a cada afio de estudio
por distribucion de casos (region del Soconusco, Chiapas) destacandose los
periodos de lluvia y seca, por grupo de edad y sexo (para conocer si existe
predominio en alguno de los grupos etarios y determinar el porcentaje que
corresponde a las recurrencias), por distribucién de los casos de paludismo en
rangos de edad por sexo donde de 1 afio a 5 afios se le asigno la primer letra del
alfabeto A; de 6 a 14 afos la letra B, y sucesivamente de 15 a 24 letra (C),de 25 a
36 (D), 36 a 45 (E) y mayor a 45 afios (F). Para la distribucion de edad y sexo de
las recurrencias se utilizo la base de datos de los pacientes con recurrencias y se
le aplico un criterio de bisqueda de 3 afios (mismo procedimiento anteriormente
descrito para las recurrencias) del periodo 1999 a 2007 y para graficar se procedio
en la misma forma que en los casos.

También se obtuvieron los porcentajes de los pacientes que tuvieron
recurrencias con respecto al total de casos reportados y los porcentajes de
acuerdo con el niumero de episodios de repeticion de paludismo (se obtuvieron los
porcentajes del nimero de pacientes que repitieron una vez, dos, tres 0 mas
veces) donde los datos se recolectaron de la base datos tnica y de la base de
recurrencias.

Se observd también la relacion entre los caso$ y las recurrencias con
respecto al sexo y con respecto a la longitud de los intervalos de tiempo ocurrido
entre infecciones por P. vivax distribuyendo los periodos de tiempo en trimestres
(5-13 semanas primer trimestre, 14-26 segundo trimestre, 27-39 tercer trimestre,

40-52 cuarto trimestre) y con respecto al tiempo entre la busqueda de diagnostico
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y el inicio de sintomas en dias para determinar diferencias entre el grupo de
casos primarios y recurrencias, el primer, segundo o tercer episodio. La
distribucion del tiempo en dias expresado por el paciente desde el comienzo de
sintomas hasta el momento en que acude a la clinica de salud y le diagnostican
paludismo por P. vivax, a todos los pacientes con infeccion que contenian este
dato (los afnos de 1996, 1997 y 1998 no tienen esta informacién) se seleccionaron
los dias de sintomas en rangos y cada rango se identifico con una letra del
alfabeto de la letra “A” a la letra “H": de 0 a 5 dias (A), de 6 a 10 dias (B), 11 a 15
(C), 16 220 (D), 21 a 25 (E), de 26 a 30 (F), 31 a 35 (G) y de 36 a 40 dias (H).
Para obtener los porcentajes por cada rango y grupo y el subgrupo de
tiempo igual o menor a 12 meses entre infecciones (tiempo entre la IP y R), se
aplico el analisis estadistico t de student para comparar los dias de sintomas entre

el grupo y subgrupo de casos primarios y las recurrencias.

5.4.3.2 Cambios en la parasitemia

Para determinar si se presentaban cambios en la parasitemia de las
recurrencias, se compararon las densidades parasitarias producidas entre el caso
primario (IP) y la infeccion recurrente (IR) en distintos tiempos: grupo A con
intervalo de 1 a 3 meses, grupo B de 3 a 6 meses y el grupo C de 6 a 12 meses.
De la base de datos de recurrencias se seleccionaron a los pacientes que
contaran con la informacion de la concentracion parasitaria de sus episodios de
paludismo, y se distribuyeron en cada grupo. Se anotaron los datos de edad y
sexo de los pacientes asi como los fenotipos del gen CSP VK210 y VK247 (6
pacientes carecieron de estos datos).
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5.4.3.3 Distribucion de los fenotipos del gen CSP

Para determinar la distribucion de los fenotipos del gen CSP variantes
VK210 y VK247 en los casos y recurrencias con los resultados de las personas a
quienes se les realizé el gen de CSP de Plasmodium vivax de los afios 2006 y
2007, estos se ordenaron por mes y afio. De estas infecciones se procedio a
seleccionar cuales eran casos y cuales eran recurrencias con ayuda de la base

de datos de recurrencias y con la grafica de recurrencias, y se distribuyeron por
genotipo, VK210 y VK247.

5.4.3.4 Dinamica e intensidad de transmision de paludismo

Para conocer la dinamica y la intensidad de la transmisién del paludismo se
compard el nUmero de casos registrados del periodo 1996 al 2007, por afio y la
distribucion mensual. Se grafico la distribucion de los casos de paludismo totales
por mes de cada afio de estudio asi como la presencia de pacientes que tuvieron
infecciones posteriores al primer episodio (recurrencias) a través del tiempo en la
region del Soconusco, Chiapas, durante el periodo de 1996 al 2007; se tomaron
de la base Unica de datos el nimero de casos totales por mes de cada afio y de la
base de datos de recurrencias, se identificaron los casos primarios y las
recurrencias; se contabilizaron separadamente por mes y afo; estos datos se
tabularon y se graficaron en una figura con dos escalas diferentes ; en el eje de las
abscisas (X) el tiempo en meses y dos ejes de ordenadas (Y), del lado izquierdo
de la grafica las infecciones de paludismo en casos primarios y recurrencias y del
lado derecho los casos totales informados por mes, con diferentes escalas. Para
visualizar mas los casos y las recurrencias se identificaron las infecciones que
tuvo cada paciente de la manera siguiente: el caso primario se identificd con la
letra “a”, la primer recurrencia con la letra “b” , “c” y “d” con la tercer y cuarta

recurrencia y sucesivamente en ese orden.
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VI. RESULTADOS

6.1 Casos de paludismo reportados para la region de la Jurisdiccién
Sanitaria VIl de Chiapas durante 1996-2007. El niumero de pacientes con
infeccion de paludismo por P. vivax registrados en la Jurisdiccion Sanitaria VI y
organizados en la Base Unica de Datos fue de 9,105 (nueve mil ciento cinco), la
Figura 4 muestra los casos acumulados de paludismo por afio durante el periodo
1996-2007; se observa que después del afio 1996 (n=534) hubo un incremento
moderado de casos, el cual fue claramente notorio para el afio 1998 (n=1662),
mas del doble de la cifra que habia anteriormente. Después en 1999-2000 hubo
una reduccién discreta de casos, siendo nuevamente mas notoria la reduccion en
el afio 2001(n=506) con el 35% de los reportados en el afio 2000 (n=1460). Los
anos siguientes hubo variaciones pero con tendencia a la disminucion de casos de
paludismo para los afios 2003, 2004 y 2005, en este Ultimo afio la regidn alcanzé
los niveles mas bajos histéricamente, con sélo 155 casos. Posteriormente, para el
2006 y 2007, el numero de casos se incrementd cuatro veces mas (n=653 y n=641

respectivamente) en comparacion al afio anterior.

6.2 Distribucion de la frecuencia mensual de casos de paludismo reportados
para la regién de la Jurisdiccion VIl de Chiapas durante 1996-2007. Para
observar la dinamica de la transmision en la zona, el nimero de casos de
paludismo se agruparon por mes durante el periodo bajo estudio (Figura 5)
indicando el periodo que corresponde a la temporada de lluvias (abril-
septiembre/octubre) y de secas (enero a febrero/marzo y noviembre a diciembre).
En el afio de 1996 se observa una gréafica aplanada con un discreto incremento
en el numero de casos durante abril-agosto que corresponde a la temporada de
lluvias; en el afio 1997 la distribucién se casos es muy similar a la anterior con un
discreto incremento en los casos durante marzo-mayo asi como en noviembre; el
ano 1998, se presentd un notable incremento iniciando en abril, continuando el
incremento en mayo y alcanzé el mayor registro en junio, el cual mostré descenso

gradual los siguientes meses julio—agosto, el resto de los meses el reporte fue
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constante y bajo. En 1999 es una dinamica similar a la anterior pero desplazada
hacia el periodo febrero-junio con pico maximo en abril y un incremento en
noviembre de mayor magnitud al reportado en 1997. Para el afio 2000, el reporte
de casos permanecié alto en enero-mayo descendiendo en junio-agosto y un
pequeiio incremento en noviembre nuevamente. Mientras en el 2001 la grafica se
aplané nuevamente con dinamica similar a la encontrada en el afio de 1996. Para
los afios siguientes los graficos variaron en esquemas ya mostrados
anteriormente; en el afio 2002 se observa el incremento de casos en abril-junio
cayendo drasticamente para julio y manteniendo niveles bajos los demas meses;
el 2003 fue parecido pero con cifras mas bajas, que se redujeron ain mas en el
2004 y en el 2005. Los dos afos siguientes la curva de casos se levantd, siendo

mayor en el 2006 con mayor reporte en abril-junio y en el 2007 en marzo-mayo.

6.3 Distribucion de la frecuencia de casos primarios de paludismo vy
recurrencias de los 3 afios posteriores por edad y sexo para la region de la
Jurisdiccion Sanitaria VIl de Chiapas durante 1999-2007. Distribucion de casos
de paludismo por edad y sexo durante 1996-2007. Los casos primarios de
paludismos se encontraron presentes en ambos sexos y distintos grupos de edad,
el grupo de menos de 5 afios mostré el menor nimero de casos (8.3%) con cifras
similares para nifos y nifas (47% de sexo femenino y el 53% de sexo masculino).
En los grupos de edad 6-14 y 15-24 aflos mostraron mayor nimero de casos
(24.2% y 23.2% respectivamente) con mayor porcentaje del sexo masculino (54.2
y 55.4 respectivamente). En el grupo de edad de 25-35 el nimero de casos se
redujo al 17.9% del total siendo también mayor los del sexo masculino (53.7%).
Los grupos de edad mayor, de 36-45 y mas de 45 mostraron el 12% y 14.4% del
total reportado, de forma similar los del sexo masculino fueron el mayor porcentaje
(55 y 57% respectivamente) (Figura 6). Con respecto a las recurrencias, este
grupo de 0-5 afios de edad también repite la infeccion por P. vivax y hay un mayor
porcentaje en el sexo femenino (63.6%) que en el masculino (36.4%) asi como en
el grupo de 25-35 afios de edad (51.9% y 48.1% respectivamente) mientras que

los demas grupos muestran un porcentaje mas elevado en el sexo masculino
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(61.5%) que en el femenino (48.5%); los porcentajes por grupo de edad son: 0-5
anos , 7.8%; 6-14 anos, 21.2%; 15-24 afos, 23%; 25-35 afos, 18.8%; 36-45 afos,
11.2% y 46 o mas afos, 18%; y el mayor porcentaje en las recurrencias fue en el
grupo de 15 a 24 afnos de edad, seguido por el grupo de 6 a 14 afos; no se
observa una notable diferencia entre el sexo masculino y el sexo femenino ni en
las infecciones primarias ni en las recurrencias; y todas las edades son
susceptibles de tener la infeccion de paludismo por P. vivax.

De un total de 9,105 datos reportados de infecciones de paludismo por P. vivax
proporcionados por la Jurisdiccion Sanitaria VIl para la zona del Soconusco,
Chiapas, México del periodo 1996-2007; 697 infecciones correspondieron a
recurrencias (R) producidas en 608 pacientes; del total de nimero de pacientes, el
7.2% mostraron una o mas recurrencias; el 77.6% mostraron una infeccion
recurrente con P. vivax, 15.2% fueron afectados por dos infecciones recurrentes
después de la infeccion primaria, el 5.1% sufrieron tres recurrencias y el 2.1%

fueron con mas de tres recurrencias.

6.4 Distribucion anual de los casos primarios de paludismo y recurrencias en
el periodo de 3 afnos por sexo para el periodo 1999-2007. En general el
numero de casos de paludismo por afio fue mayor para el sexo masculino (Figura
7A);, mientras que para las recurrencias se reportaron nimeros similares para
ambos sexos (Figura 7B); cabe destacar que el punto maximo de personas
reportadas infectadas con P. vivax se da entre los afos 1998 al 2000, aunque las
recurrencias se sefalan solo para 1999 en adelante (de los 3 afnos previos a 1999
no hubo informacién disponible para realizar el calculo). La proporcion de casos
relacionados a recurrencias siguié la dinamica del reporte de casos totales; a
mayor incidencia fue mayor el nimero de recurrencias, por ejemplo en los afos
2004-2005 donde se reportaron el menor nimero de casos (n=180 y n=142
respectivamente) asi también las recurrencias (n=32 y n=13 respectivamente)
pero al incremento de casos en el 2006 y 2007 (n=613 y n=589 respectivamente)

fue acompanado del incremento en el nimero de recurrencias (n=40 y n=52

respectivamente).




6.5 Distribucion de recurrencias por intervalo de tiempo con respecto a la
infeccion primaria. Para determinar el patrén de ocurrencia de infecciones
recurrentes post-infeccion primaria, éstas se agruparon por trimestre (Figura 8;
total 697); la mayoria de las recurrencias ocurrieron dentro del primer afio
posterior a la deteccion de la infeccion primaria (74.3%; 518 infecciones
recurrentes) distribuidas en los cuatro trimestres de ano (Figura 5) siendo mayor
los porcentajes para el tercer y cuarto trimestre (61.4%; 318/518). 65 recurrencias
ocurrieron dentro del segundo afo post-infeccion primaria, siendo el 63% (41)
entre 12-18 meses. Produciendo un total acumulado del 80.2% de recurrencias
ocurriendo dentro de los primeros 18 meses (518+41/697 post infeccion primaria).
En los anos siguientes de 3 al 6 afos la prevalencia de infecciones recurrentes fue
disminuyendo de forma gradual a 4.6%, 3.5%, 3.1% y 1.7% respectivamente y
3.5% de recurrencias totales se presentaron después de los 6 afos, todas

distribuidas en los cuatro trimestres de cada afo.

6.6 Analisis de los intervalos de tiempo entre la percepcion de los sintomas y
la basqueda de atencion 6 deteccion de la infeccion con paludismo. El
tiempo en dias entre que el paciente se percata (indicado al momento que asiste
en busqueda de diagndstico) del inicio de sintomas (principalmente fiebre, dolor de
cabeza, dolor de cuerpo, dolor de articulaciones y paroxismo) y la toma de
muestra de sangre para la confirmacion de la infeccion por diagndstico
parasitologico varié desde 1 a 38 dias. Del total de pacientes con un episodio
primario de paludismo (n=5097), el 63.7% busco atencion dentro de los primeros
5 dias después del inicio de sintomas, otro 25.3% entre 5 a 10 dias, asi como
despues de 10 dias el 11% busco atencion y diagnéstico (Figura 9). Los dias con
sintomas de las infecciones recurrentes (n=486) mostraron un porcentaje
ligeramente mayor a cuando se presenté el caso primario; 75.5% busco atencion
en los primeros 5 dias y el 18.5% lo hizo entre los 5 y 10 dias y el 6% restante se

retras6 mas de 10 dias. Los pacientes que presentaron una infeccion recurrente
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(n=374) mostraron una distribucién parecida a cuando se presentd su caso
primario (n=304); los dias de sintomas para los casos primarios en pacientes que
tuvieron una infeccion recurrente el 62% buscé atencion dentro de los primeros 5
dias después del inicio de sintomas, el 27.2% lo hizo entre los 5 y 10 dias, y el
10.8% restante se retras6 mas de 10 dias en la blsqueda de atencién, mientras

que para las infecciones recurrentes fueron de 75%, 18% y 7% respectivamente.

Cuando correspondia a una segunda recurrencia (n=76), el 97.3% de personas
mostré la busqueda de atencion dentro de los 10 dias de percibir los sintomas,
ligeramente mas elevada vs 89% y 93% para la infeccion primaria y la primer
infeccion recurrente; para pacientes que presentaron una tercer recurrencia o mas
(n=36), aunque pocos, todos buscaron atencién dentro de los primeros 10 dias,

siendo el 80% dentro de los primeros 5 dias posterior a la infeccion primaria.
p

Algunos pacientes que en la infeccioén primaria no se presentaron pronto (se
tardaron mas de 20 dias y tampoco sabemos si asistieron por su cuenta o fueron
encontrados enfermos en sus casas) para el diagnostico y tratamiento cuando se
enfermaron por segunda vez si asistieron en pocos dias, rara vez de forma
inmediata. En contraste, otros pacientes que habian buscado atencién en pocos
dias, la segunda vez que presentaron la infeccion sintomatoldgica se retrasaron en
buscar atencién, un paciente la primera vez se diagnostico 12 dias después del
inicio de sintomas, a la presencia de una infeccién recurrente se tardé 9 dias y al
presentar la tercera infeccion recurrente mencion6 haber estado con sintomas por
38 dias. En la comparacién del nimero de dias con sintomas entre 2 grupos, el
valor P no fue estadisticamente significativo para los dias de sintomas (n=259) de
los casos primarios contra la primer infeccién recurrente (valor P de 0.148)
mientras que para el subgrupo con intervalo de tiempo entre las infecciones igual
0 menor a un afo (n=233) mostrd diferencia estadisticamente significativa (valor P
de 0.01018).
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6.7 Variaciones de la parasitemia con respecto al intervalo de tiempo entre la
infeccién primaria y recurrente. La comparacién de las densidades parasitarias
producidas en la infeccion primaria (IP) y en los episodios posteriores de
paludismo (Fig. 7) mostrd que las parasitemias producidas en recurrencias con
latencia corta (Grupo A: dentro de 3 meses) fueron en general menores que las
encontradas en la infeccion primaria (figura 7), en los pacientes 20 y 25 la
parasitemia fue muy elevada (>20,000 p/ul) en la infeccién primaria pero esta se
encontr6 en densidades muy bajas (<5,000 p/ul) en la recurrencia, en los
pacientes 15, 16 y 32 la densidad de parasitos de P. vivax en la infeccién primaria
fue mayor en distintos grados, dos con parasitemias mayores de 10,000 y otra
menor a 5000 p/ul; en los pacientes 19 y 28 la parasitemia de ambas infecciones
primarias fueron <5,000 p/ul muy similar a la registrada para la recurrencia. Las
densidades parasitarias producidas en la IP y en los episodios recurrentes de
paludismo (R) con intervalo de tiempo entre 3-6 meses (Grupo B) 2 de 5 pacientes
tuvieron mayor densidad de parasitos en la IP que en la R; en el paciente 8B la
parasitemia fue mas elevada en la IP (>15,000 p/ul) y menor en la recurrencia
~5,000 p/pl, mientras el paciente 33B tuvo menos aprox. 5,000 p/ul en la IP y
~1,500 p/ul. En el paciente 14B en ambos episodios las parasitemias fueron bajas
aunque el tiempo de infecciéon de la recurrencia fue mas largo. En otros dos
pacientes (27B y 38B), las parasitemias en la recurrencias fueron mayores
(>15,000 p/ul y 5,000 p/pl respectivamente) que en la IP (~2,000 y 800 p/pul
respectivamente).

Para el grupo C que contiene intervalos de tiempo de 6 a I2 meses entre la
infeccion primaria y la recurrencia se encontraron distintos patrones de

parasitemia, muy similares a los descritos en los grupos anteriores (Figura 10).
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6.8 Distribucion de la frecuencia del genotipo de CSP de P. vivax en
infecciones primarias y recurrentes por mes durante 2006-2007. De las
muestras de pacientes procesadas para el gen de CSP de P. vivax para el afo
2006 (n=126) 45.3% resultaron VK210, 49.9% VK247 y un 4.8% fueron mixtos
(VK210 y VK247). Para el afio de 2007 (n=135), el 45.2% fueron VK210, 50.4%
VK247 y un 4.4% mixtos; de los casos mixtos, uno de ellos provenia de una
recurrencia. Se detectaron 95 personas con infeccién recurrente de los afios 2006
y 2007, de las cuales se obtuvieron 41 muestras de sangre con P. vivax (45%); 17
(de 40) fueron de pacientes del afio 2006, ocho fueron VK210 y ocho fueron
VK247, un paciente presenté una infeccion mixta VK210/VK247. Mientras de 25
(de 55) del afio 2007, 11 fueron VK210 y 14 fueron VK247.

La presencia de ambos genotipos tanto en los casos primarios como en las
recurrencias fue observada en todos los tiempos, donde se contaba con menos
muestras se podian ver tendencias a predominar un genotipo, pero en los tiempos
donde fueron mas numerosos fue muy equilibrada la presencia de ambos

genotipos (Figura 11).

6.9 Relacion de casos primarios y los episodios recurrentes (R) en la
dinamica de la transmisién. La grafica 12 muestra los casos de paludismo que
se encuentran registrados en todos los meses del afo, los afios de 1998 a 2000
fueron de mayor transmision y otros con muy baja transmisién como el periodo
2004 a 2005 (las dos cifras mas bajas de transmision durante todo el periodo de
estudio). En los afios 1998 a 1999 se observa una transmision estacional que es
menos marcada en el 2000 y después fue notoriamente estacional nuevamente
mostrando fluctuaciones consistentes con incrementos graduales a partir del mes
de enero, alcanzando picos en abril, mayo o junio para la mayoria de los afios y
decremento hasta muy bajos niveles en agosto y hasta noviembre mas marcado
para el periodo 2001 a 2007.
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Se muestra que para cada mes un numero de pacientes que por primera vez
se registraron con la infeccién con P .vivax (Figura 12; barra gris) y que
posteriormente presentaron una recurrencia con variable intervalo de tiempo (un
mes, varios meses o anos después) la cual fluctué de acuerdo a la intensidad de

la transmisién o nimero de casos registrados.

Las recurrencias de variable intervalo de tiempo (Figura 12; barra negra)
también se observaron distribuidas en todos los meses con mayor nimero, antes,
durante y después del pico de transmisién y en algunos afios su nimero se

mantuvo alto durante los meses de baja transmision.

En el analisis de un pico de transmision de paludismo, por ejemplo en el mes
de mayo de 2006 con 651 casos totales recopilados, se aprecia que muchos de
los pacientes a quienes se les detectd paludismo recurrente en este mes, habian
enfermado una o mas de una vez previamente con intervalo de tiempo variable,
por ejemplo los pacientes 579 y 585 en ambos con caso primario un mes antes
abril de 2006 (sin mas infecciones posteriores dentro del periodo analizado);
muchos de estos pacientes presentaron su primer caso de paludismo en los afios

2000, 2001 y mas atras, solo en un paciente se registré el caso primario en el
2005.

En el paciente 70, se registro el primer caso de paludismo en abril de 1997,
segundo en octubre de 1999, tercero en mayo de 2006 y cuarto episodio en
diciembre de 2007. El paciente 516 con caso primario en mayo de 2002, primer
recurrencia en marzo de 2003, segunda recurrencia en mayo de 2006 y después
una tercera recurrencia en abril de 2007; mientras que otros tienen su primer
ataque en este mes (sin historia de infeccion de paludismo previamente) como los

pacientes 587 y 589, con segundo episodio en mayo de 2007 y diciembre de 2006
respectivamente.
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En la figura B estan sefalados diferentes periodos de baja transmision de
paludismo de los meses de septiembre a diciembre para los periodos del 2002 al
2006; para los afios de mas baja transmision (2003,2004,2005) se aprecia que las
infecciones recurrentes fueron de mayor nimero que las infecciones primarias que
posteriormente estan relacionadas a episodios recurrentes, lo cual también se
relaciona con la baja transmision y con diferentes intervalos de tiempo entre las
infecciones; asi se observa en julio-septiembre de 1999, julio-octubre 2000, julio-
febrero 2001-2002, marzo-diciembre 2007; puede observarse que hay pacientes
que refirieron haber tenido su primer caso de paludismo en Mayo del 98' y febrero
del 99' en momentos de alta transmision pero que tuvieron su primer recurrencia
en un tiempo de baja transmisién en noviembre de 2002 y diciembre de 2003,
pacientes 155 y 263 respectivamente; caso contrario para los pacientes 534 y 535
con casos primarios en el mes de Noviembre de 2002( tiempo de baja transmision)
y recurrencias en periodo de alta transmisién, Febrero y Abril de 2003
respectivamente; asi como pacientes en donde las infecciones de paludismo
registradas ocurrieron en temporada de baja transmisién, como los pacientes 562
con caso primario en diciembre de 2003 y recurrencia en agosto de 2004 y el
paciente 569 con primera infeccion en febrero de 2005 y repeticiones en octubre
de 2005 y enero de 2006 (1R y 2R ) respectivamente.
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Capitulo VI . RESULTADOS
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Figura 4. Casos de paludismo por P. vivax por ano del periodo 1996 a 2007 en la
region del Soconusco, Chiapas, México; los datos fueron obtenidos de la

Jurisdiccion Sanitaria VII.
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Figura 9. Comparacion del numero de dias con sintomas previo a la deteccién de
la infeccion primaria y recurrente. Distribucién del tiempo en dias entre el inicio de
sintomas referido por el paciente y la busqueda de diagnéstico parasitologico de
los afios de 1999 a 2007. A) Se indican los dias que los pacientes con casos
primarios mencionaron haber tenido sintomas previos a la busqueda de atencién
(n=5097). B) Del grupo de pacientes con registro de los dias de sintomas para su
caso primario por P. vivax (n=259) y al menos un caso recurrente posterior a la IP.
C) Un subgrupo de pacientes con registro de dias de sintomas de su caso primario

y su primer caso recurrente (n=233) que ocurrid Unicamente dentro de los 12
meses después de la IP.
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VII. DISCUSION

Las recurrencias por P. vivax pueden deberse a recaidas o re-infecciones,
esta relacion varia segun la intensidad de la transmision (Chen et al., 2007;
Imwong et al., 2007), la temporalidad y frecuencia con que se presentan las
recaidas depende de la region y efectividad de los tratamientos utilizados (OMS,
2010). En México incluyendo la zona del Soconusco, desde 1999 los tratamientos
utilizados constan de dosis Unicas mensuales intermitentes por 3 afios, 3x3x3
(NOM2002 y 2010) como parte de la estrategia focalizada del control que aplicada
con otras medidas para el control del vector han mostrado ser eficientes pero sin
evidencia de su eficacia; en afos recientes la transmision ha disminuido de forma
importante y se le considera zona hipoendémica donde es probable que las
personas afectadas reciban un piquete infectivo al afio (Mason,1975; Imwong et
al., 2007) . Bajo estas condiciones, la presencia de casos recurrentes dentro de un
ano tienen mayor probabilidad de ser recaidas, de hecho la OMS indica un
consenso global, que la mayoria de las recaidas ocurren entre 5-45 semanas.

En Centro América se ha sugerido que las recaidas de largo tiempo
reinician cada ciclo de transmision (Mason, 1975). Ademas de que observamos
que los casos recurrentes estan al inicio de la transmision, muchos casos
recurrentes fueron ubicados durante la transmision activa, incluso a lo largo del
afo de 2004 cuando se registré el menor nimero de casos. Es posible que los
casos recurrentes por recaidas hayan contribuido a la persistencia de la
transmision previo a la dispersion que se observo en el 2006-2007, denotado por
el incremento de casos reportados, las intensas lluvias del fenémeno natural el
huracan Stan que azotd a la region del Soconusco en 2005 contribuy6 con este

aumento asi como también el huracan Paulina lo hizo en el afio de 1998.

Un estudio de recaidas con analisis molecular ha sugerido que muchos
casos recurrentes por recaidas ocurren principalmente dentro de 12 meses
(Gonzélez-Ceron et al., manuscrito en preparacion), por lo que con los registros de
casos se analizé la frecuencia y temporalidad de los casos recurrentes de

pacientes del Sur de Chiapas. Los resultados indicaron que los casos recurrentes




58

en el Soconusco fueron mas numerosos dentro de los 12 meses después de la
infeccion primaria (80%), y distribuidos en todos los meses, aunque un gran
numero fueron de entre 6-9 meses, adecuado para cruzar la brecha entre ciclos de
transmision cada ano. Coincide con algunos resultados de América Central
(Contacos y col.,1972; Mason, 1975) e India (Adak, 1998). En un estudio en Iran
concluyeron que la tasa de recaidas por P. vivax era baja entre los primeros 3
meses después del ataque primario y también después de los 18 meses
(Haghdoost et al.,2006). Pero también se han descrito algunos casos de
recurrencias con tiempo de latencia largo como el caso de un paciente proveniente
de Camerun analizado en ltalia con latencia de 4 afios (Durante Mangoni et al.,
2003). La deteccion de posibles recaidas en tiempos mas largos de un afio fue
imposible porque la distribucion de las recurrencias de =12 meses fue constante lo

gue sugiere que la mayoria son posibles re-infecciones.

En esta region prevalecen principalmente las especies de mosquitos,
Anopheles albimanus en la region costa donde proliferan y alcanzan un maximo
de densidad durante finales de l|a temporada lluviosa; mientras que para An.
pseudopunctipennis la mayor densidad de estos mosquitos es durante la época de
seca (Diciembre a Abril) y el inicio de la temporada de lluvias en las colinas y zona
montafosa baja (Rodriguez et al., 2000). Los aislados de P. vivax de las muestras
de pacientes con recurrencia a la infeccién provienen de dos regiones: region
costa y region pie de montafa, de caracteristicas climatologicas definidas de tipo
tropical y templado respectivamente. La presencia y distribucion de los genotipos
de CSP de P. vivax ha sido demostrada en muchas regiones endémicas en el
mundo y la prevalencia de estos genotipos varia geograficamente. Los genotipos
CSP del parasito VK210 y VK247 ya previamente reportados presentes en la
region y con distinta biologia (Gonzalez-Ceron et al., 1999; Rodriguez et al., 2000;
Gonzalez-Ceron et al., 2010) fueron ambos encontrados en parasitos recurrentes,
capaces de ocasionar recaidas en el 2006 y 2007. Los parasitos VK247 solo son
transmitidos en la region montafosa mientras que para la poblacion VK210

pueden provenir de ambas regiones (Gonzalez-Ceron et al., 2010). El uso Unico
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de este marcador molecular en el presente estudio podria describir parcialmente la
procedencia geografica del parasito (region costa o pie de montaia) aunque mas

estudios moleculares son necesarios para definir el origen.

La presencia de recurrencias en las personas de distinta edad y sexo son
congruentes con la epidemiologia de la regién, a que la mayoria se infectan una o
pocas veces en su vida (Imwong et al., 2007; Mason, 1975), distinto a lo que se
observa en zonas de alta transmision y exposicion constante a una picadura
infectiva, donde los nifios y personas jovenes se enferman mas que los adultos
por el desarrollo de inmunidad clinica o protectora (Erhart et al., 2005; Camargo et
al.,1994 y 1996), a diferencia de las personas de edad adulta que estan
continuamente expuestas como es el caso de las zonas rurales de Africa y
Amazonas con exposicion continua relativamente estable en areas de paludismo
Meso endémico (Ladeia-Andrade et al., 2009).

A pesar de que un gran grupo de personas afectadas con paludismo
buscan atencién en los primeros 10 dias de iniciado los sintomas, otro grupo no
menos importante buscan atencion después de 10 dias. La respuesta en dias para
la busqueda de atencién resulté ligeramente mas corta conforme los pacientes
experimentaban mas infecciones de paludismo. Las zonas mas afectadas son
rurales y las personas enfrentan necesidades cotidianas, muchos residentes
saben que ahi estan los notificantes y que los trabajadores de la campafa llegan a
la localidad con medicamentos y muchos de ellos no buscan la atencion
inmediata, incluso después de haber tenido un episodio previo; pero la exposicion
previa reciente si influye en la prontitud con que se busca atencion.

Es dificil interpretar si en la recurrencia la parasitemia es realmente mayor o
menor que la infeccion primaria, debido a que so6lo cuenta con un punto en el
tiempo, pero de forma constante y sobretodo en eventos cercanos, la infeccion
primaria muestra mayor parasitemia que la recurrencia indicando posible limitacion
por la respuesta inmune secundaria que puede variar de acuerdo a cada persona,

su edad, estado nutricional, exposiciones previas, dias de infeccion.
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En paciente afectados por P. vivax, un 5-80% pueden albergar hipnozoitos
despueés de la infeccion primaria (Baird et al., 2004). En la actualidad existe un
grupo limitado de compuestos que tienen accidon sobre los plasmodios en estado
latente, los hipnozoitos (que producen las recaidas) y formas que se desarrollan
en el higado, la unica empleada en la practica clinica, es la primaquina (PQ). Para
la cura radical de paludismo por P. vivax (fase hepatica) la OMS recomienda el
uso del tratamiento a 14 dias que consiste en la administracion de un total de 210
y hasta 420 mg de PQ, calculado para una persona de 60 kg. (OMS. 2010). Es
importante conocer si la persona tiene deficiencia a la G6PD ya que puede
provocar hemdlisis por lo que se recomienda en estas personas otro régimen
terapéutico con PQ y bajo estricta supervison médica. Los datos sugieren que las
recurrencias identificadas en este estudio son posibles recaidas, debido a la poca
efectividad de las dosis Unicas en el esquema 3x3x3 que se ha administrado en la
region de estudio.

Estos resultados ofrecen una forma de poder estimar la temporalidad y
frecuencia de las recurrencias para esta zona ya que las recaidas constituyen un
reservorio y una oportunidad para el parasito de reproducirse contribuyendo en el
mantenimiento de la transmision de esta enfermedad parasitaria, por lo que
debiera considerarse en las zonas con paludismo realizar estudios que evalten la
efectividad de la primaquina y dar seguimiento continuo para conocer si el

esquema de tratamiento actual es efectivo para esta zona.
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VIll. CONCLUSIONES

l.- La mayoria de las infecciones recurrentes (74.3%) que siguieron a un

primer ataque de paludismo por P. vivax y que ocurrieron dentro de doce meses

se sugiere corresponden a recaidas.

2- La temporalidad de las infecciones recurrentes (es el intervalo de tiempo
entre la infeccion primaria y la recaida) sugieren la presencia de los dos patrones
de latencia conocidos: tipo tropical y de tipo templado (corta y larga latencia) en la
region de estudio.

3- Bajo las condiciones de tratamiento antipalidico de la zona de estudio, se

detectd de forma mas frecuente la presencia desde uno hasta tres infecciones

recurrentes.

4- Las infecciones recurrentes por recaidas inician la transmisiéon pero cuando
ocurren durante la transmision activa contribuyen a la generaciéon de diversidad

parasitaria.

5- Los parasitos productores de infeccién de paludismo por P. vivax presentes
en las infecciones recurrentes sugeridas como recaidas fueron causados por los
dos fenotipos del gen CSP, VK210 Y VK247.

6- No se observo una relacion entre los grupos de edad y sexo y la presencia
de infecciones recurrentes.

7- Estas observaciones son de importancia ya que los parasitos responsables
de la recaidas son un reservorio que permite el mantenimiento de la transmisién
de la infeccion de paludismo por lo que se sugieren realizar estudios que evallien
la efectividad del tratamiento con PQ que aunado con estrategias de control de

vectores conduzcan en un futuro no lejano a la eliminacion de este parasito.
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X. APENDICE

OBTENCION DEL ADN GENOMICO DE Plasmodium vivax
A) De paquete globular (QlAamp DNA Blood Mini kit cat. 51106 Qiagen)

En un vial de 1.5 mL depositar 100 uL de paquete globular recién
descongelado y 100 uL de agua ultrapura (GIBCO) y agregar 20 uL de proteasa
Qiagen . Anadir 200 pL de Buffer AL a la muestra y mezclar por vortex por 15 seg
e incubar por 10 min a 56°C . Centrifugar brevemente para remover las gotas de
la tapa del vial. Agregar 200 pL de etanol (200proof sigma) a la muestra. Mezclar
con vortex por 15 seg y después centrifugar brevemente para remover las gotas
de la tapa del vial. Depositar la mezcla (620 uL) cuidadosamente a una columna
(en un vial de recoleccion de 2 mL) sin mojar la membrana, cerrar la tapa y
centrifugar a 8000 rpm por un minuto. Poner la columna en otro vial limpio y
descartar el tubo que contiene el filtrado. En el caso que después de centrifugar,
no haya pasado el total de la mezcla por la columna se puede volver a centrifugar
a maxima velocidad, hasta que la columna quede vacia. Abrir cuidadosamente la
columna y agregar 500 uL de buffer AW1 sin tocar la membrana, cerrar la tapa y
centrifugar a 8000 g por 1 min. Poner la columna en otro vial de recoleccion y
descartar el vial que contiene el filtrado. Abrir cuidadosamente la columna vy
agregar 500 pL de buffer AW2 sin tocar la membrana, cerrar la tapa y centrifugar a
14,000g por 3 min. y descartar el vial que contiene el filtrado. Poner la columna en
otro vial de recolecciéon y centrifugar a 14000g por 1 min. Poner la columna en
otro vial de recoleccion . Abrir la columna y agregar 200 uL de agua ultrapura
GIBCO (cat.10977-015), incubar a temperatura ambiente por 5 min., centrifugar a
8000g por 1 min. La elusidén obtenida contiene el ADN . Guardar la muestra en el
congelador a —20° C para efectuar la observacion del ADN por electroforesis en
gel de agarosa al 1% en TAE 1x.
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B) De sangre impregnada en circulos sobre papel filtro (QlAamp DNA Blood
Mini kit cat. 51106 )

Colocar medio circulo de papel filtro impregnado con sangre infectada en un
vial de 1.5 mL y resuspender en 50 pL de agua. Ahadir 180 uL de buffer ATL e
incubar a 85°C por 10 min. Centrifugar para bajar las gotitas de tapa del vial.
Anadir 20 uL de proteinasa K , vortexear por 30 seg e incubar 56°C por 1 h;
centrifugar brevemente. Anadir 200 uL de buffer AL, vortexear bien por 1 min. ,
incubar a 70°C por 10 min. y centrifugar brevemente. Afadir 200 uL de etanol
(200 proof), vortexear por 30 seg. ,centrifugar brevemente. Llevar la mezcla
obtenida y pasarla a una columna ,centrifugar a 8000 rpm por 1 min. Poner la
columna en un vial nuevo de 1.5 mL y agregar 500 pL de buffer AW1, centrifugar
a 8000 rpm por 1min. Colocar la columna en vial nuevo de 1.5 mL y afadir 500 uL
de buffer AW2, centrifugar a 14000 rpm por 3 min. Poner la columna en un vial
nuevo de 1.5 mL , agregar 100 pL de Agua GIBCO (cat.10977-015) dejar incubar
por 2 min. a temperatura ambiente y centrifugar a 8000 rpm por 1 min. Guardar el
ADN obtenido a -20°C hasta su uso.
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ANALISIS POR PCR-RFLP DE LA REGION REPETIDA DEL GEN CSP DE P.

vivax

C) Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

El gen CSP fue amplificado usando los iniciadores (primers) denominados
CSP-1(5'cgcactgcgggcacaatgtagatc3) y CSP-2 (5'ggttacactgcatggagtce3’) que
amplifican la region N-terminal a la region Il tanto en CSP variante VK210 como
en CSP variante VK247. La amplificacion por PCR se realizé con un volumen final
de 50 pL de reaccion. 2 pL de sangre infectada conteniendo el ADN del parasito
(aprox. 100 ng), 10 pL Buffer de polimerasa 1X GoTagFlexi (Promega M8295),
4uL de cloruro de magnesio 2 mM (Promega), 1uL trifosfato de desoxinucleotidos
(dNTP’s) 0.2 mM (Invitrogen, 10297018) , los primers: 1 uL CSP-1 10 uM y 1uL
CSP-2 10 uM , 1uL de taq polimerasa (5 U/uL GoTaq Flexi ADN de Promega,
Madison WI.), 30 uL de agua estéril libre de nucleasas (GIBCO Invitrogen, Grand
Island,NY. Cat. 10977-015. El programa de PCR fue: desnaturalizacién a 95°C por
3 min. seguido por 35 ciclos de 30 seg. a 95°C, 40 seg. a 58°C, un minuto a 72°C
seguido por 10 min. a 72°C para la extension final usando un termociclador DNA
MyCycler Biorad Hercules CA .

Para confirmar el producto de la amplificacion se realizé electroforesis en
gel de agarosa al 1%. Se prepar6 gel de agarosa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO.
Cat. A-9539) y se disolvié en solucion amortiguadora TAE 1X por calentamiento a
un volumen de 150 mL; se agrego 15 uL de bromuro de etidio a una concentracion
de 2 mg/mL (Research Organics Inc. Cleaveland, OH. Cat. 3016E) y se vaci6 a la
camara horizontal de electroforesis (sub-cell GT,Biorad Hercules, CA. Cat.
1704482) usando peine para 20 carriles. Cuando el gel estaba solidificado se
coloco dentro de la camara y anadio buffer TAE 1X ; en el primer carril se coloco
1uL de marcador de 100 pb (Roche Applied Science, Nonnenwald, Germany. Cat.
1721933) mas 3 uL de buffer de carga (azul de bromofenol), en los siguientes
carriles se agregaron 2 uL del producto amplificado con de 3 uL buffer de carga

y el ultimo carril para el control de reactivos.




