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RESUMEN

Actualmente, la incidencia de malaria en el mundo se esta reduciendo. En
esta coyuntura, es importante establecer medios sensibles e informativos
para censar la presencia del parasito en zonas de baja transmision. Calcular
la prevalencia de anticuerpos especificos a Plasmodium spp. permite medir
la exposicion de la poblacion y determinar los factores de riesgo asociados a
la exposicion al agente etiologico. Por ello se hizo un censo en 2 localidades
de la costa norte peruana, las cuales se encuentran cerca de un Dren de
agua, incluyendo la distancia de los hogares al dren se reunio informacion
socio-econdmica y se tomo6 muestras de sangre en papel filtro para calcular
la prevalencia de anticuerpos especificos a Plasmodium vivax y Plasmodium
falciparum. Las muestras se analizaron por ELISA indirecto contra un
antigeno especifico de P. vivax (PvAMA-1) y P. falciparum (PfAMA-1). Con el
uso de un modelo mixto, se determind que la prevalencia de anticuerpos
especificos contra P. vivax y P. falciparum fue 15.78% y 8.51%,
respectivamente. Ademas, se identificé que tener mas de 10 afios, vivir en la
localidad de José Carlos Mariategui y que la vivienda se encuentre cerca al
dren son factores de riesgo asociados a la exposicion a P. vivax. Por otro
lado, los pobladores entre 11 y 40 afios tienen mayor riesgo a estar expuestos
a P. falciparum. Ademés, la transmision por P. vivax ha aumentado en los
ultimos 10 afios mientras que P. falciparum, se ha reducido en los ultimos 5

anos.

Palabras clave: Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, ELISA,

exposicion.



ABSTRACT

Nowadays, malaria’s incidence is diminishing worldwide. In this context, it is
important to establish sensitive and informative methods that will address the
presence of the parasite in low endemic areas. Measuring specific antibodies
makes it possible to defy the presence of an infectious agent in a certain area
and to identify exposure risk factors. For this reason, a census was made in
2 localities on the Peruvian north coast, which are located near a water dren,
including the distance of the homes to the dren, socio-economic information
was collected and blood samples were taken on filter paper to calculate the
prevalence of specific antibodies to Plasmodium vivax and Plasmodium
falciparum. Samples were analyzed by indirect ELISA against a specific
antigen of P. vivax (PVAMA-1) and P. falciparum (PfAMA-1). With the use of
a mixed model, it was determined that the prevalence of specific antibodies
against P. vivax and P. falciparum is 15.78% and 8.51%, respectively. In
addition, it was identified that having more than 10 years, living in the José
Carlos Mariategui locality and living closer to the dren are risk factors
associated with exposure to P. vivax. On the other hand, residents between
11 and 40 years old are at greater risk of being exposed to P. falciparum. In
addition, P. vivax transmission has increased in the last 10 years while P.

falciparum has been reduced in the last 5 years.

Key words: Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, ELISA, exposure.



1. INTRODUCCION

Malaria es una enfermedad causada por 5 especies de pardsitos que
pertenecen a la familia Apicomplexa, especificamente al género Plasmodium:
P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale y P knowlesi. De estos, P.
falciparum y P. vivax son los mas dominantes (White, 2014) . Los casos
causados por P. falciparum son los mas mortiferos y predominan en Africa.
P. vivax, en cambio, estd mas distribuido a nivel mundial, por ser capaz de
desarrollarse en mosquitos de menor temperatura y que sobreviven a mayor
altura. Ademas, tiene un estadio inactivo (hipnozoito) que se mantiene en el
higado de la persona infectada y le permite sobrevivir durante periodos largos
donde el mosquito est4 ausente; frecuentemente durante el invierno (World
Health Organization, 2013).

Los principales determinantes de la transmision de la malaria son la densidad,
longevidad, habitos de picadura y eficiencia del mosquito vector (Sadanand,
2010). En la mayoria de Asia, América Central y América del Sur, donde la
transmision es principalmente baja y estacional, las personas suelen recibir
una picadura por afio (tasa de inoculacion entomoldgica). La intensidad de
transmision son mas altas en Africa subsahariana, donde P. falciparum
predomina, y partes de Oceania donde la tasa de inoculacién entomoldgica
pueden ser de hasta 1.000 por afio en algunas zonas (Buffet, 2011)
(Kodrashin, 2014).

En tales contextos, la morbilidad y la mortalidad por malaria se pronuncian
durante la primera infancia, pero en la edad adulta la mayoria de las
infecciones de malaria son asintomaticas (Graves, 2009) (Alemu, 2013).

En las zonas donde la transmision es baja, irregular o focal, la inmunidad
protectora completa no se adquiere, y la enfermedad sintomatica puede
ocurrir en todas las edades (Hafalla, 2011). En estas zonas, los cambios en
el medio ambiente, condiciones, por ejemplo, econémicas, o sociales, fuertes
lluvias después de sequias, grandes movimientos de poblacion, junto con una
averia en el control de la malaria y los servicios de prevencion puede dar
lugar a epidemias, con mortalidad sustancial en todos los grupos de edad
(Amoran, 2014).



A esta problematica se le suman factores como la resistencia del
Plasmodium spp a los antimalaricos, la resistencia de Anopheles a los
insecticidas, la falta de una vacuna eficaz, el cambio climatico mundial y la
expansion mundial de las areas geograficas con condiciones propicias para
la transmisidn del agente infeccioso, todo lo cual contribuye a empeorar su
panorama epidemioldgico (Graves, 2009) (Cotter, 2013) (Sturrock, 2013).

Lo cual nos obliga a hallar métodos fiables y practicos que nos ayuden al
control y prevencion del resurgimiento de la malaria en zonas endémicas de
baja transmisibn como la costa norte de Perd, metodologias como la

serologia.

Imagen 1. Distribucion de la malaria en el mundo.
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1.1 DESCRIPCION Y FORMULACION DEL PROBLEMA
Hay escasa informacion que nos permita aproximar y profundizar en la
dindmica epidemiologica de exposicion a malaria en la zona de estudio.
El desarrollo y aplicacion de biomarcadores seroldgicos para medir la
exposicion a la malaria, son técnicas que fortalecen el control y
eliminacion de la malaria. Conocer la dinamica de exposicion puede ser
usado para identificar focos de alta transmision para decidir dénde
implementar intervenciones de control y posteriormente para monitorear
cambios en el tiempo producidos por las mismas intervenciones, sobre
todo en lugares con baja transmision de la enfermedad. Ademas, podria
ser usado como herramienta complementaria para verificar si adn existe
transmision en lugares que han alcanzado la eliminacion de la
enfermedad y/o en lugares donde se sospecha que ha habido un
resurgimiento de la malaria (Elliot SR, 2014) . El antigeno AMA-1 es un
marcador muy sensible debido a su alta inmunogenicidad (Roestenberg
M, 2008).
La costa norte, que incluye los departamentos de Piura y Tumbes, han
sido histéricamente la segunda region mas importante para la transmision
de la malaria después de la selva amazédnica (Ministerio de Salud Peru,
2014).
Entre 2004 y 2010, la incidencia de malaria por P. vivax fluctu6 entre 315
y 4.185 episodios al afio y la malaria por P. falciparum se ha vuelto escasa
sin casos autoctonos registrados en 2007, 2009 ni 2010 (Rosas-Aguirre
A, 2013). Muchas localidades en Piura no han informado de la malaria
durante los ultimos cinco afos, y los que alun reportan casos estan
ubicados principalmente en algunos distritos de la provincia de Sullana.
Por tanto, el presente proyecto se plantea la siguiente pregunta:
¢, Se puede determinar la Prevalencia de Anticuerpos contra la malaria en
los pobladores de localidades de Bellavista (Sullana — Perd) en el afio
2010 utilizando el antigeno AMA-1?

1.2 ANTECEDENTES



Segun estimaciones, en el 2010 ocurrieron 219 millones de casos de
malaria (intervalo entre 154-289 millones) y 660 000 muertes (intervalo
entre 490 000-836 000) a nivel mundial. Se estima que aproximadamente
el 80% de los casos y el 90% de las muertes ocurren en la Region
Africana, siendo los nifios menores de cinco afios de edad y las mujeres
embarazadas los grupos de poblacion mas afectados (Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), 2012).

Las herramientas seroepidemioldgicas han demostrado ser valiosas para
cuantificar los cambios a largo plazo en la transmision de la malaria en
numerosos lugares. Desde el punto de vista de monitoreo programatico,
la serologia es relativamente rapida y eficiente; muestras de sangre del
dedo-pinchazo se pueden recoger de forma rapida en grupos numerosos
y los ELISAs son de alto rendimiento y facilmente estandarizadas (Corran
P, 2007) (Corran, Cook, Lynch, Leendertse, Manjurano, & Griffin, 2008).

La serologia ofrece informacion sobre exposicion acumulada a la
infeccion y es menos sensibles a las fluctuaciones estacionales (Wong J,
2014). Las respuestas de anticuerpos contra la malaria representan la
historia de un individuo expuesto a la enfermedad y, como las tasas de
seroconversion de edad, refleja la exposicidbn acumulativa a malaria en
una poblacion. La respuesta de los anticuerpos es una medida alternativa
de intensidad de transmision de la malaria y tiene potencial en la
evaluacion de los cambios en la exposicidn. Este enfoque se utilizd en la
década de 1970 para evaluar el control de la malaria y los intentos de
erradicacion en una variedad de diferentes entornos ecolégicos. Estos
estudios histéricos proporcionan una gran cantidad de informacion sobre
como los datos serologicos podrian ser utilizados para interpretar las
medidas de control (Drakeley C, 2009).

Los indices serologicos han demostrado su uso como una medida
informativa adicional (Corran, Cook, Lynch, Leendertse, Manjurano, &
Griffin, 2008).
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Estas técnicas también han sido explotadas para documentar los
cambios en la intensidad de la transmision (Cook, y otros, 2011), las
técnicas seroldgicas también han sido utilizadas para identificar "puntos
calientes” (zonas con la mas alta transmision) de la malaria, como en los
estudios realizados en Tanzania (Bousema T D. C., 2010) y Somalia
(Bousema T Y. R., 2010) he, histéricamente, para confirmar la
eliminacion en Grecia (Vakali A, 2012) y Mauricio (Bruce-Chawatt LJ,
1973) .

En estudios realizados en areas de baja transmision de la malaria, como
Camboya, indicadores parasitologicos de intensidad de la transmision o
utilizando microscopia pueden ser insensibles. Medidas seroldgicas
demostraron que los marcadores seroldgicos se pueden utilizar para
detectar la heterogeneidad en la transmisién de la malaria, donde se
produce la transmisién de la malaria en niveles demasiado bajos para ser

detectados por microscopia (Cook, y otros, 2012).

1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo general:
e Determinar la Prevalencia de Anticuerpos contra la malaria en los
pobladores de localidades de Bellavista (Sullana — Peru) en el afio
2010 utilizando el antigeno AMA-1.
1.3.2 Objetivos especificos:

e Determinar la prevalencia de anticuerpos IgG contra el
antigeno AMA-1pf de Plasmodium falciparum en la
poblacion estudiada.

e Determinar la prevalencia de anticuerpos IgG contra el
antigeno AMA-1pv de Plasmodium vivax en la poblacion
estudiada.

e Determinar la asociacion entre la seropositividad y diversos

factores socio-epidemiologicos en la poblacion estudiada.
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1.4 JUSTIFICACION

Las caracteristicas que describe las localidades de Bellavista (Sullana-
Perd) refleja un potencial lugar de estudio con enfoque
seroepidemioldgico por ser una zona de baja transmision y sin base de
datos entomoldgicos (Badu K, 2015). El uso de herramientas sensibles y
accesibles que sean capaces de medir la exposicion, podrian ser una
fuente de informacion que explique la dindamica de exposicion y los
componentes asociados en un momento determinado (Rosas-Aguirre A,
2013).

La prevalencia de anticuerpos contra la malaria estd asociado a la
ecologia local, la actividad humana, viviendas precarias y, en general,
condiciones socioecondmicas que favorecen la exposicion a la picadura
(Hay SI, 2004)

El control de la malaria requiere flexibilidad de enfoque. Para la seleccion
de intervenciones acertadas es necesario comprender la dinamica local
y focal de la endemia. Es importante conocer la realidad del problema
epidemiologico, medir la exposicion con el empleo de técnicas
serologicas que complementen las de rutina, e identificar factores de
riesgo de exposicion a malaria. Por todo lo expuesto se planted esta
investigacién, para conocer las caracteristicas de la exposicion a malaria

en las localidades de bellavista (Sullana — Peru).

1.5 Hipétesis
Existe prevalencia de anticuerpos contra la malaria en los pobladores de
las localidades de Bellavista, asociada a la compleja interaccion de

riesgos individuales, ambientales, socio-econdmicos y culturales.

2. MARCO TEORICO

2.1 GENRALIDADES
2.1.1 MALARIA EN EL MUNDO

12



2.1.2

Los datos publicados el 17 de setiembre del 2015, segun la WHO-
UNICEF, la tasa de mortalidad de malaria ha caido un 60% desde
el afio 2000, lo que se traduce en 6,2 millones de vidas salvadas,
la gran mayoria nifios. Por otro lado, un nimero creciente de
paises estan al borde de la eliminacion de la malaria. En el 2014,
13 paises reportaron cero casos de la enfermedad y 6 paises
notificaron menos de 10 casos. Los decesos mas rapidos fueron
vistos en Asia central (World Health Organization, 2013).

A pesar de los enormes progresos, la malaria sigue siendo un
problema grave de salud publica en muchas regiones. Solo en el
2015, habia un estimado de 214 millones de nuevos casos de
malaria, y aproximadamente 438,000 personas murieron de esta
enfermedad prevenible y tratable. Alrededor de 3,2 millones de
estan en riesgo de malaria.

Algunos paises siguen llevando una parte
desproporcionadamente elevada de la carga mundial de la
malaria. Quince paises, principalmente en sub-Sahara Africa, que
representaron el 80% de los casos de malaria y el 78% de las
muertes a nivel mundial en el 2015.

Los nifios menores de 5 afios representan mas de dos tercios de
todas las muestres relacionadas con la malaria. Entre el 2000 y
2015, la tasa de mortalidad de malaria de los nifios menores de 5
anos se redujo en un 65% o un estimado de 5,9 millones de vidas

infantiles salvadas (Organizacién Mundial de la salud, 2014).

MALARIA EN EL PERU

En el Perd, el numero de casos de Malaria ha estado influenciado
por diversos factores sociales, econdmicos y fendmenos
climatologicos (Gagnon, 2002). En los ultimos 5 afios, mas del
50% de los casos a nivel nacional se han reducido; sin embargo,

sigue siendo un grave problema de salud publica.

La Regidbn Amazonica que esta integrada por los departamentos
de: Amazonas, Loreto, San Martin, representan la mayoria de los

13



casos totales del pais ( Ministerio de Salud del Pera, 2015), El
clima tropical se presenta como el principal factor de la alta
incidencia de casos (Rosas-Aguirre. A, 2016).

En la Costa Norte, regién conformada por los departamentos de
Tumbes, Piura, Lambayeque y La Libertad, la enfermedad de la
Malaria ha sido influenciada por fenémenos climatolégicos como
el fendmeno del Nifio. Alcanz6 su mayor incidencia en 1998 (mas
de 120.000 casos, mas del 50% del total del pais), luego de lo
cual ha habido una disminucién significativa del nimero de casos
reportados, considerdndose una zona sin riego ( Ministerio de
Salud del Peru, 2015).

2.1.3 CICLO BIOLOGICO

El agente etiologico de la malaria es un protozoario del género
Plasmodium y es transmitido por un vector (mosquito) del género
Anopheles (Gutierrez, 2003) .

Existen cuatro especies de Plasmodium capaces de infectar al
hombre: Plasmodium vivax, P. falciparum, P. malariae y P. ovale;
en el Peru se han descrito las tres primeras.

El ciclo bioldgico del Plasmodium comprende tres fases

e CICLO SEXUAL O ESPOROGONICO: la transmision
natural de la enfermedad se produce cuando un mosquito
hembra del género Anopheles pica a un huésped infectado
de malaria (ser humano), adquiere los gametocitos del
Plasmodium (macho y hembra), los que ingresan al tubo
digestivo del mosquito y luego de la fecundacién se
reproducen en la pared de éste hasta adquirir la forma
infectante denominada esporozoito. Estos esporozoitos son
fusiformes, poseen un nucleo alargado y estan desprovistos
de pigmento malarico. Los esporozoitos pasan por todas

partes del mosquito y algunos llegan a las glandulas
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salivales, para ser transmitidos a otro huésped sano, en el
momento de la picadura. La forma infectante del
Plasmodium (esporozoito) ingresa a la via sanguinea del
huésped, en donde permanecen aproximadamente media
hora antes de penetrar células hepaticas. Esta fase dura de
14 a 20 dias, dependiendo de factores ambientales.

e CICLO EXOERITROCITICO: Esta fase se inicia en los
hepatocitos, donde los esporozoitos se reproducen en
grandes cantidades hasta asumir la forma capaz de invadir
los glébulos rojos. En un segundo dia de esta fase, en el
interior de los hepatocitos se encuentran esquizontes
tisulares que aumentan de volumen y se dividen para formar
millares de mindasculos merozoitos. Esta fase tiene una
duracién promedio de 12 dias.

e CICLO ERITROCITICO: Ocurre cuando los merozoitos se
liberan del higado, pasan en grandes cantidades a la sangre
e invaden los glébulos rojos produciendo su destruccion. Ello
ocurre en 48 horas en P. vivax, P. falciparum y P. ovale, y
72 horas en P. malariae. Esto quiere decir que cada 48 0 72
horas se reinicia un nuevo ciclo eritrocitico (trofozoito -

esquizonte - trofozoito).

2.1.4 DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD

El diagnostico de la malaria se realiza considerando las
manifestaciones clinicas y la confirmacion mediante la gota gruesa
u otra prueba de laboratorio que demuestre la presencia del

parasito (Gutierrez, 2003).

2.1.4.1 DIAGNOSTICO CLINICO
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Las formas clinicas de la malaria se pueden dividir en:
Leve:

Frecuente en individuos parcialmente inmunes, quienes ya
han tenido ataques de malaria, 0 en personas con buena
respuesta inmediata del sistema inmune. En estos pacientes
la fiebre no es muy alta y los sintomas, si los hay, son
discretos. La parasitemia es baja, generalmente por debajo
de 0,1% de globulos rojos infectados.

Moderada:

Es tipica en individuos no inmunes, quienes presentan el
caracteristico paroxismo febril con periodos de frio, calor y
sudor, la temperatura es alta, con aumentos en la crisis. Los
sintomas generales son mas intensos, con fuerte cefalea,
ademas, presentan anemia moderada y una parasitemia que
varia de 0,1% a 0,5%.

Grave y de urgencia:

Casi siempre se observan en las infecciones producidas por
P. falciparum. Este tipo de malaria se presenta en individuos
no inmunes, mujeres embarazadas y nifios. El paciente
mantiene una fiebre persistente, la cefalea es fuerte, el
vomito es frecuente y puede presentarse delirio. Ademas, la
anemia es intensa y pueden estar parasitados 2% a mas de

los eritrocitos.

2.1.4.2 DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

e DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO
Consiste en el examen microscoépico de la muestra de
sangre para demostrar la presencia del parasito para
lo cual se usa la técnica de coloracion de giemsa, con

la cual podemos observar la gota gruesa y el frotis.
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e (Gota gruesa:
Es una técnica de rutina y consiste en una
muestra de una gota de sangre conformada por
numerosas capas en su mayoria de glébulos
rojos, los que son deshemoglobinizados durante
la coloracién con giemsa. Esta concentracion de
glébulos rojos facilita la deteccion de los parasitos
gue pudieran estar presentes en su interior en
densidades bajas.

e Frotis:
Es una capa delgada, Unica de células
sanguineas, fijadas con metanol y coloreadas con
giemsa, que facilitan la observacion de las
caracteristicas morfolégicas de los parasitos
presentes en los glébulos rojos.
El examen en ambos casos (gota gruesa y frotis)
se realiza con aumento de 1000x con aceite de

inmersion.

DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO

Abarca métodos inmunoserolégicos que evallan la
inmunidad humoral y celular del huésped. La
metodologia es suficientemente sensible y especifica
para detectar las infecciones cuando la parasitemia
es baja, ademas de ayudar a diferenciar infecciones
pasadas de la actual.

Entre las técnicas que se encuentran para el
inmunodiagnostico de malaria tenemos:
inmunofluorescencia indirecta (IFl), ELISA, pruebas
inmunocromatograficas (Dipstick), hemaglutinacion,
radioinmunoensayo, etc. La prueba de ELISA no es
de mucha utilidad en el diagnostico clinico de un
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paciente, su mayor aplicacion es en estudios

epidemiologicos.

2.1.5 FUENTE DE ANTIGENO

En los primeros 60 afios del siglo XX la obtencion de antigeno
para ensayos inmunoldgicos o de diagndstico se realizaba a partir
de especies de Plasmodium spp. que no infectaban humanos,
bajo la premisa de la existencia de reactividad cruzada entre las
diferentes especies (Eaton, 1939) (Eaton M. D., 1939). Diferentes
investigadores obtenian los antigenos, no purificados, a partir de
muestras de 6rganos o muestras de sangre de especies no
humanas que se encontraban infectadas por especies de
Plasmodium diferentes a P. vivax, P. falciparum, P. malariae o P.
ovale (Eaton M. D., 1939) (Voller, 1975).

Los parasitos principalmente usados eran P. Knowlesi (Eaton,
1939) (Eaton M. D., 1939), P. lophurae y P. gallinaceum
(Lippincott, 1945). El primero infectaba naturalmente distintas
especies de simios endémicos del sureste asiatico; hasta que en
1965 se reportd este tipo de infeccion en humanos (Chin, 1965).
A pesar de esto, P. knowlesi sigui6 siendo usado como fuente de
antigeno para ensayos de diagndéstico o seroepidemiologia pues
la incidencia de infecciones debido a él era bastante baja a nivel
mundial (Kagan, 1969). P. lophurae infecta naturalmente a
faisanes, pero experimentalmente se indujo la infeccién a pollos y
patos para la obtenciébn de antigenos; P. gallinaceum infecta
diversas especies de aves (Kielmann, 1970). Sin embargo, los
resultados obtenidos con estos parasitos no siempre eran
reproducibles por la baja especificidad de los antigenos usados.
Mas adelante, P. vivax y P. falciparum fueron aislados de
individuos infectados. Cuando fue posible cultivar P. falciparum,

se convirtid en una fuente importante de antigeno (Drakeley C,
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2.1.6

2009). En el caso de P. vivax, debido a su ciclo biolégico, aun no
se ha desarrollado un método de cultivo de P. vivax a largo plazo.
Sin embargo, cuando se origin6 la tecnologia del DNA
recombinante en 1973 tras el trabajo de David Jackson (Jackson,
1972), muchas areas empezaron a desarrollarse con mas fuerza.
Por ejemplo: la produccion de antigenos recombinantes,
prevencion y cura de anemia falciforme, produccion de factores
de coagulacion, produccion de insulina, produccion de
farmacéuticos recombinantes y terapia génica. La produccion de
antigenos recombinantes ha mejorado la reproducibilidad de
técnicas serolégicas.

Recientemente, los antigenos recombinantes han sido utilizados
en estudios que tienen como objetivo evaluar la transmision de
una enfermedad y conocer la exposicion de los individuos frente
al agente etiologico (Druilhe, 1986) (Feliciangeli, 2003) (Hardelid,
2008). En el caso especifico de antigenos de Plasmodium, éstos
han sido expresados en diferentes sistemas como E. coli
(Enevold, 2007), Pichia pastoris, Baculovirus (Dodoo, 2008),

entre otros.

OBTENCION DE LOS ANTICUERPOS

Un factor que varia entre los diversos estudios que tienen como
objetivo la medicion de anticuerpos; ya sea con el fin de
diagnosticar, evaluar la inmunidad adquirida o hacer estudios
epidemioldgicos, es la obtencién de éstos.

En la primera mitad del siglo XX, los anticuerpos eran obtenidos
de muestras frescas de suero. Para ensayos de diagnostico, se
colectaba suero de pacientes infectados y se enfrentaba contra el
antigeno obtenido (Eaton M. D., 1939). Ensayos mas recientes
han utilizado plasma sanguineo para evaluar la inmunidad
adquirida a las diferentes especies de Plasmodium, en diferentes
zonas del mundo (Dodoo, 2008) (Enevold, 2007).
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Lo ideal es trabajar con suero fresco o congelado, pero las
intervenciones se hacen en zonas que no necesariamente
cuentan con el equipo adecuado para mantener una muestra de
este tipo fresca (Discipline-specific Malaria Eradication Research
Agenda, 2011).

Como método alternativo, en el 2008 Corran propuso el uso de
muestras de sangre en papel filtro como fuente de anticuerpos
para estudios seroepidemiolégicos (Corran, Cook, Lynch,
Leendertse, Manjurano, & Griffin, 2008). Sus resultados muestran
que este método, menos invasivo, es Util para la coleccion de
muestras que son obtenidas, por lo general, a partir de un
pinchazo en el dedo con una lanceta, la sangre obtenida se
impregna en un papel filtro y se deja secar por algunas horas.
Cuando esté seco se almacena con desecante a temperatura
ambiente o, de preferencia, a 4° grados. Para que estas muestras
sean usadas en ensayos inmunolégicos o moleculares es
necesario que el suero sea eluido; para esto, un trozo del papel
filtro es cortado en condiciones de esterilidad y enfrentado a una
solucién de PBS con algun detergente. En la actualidad, este es
el método que se registra con mayor frecuencia en estudios de
seroepidemilogia (Kobayashi, Chishimba, Shields, Hamapumbu,
& Mharakurwa, 2012), (Cook, y otros, 2012), (Bousema T Y. R.,
2010), (Drakeley C, 2009). En el Perq, esta técnica fue usada por
Kain en 1992 para obtener anticuerpos y realizar una
caracterizacion serolégica, mas no para estudiar el nivel de
anticuerpos como herramienta epidemioldgica (Fernandez, 1992).
Hace algunos afios, Chidi y colaboradores desarrollaron un
estudio donde usaron un método comercial para colectar fluido
oral como fuente de anticuerpos en un estudio
seroepidemioldgico. El estudio concluy6 que el fluido oral es una
fuente vélida de anticuerpos contra P. falciparum en estudios de
monitoreo de la transmision de la enfermedad (Chidi, 2011). A

pesar de estos resultados alentadores, hasta la fecha no se ha
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2.1.7

reportado otro estudio que haya usado el fluido oral como fuente
de anticuerpos.
MEDICION DE LOS ANTICUERPOS

El primer ensayo inmunoldgico reportado fue el Test de Fijacion
del Complemento (TFC) en 1939 (Eaton M. D., 1939). El fin de
esta prueba era ser usada como diagnéstico de la enfermedad
(Drakeley C, 2009). Las caracteristicas de este ensayo demandan
el uso de un antigeno con baja actividad autocomplementaria;
bajo contenido de material no especifico al parasito; y alto
contenido especifico relativo al parasito de malaria. Esta prueba
requiere la presencia de una reaccion antigeno-anticuerpo en la
que el consumo del complemento in vitro se puede utilizar para
medir la actividad hemolitica del complemento con el fin de medir
la cantidad de complejos antigeno-anticuerpo formados en la
reaccion final.

Los ensayos de hemoaglutinacidbn reemplazaron la técnica de
TFC por requerir menor volumen de antigeno y ser mas sensible.
El ensayo de hematoaglutinacion indirecta (HAI) se sustenta en la
interaccién entre anticuerpos cuando se unen al antigeno que,
eventualmente, resultara en la degradacion de glébulos rojos. El
resultado es dado por simple vision. El suero es probado a
diferentes concentraciones; se reporta la dilucion mayor con
aglutinacion como el titulo de anticuerpo (Siachoque H, 2006).
Es posible procesar varias muestras al mismo tiempo en una
placa de micro-pozos. Sin embargo, el resultado es subjetivo. La
técnica es dificil de estandarizar y se reportan problemas de
reproducibilidad; por lo tanto, la comparacion de datos entre
laboratorios es limitada (Drakeley C, 2009).

A partir de los aflos 60, en adelante, el ensayo de
inmunofluorescencia (IFA, por sus siglas en inglés) fue usada con
frecuencia para determinar el titulo de anticuerpos presenta en un
individuo. Esta consiste en incubar suero de interés en una lamina

porta-objetos previamente fijada con antigeno o parasitos enteros.
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Se agrega anticuerpo secundario ligado a fluoréforos para
detectar los anticuerpos unidos al antigeno fijado. Se evalta la
lamina en un microscopio de fluorescencia (Siachoque H, 2006).
Una ventaja es el posible uso de parasitos enteros, sin necesidad
de usar grandes volumenes de antigeno purificado como lo
requerian las técnicas previas. Ademas, es capaz de detectar
titulos de anticuerpos menores a la HAIL. Sin embargo, ambas
técnicas son subjetivas por ser determinadas a simple vista y la
estandarizacion no es posible (Drakeley C, 2009).

Actualmente, el ensayo de inmuno-absorbancia ligado a enzimas
(ELISA, por sus siglas en inglés) es la técnica mas usada a nivel
mundial para detectar anticuerpos especificos a un antigeno
(Cook, Reid, lavro, Kuwahata, Taleo, & Clements, 2010), (Chidi,
2011), (Drakeley, y otros, 2005), (Enevold, 2007). El principio es
el mismo que en IFA pero, en este caso, el antigeno se encuentra
fijado en una placa de microtitulacién de poliestireno. El ligando
es una molécula capaz de adherirse al anticuerpo que esta unida
a una enzima como la peroxidasa u oxidasa. El ligando unido se
visualiza mediante la adicion de un sustrato incoloro el cual actia
como ligando de la enzima; finalmente, se obtiene un producto
coloreado cuya intensidad es medida en un espectrofotémetro
(Siachoque H, 2006). Esto permite que la técnica se pueda
estandarizar y obtener varios resultados en solo pocos minutos.
El ensayo es de costo moderado, en comparacién con otras
técnicas, y facil de realizar. El primer ensayo de ELISA que
detecté anticuerpos contra P. falciparum y P. vivax usando
antigeno de P. knowlesi fue realizado por Voller y colaboradores
(Voller, 1975).

La mayoria de estudios realizan medidas individuales de los
anticuerpos especificos y luego determinan la exposicion de la
poblacion frente al parasito. Sin embargo, en el 2010 Ambrosino
y colaboradores desarrollaron por primera vez un ensayo de
deteccion multiple para 13 antigenos de P. falciparum para

determinar la exposicion de los individuos al parasito y ademas a
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2.1.8

2 antigenos de Anopheles gambiae pues se ha reportado que el
sistema inmunoldgico humano también responde a antigenos del
mosquito (Ambrosino, y otros, 2010). La técnica desarrollada fue
rapida, reproducible y requiere de poco volumen de suero. Por lo
tanto, se describe como un método potencial para grandes
barridos donde se cuente con poca muestra por cada individuo.
Ademas, en el 2012 Jepsen y colaboradores determinaron el
beneficio de usar un ensayo con multiples antigenos frente a usar
IFA para determinar la exposicion de una persona (Jepsen, 2012).
El ensayo multiple se basa en el uso de microesferas y, en este
estudio, tuvo mayor sensibilidad que el IFA y redujo la lectura a
un solo valor.

También en el 2010, Crompton y colaboradores desarrollaron un
microarreglo capaz de medir la respuesta humoral de las
personas frente a 5400 proteinas del genoma de P. falciparum
(Crompton, 2010). Ellos evidenciaron el gran aumento de
anticuerpos en nifios durante la época de alta transmision. Sin
embargo, la mayoria de estas respuestas fueron de corta duracion
pues no llegaron a prevalecer a lo largo de toda la temporada alta.
Se evidencio el modesto incremento de anticuerpos a medida que
aumenta la edad del individuo. Ademas, fue estadisticamente
significativo los mas altos niveles de anticuerpos en nifios
infectados con P. falciparum que no desarrollaron la enfermedad
frente a los que si la desarrollaron. Este método, ademas, puede
dar mejor evidencia frente a la antigenicidad que tienen las
proteinas de Plasmodium spp. frente al ciclo de vida en el que se

encuentre.

VIDA MEDIA DE LOS ANTICUERPOS DE MALARIA

En el caso de malaria, diversos estudios han descrito la respuesta
inmunoldgica humana que se desarrolla en presencia del parasito
(Achtman, Bull, Stephens, & Langhorne, 2005). En el 2003, Barid

y colaboradores reportaron que la aparicion de anticuerpos contra
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P. falciparum toma un periodo de 2 semanas después de ser
reconocido por el sistema inmunolégico (Baird, 2003). En el 2005,
Achtman y colaboradores realizaron una revision bibliografica
acerca de la vida de la respuesta inmunoldgica hacia los estadios
en sangre de malaria. En este momento, es importante sefialar
que se describe como respuesta inmunolégica a todo producto
elaborado por el sistema inmunoldgico que tenga como fin la
eliminacién del agente etioldgico. Esta respuesta incluye la
produccion de anticuerpos que pueden ser en niveles muy bajos
para ser funcionales y los niveles adecuados para producir una
respuesta. No obstante, conocer la vida media de la respuesta
inmunoldgica humoral total, da informacién acerca de la vida
media de los anticuerpos funcionales. Incluso se podria decir que
la vida media de los anticuerpos no funcionales establece el
tiempo minimo de vida media que tendrian los anticuerpos

funcionales.

Achtman sefala que todos los estudios que busquen determinar
el tiempo de vida de la respuesta inmunoldgica especifica a
malaria, deben considerar algunos factores criticos: diferenciacion
entre inmunidad anti-parasitica e inmunidad clinica, la edad del
grupo de estudio y la continuidad de exposicion al parasito; que
influyen en la vida media que tendra el anticuerpo. Ademas,
sefala que los niveles de anticuerpos caeran, segun se reduzca
la exposicion al parasito (Achtman, Bull, Stephens, & Langhorne,
2005).

Por otro lado, en la revision realizada por Achtman, se sefiala que
algunas respuestas de anticuerpos especificas a malaria son de
corta vida mientras que otras son persistentes. La diferencia de la
vida media de los anticuerpos radica en la naturaleza del
antigeno. Por esto, las observaciones son tan variables (Achtman,
Bull, Stephens, & Langhorne, 2005).

Tras la infeccion, en ausencia de parasito, Abdel y Kinyanjui junto
con sus colaboradores observaron que el nivel de anticuerpos
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permanece constante por un periodo de 2 afios en ausencia de
re-infeccion (Abdel-Latif, Dietz, Issifou, Kremsner, & Klinkert,
2003) (Kinyanijui, Bull, Newbold, & Marsh, 2003). Incluso, en 1986,
Druilhe reportd que anticuerpos contra el esporozoito son
capaces de persistir por 6 y 10 afios después de que el individuo
haya salido de una zona endémica (Druilhe, 1986). Mas
sorprendente aun es el caso reportado en Brasil por Braga y
colaboradores donde a raiz de un brote de 50 dias de P. vivax, se
registraron anticuerpos especificos a la proteina del
circunsporooito (CSP) hasta 7 afios después de eliminado el brote
(Braga, Fontes, & Krettli, 1998). Por esta evidencia, se puede
decir que los anticuerpos pueden vivir por afios a pesar de que no
haya reinfeccion. Sin embargo, los estudios realizados por Braga,
Druilhe, Abel y Kinyanjui no especifican cdmo determinaron la
ausencia de exposicion al parasito. En base a esta evidencia, en
el 2005, Drakeley propuso que los anticuerpos pueden ser
mantenidos por hasta 50 afios cuando la infeccién en ausencia de
tratamiento antimalarico. Las infecciones sub-patantes, por
ejemplo, pueden ser capaces de mantener estas respuestas.
Ademas, indic6 que la vida media de los anticuerpos especificos
a Plasmodium spp. es al menos de 10 afios (Drakeley, y otros,
2005).

Por otro lado, también existe evidencia de que los anticuerpos son
de vida corta. Algunos anticuerpos se reducen en 66% entre los 3
y 9 meses después de eliminar la infeccion. La disminucion de la
prevalencia de anticuerpos es comun tras eliminar al agente
infeccioso. Sin embargo, se da con mas rapidez tras eliminar a
Plasmodium sp. en comparacién con otros agentes infecciosos
(Achtman, Bull, Stephens, & Langhorne, 2005).

Por otro lado, si se trata de una infeccion recurrente, como la que
es provocada por P. vivax o P. ovale, el desarrollo de la respuesta
inmunoldgica sera diferente y debe también ser considerado

cuando se quiera determinar la vida media de anticuerpos
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especificos a malaria (Achtman, Bull, Stephens, & Langhorne,
2005).Esto, debido al caracteristico ciclo biolégico de ambos
parasitos. Permanecer en el hospedero en estado de dormancia
y producir infecciones recurrentes origina una situacion donde el
individuo estara continuamente expuesto al parasito. Aunque aun
no se entiende su efecto sobre el desarrollo de anticuerpos, es
importante considerar la peculiaridad de esta situacion.

DETERMINACION DEL PUNTO DE CORTE

Los estudios de epidemiologia basados en serologia determinan
si una muestra es sero-positiva 0 sero-negativa cuando el
resultado se compara con el de una persona no expuesta
previamente al antigeno o proteina blanco en cuestion. A estos
individuos se les considera virgenes ante dicho antigeno. Se
calcula la media y desviacion estandar de los individuos no
expuestos. Luego, a la media se le suma 3 veces la desviacion

estandar y se determina al punto de corte.

Sin embargo, en una zona endémica de malaria, no es facil
identificar a individuos no expuestos previamente al parasito.
Aunque algunos estudios usaron a personas sin historia previa de
malaria como personas no expuestas al parasito (Ak, y otros,
1998). Con mayor frecuencia, se incluyen a individuos de regiones
no endémicas de malaria para determinar el punto de corte
(Baumann, y otros, 2012), (Cavanagh, y otros, 1998), (Drakeley,
y otros, 2005) y (Kobayashi, Chishimba, Shields, Hamapumbu, &
Mharakurwa, 2012), (Perraut, y otros, 1990). Por lo general, los
individuos que residen en zonas no endémicas son de diferente
etnicidad y viven en ambientes geograficos diferentes (Por
ejemplo: Norte Americanos o Europeos). En consecuencia, la
muestra usada para determinar el punto de corte no comparte la

caracteristicas genéticas y biolégicas con la poblacion a estudiar.
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Por esto, la composicion serologica que ellos tendrian no es

comparable con la de la poblacion de estudio.

Como meétodo alternativo, en el 2008, Corran y colaboradores
definieron que los valores de densidad o6ptica (O.D) de la
poblacion de interés se comportan como 2 subpoblaciones, dando
como origen un modelo mixto (Corran, Cook, Lynch, Leendertse,
Manjurano, & Griffin, 2008). En este modelo, con los resultados
de los valores de densidad Optica se plotean 2 curvas gaussianas.
Una de ellas representa a la subpoblacién no expuesta (curva
mas angosta) y la otra a la subpoblacion expuesta (curva mas
ancha). Por esto, a partir de de la medicion de una variables
cualitativa que refleje el valor de O.D, es posible determinar 2
curvas Gaussianas. Tras obtener las curvas, se halla el promedio
y desviacién estandar de cada subpoblacion. Luego, como se
hace regularmente, se utiliza la media y desviacion estandar de la
subpoblacién no expuesta. EI nimero de veces que se suma la
desviacion estandar cambia segun los estudios. Algunos utilizan
2 desviaciones estandar mas de la media (Twohig, 2019) e
incluso algunos determinan sueros super-positivos con el uso de
5 desviaciones estandar mas a la media (Baumann, y otros,
2012). Sin embargo, por lo general se utilizan 3 desviaciones
estandar pues representa el 99% de probabilidad de pertenecer a
la poblacién que modela esa distribucion normal (Abu-Zeid, y
otros, 2002).

El principio base se mantiene, pero se superan las limitaciones
del método convencional donde el punto de corte se determinaba
con mientras de otra poblacion. Las caracteristicas de esta
poblacion no necesariamente reflejaban la naturaleza de la
poblacion de interés. Por lo tanto, el uso de modelos mixtos
supera esa limitacion pues identifica a los verdaderos individuos

no expuestos al parasito, en el area de estudio.

Finalmente, a partir de la publicacion en el 2008 (Corran, Cook,
Lynch, Leendertse, Manjurano, & Griffin, 2008) los modelos
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mixtos fueron implementados en varios estudios sero-
epidemiologicos para determinar el punto de corte. Se utilizé en
Vanuatu (Cook, Reid, lavro, Kuwahata, Taleo, & Clements, 2010),
Cambodia (Cook, y otros, 2012), Somalia (Bousema T D. C.,
2010) y la isla de Bioko (Cook, y otros, 2011).

2.1.10 FACTORES SOCIO-EPIDEMIOLOGICOS

La relacién de la condicion de seropositividad de anticuerpos
contra el parasito de malaria con otras variables, es un analisis
que ayuda a asociar factores de riesgo en la poblacién. Un factor
de riesgo, es definido por la OMS como cualquier rasgo,
caracteristica o exposicion de un individuo que aumente su
probabilidad de sufrir una enfermedad o lesion (Organizacion
Mundial de la salud, 2014). En los estudios sero-epidemioldgicos
se busca encontrar factores de riesgo asociados a la exposicion
de una persona frente al agente etiolégico de malaria.

Diversos estudios han identificado factores de riesgo asociados a
exposicién en zonas de alta (Bioko), media y baja endemicidad
(Cambodia) (Cook, y otros, 2012). Por ejemplo, Cook report6é que
los niveles de anticuerpos, aumenta cuando las personas viajan a
areas de mayor endemicidad, tanto contra P. vivax y P.
falciparum. Ademds, las personas que reportaron mayores
ingresos econdmicos presentaron menor nivel de anticuerpos
contra P. falciparum (Cook, y otros, 2012).

En el 2012, Baumann encontré que los titulos de anticuerpos
especificos a GLURP son menores en personas que tienen
mosquiteros. Sin embargo, no existe diferencia en los titulos de
anticuerpos especificos a MSP3 entre las personas que usan
mosquiteros o no (Baumann, y otros, 2012). Mas interesante aun
es que los niveles de anticuerpos no difieren entre los que usan

frecuentemente los mosquiteros y el resto de la poblaciéon. Por lo
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tanto, la proteccion que confiere el mosquitero puede estar
relacionada netamente con su uso permanente mMAas no
intermitente. Ademas, las personas que tuvieron casos de malaria
previa, en un periodo de 12 afios, tuvieron respuestas ligeramente
positivas a ambos antigenos, demostrando la utilidad de los
marcadores serolégicos para identificar la exposiciéon de una
persona frente al parésito.

El género también ha sido estudiado. En el 2012, Pathak
demostré por varios métodos estadisticos que después de la
pubertad, los hombres tienen mas riesgo a tener malaria clinica
gue las mujeres (tanto casos por P, falciparum como P. vivax). La
mismo se observa en ratones donde machos no expuestos a
Plasmodium spp. son infectados y desarrollan la enfermedad
mientras que las hembras no. Este modelo establece una clara
relacion donde la testosterona favorece el desarrollo de malaria
mientras que los estrégenos se relacionan con resistencia a
malaria. Sin embargo, aun no es concluyente. Otra posibilidad es
el frecuente consumo de alcohol en varones que en mujeres. El
consumo de alcohol afecta la funcionalidad del higado, érgano
importante en el desarrollo de respuesta inmune de los estados
sanguineos (Pathak, y otros, 2012).

Ademas, la cercania de las personas a fuentes de agua también
ha sido asociado a contribuir con la exposicion a Plasmodium spp.
Debido a que la enfermedad se transmite a través de mosquitos y
gue éstos se desarrollan en ambiente humedos; en el 2012
Baumann y colaboradores concluyeron que las personas
residentes en areas cercanas a fuentes de agua tienen mayor
riesgo a contraer la enfermedad (Baumann, y otros, 2012). Cabe
mencionar que este estudio no se basa en el uso de marcadores
serologicos sino en casos de malaria identificados por
microscopia. En contraste, Wilson y colaboradores, encontraron
gue a medida que aumenta la distancia entre la residencia y el
cuerpo acuoso, no se reducen los niveles de IgG3 en adultos. Sin

embargo, en ese mismo estudio también concluye que no es
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posible identificar patrones especiales de exposicion con
informacion seroldgica en adultos, solamente en nifios (Wilson, y
otros, 2007). Por lo tanto, a raiz de ambas observaciones no es
posible concluir si los cuerpos acuosos verdaderamente son un
factor de riesgo a Plasmodium spp.

En el 2009, tras un proceso de revision bibliografica, Protopopoff
y colaboradores fueron capaces de establecer 3 categorias que
explicaban el riesgo de contraer malaria. Para Protopopoff existen
factores ambientales, biolégicos, sociales-economicos vy
culturales cuya interaccion aumenta el riesgo de estar infectado
(Protopopoff, y otros, 2009) .Algunos han sido identificados como
factores de riesgo en estudios previos, pero aqui Protopopoff
busco generalizar los hallazgos individuales bajo la premisa de
que en cada zona la exposicidbn a malaria varia segun multiples

factores especificos a las caracteristicas de la poblacion o region.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Material de laboratorio

Equipos e instrumentos

- Lector de microplacas de ELISA (Chameleon V)
- Micropipeta simple y multicanal
- VortexGenie 2
Reactivos
- Antigeno: Plasmodium falciparum PfAMA-1
- Antigeno: Plasmodium vivax PvAMA-1
- anti-lgG humano (H+L) (Chemicon)
- Tampon Tris 0.125M pH 6.8
- PBS0.01MpH 7.4
- PBS-Blotto 0.01M pH 7.4
- PBS-Tween 0.01M ph 7.4
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- PBS-Blotto-Tween: 250 mL PBS-Blotto + 125uL Tween 20
(0.05%)

- Tampon ABTS (Roche)

- Tabletas de 50mg de ABTS (Roche)

- Agua

Materiales
- Placas de ELISA de 96 pozos (Costar)

- Tips para pipetas de 20uL, 200uL, 300uL y 1000uL

3.2 Material biologico
Muestra de sangre obtenida de personas residentes en 2 localidades

(José Carlos Mariategui, Esteban Pabletich) de la costa norte del Pera.
A la cuales se les aplico un censo tal como se detalla en la tabla 1. La
muestra de estudio incluye solamente residentes que aceptaron

participar del estudio.

3.3 Ensayo de Elisa

El ensayo de ELISA usado se basa en el protocolo descrito previamente
(Corran, Cook, Lynch, Leendertse, Manjurano, & Griffin, 2008). La
utilidad de la serologia para estimar exposicion al parasito de la malaria,
depende del hallazgo de marcadores serologicos adecuados (Drakeley,
y otros, 2005). Se trabajé con antigenos PfAMA-1, una proteina
recombinante expresada en la levadura metilotrofica Pichia pastoris
(Roestenberg M, 2008) de P. falciparum y la proteina recombinante
PVAMA-1 expresada en la bacteria Escherichia coli (Morais CG, 2006)

de P. vivax.

Los anticuerpos se eluyeron en 2 mL de Solucion Buffer Fosfato (PBS)-
Blotto-Tween a partir de un disco de 5mm de diametro de papel filtro que
conteniala muestra de sangre, y que equivalia a una dilucién de suero

1:400, aproximadamente. Los anticuerpos IgG contra ambos antigenos
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se detectaron en ensayos independientes, empleando la metodologia
estandar del ensayo de ELISA indirecto.

Los antigenos utilizados, las proteinas recombinantes PfAMA-1 y
PVAMA-1, se diluyeron en PBS a una concentracion final de 2ug/mL, y
se coloc6 200 pL de la solucion a cada pozo de placas de ELISA a 4°C
durante toda la noche, por duplicado (paso 1, figura 1). Las placas se
bloquearon usando 200 pL de PBS con 1% (peso/volumen) de leche en
polvo a temperatura ambiente, durante 1 hora (paso 2, figura 1).
Posteriormente, las placas se lavaron con 200 puL de PBS mas Tween20
(PBS-T) al 0.05%. Se adiciondé por duplicado 300 pL de muestra
(preparada anteriormente) en cada pocillo de la placa para PvAMA-1 y
PfAMAL (paso 3, figura 1). Finalmente, las placas se incubaron durante

1 hora a temperatura ambiente.

Un grupo de muestras de suero hiperinmune, colectadas de 5 adultos
residentes en areas endémicas de Malaria, se incluyeron por duplicado
como control positivo en cada placa para monitorear las variaciones
entre las placas, en los diferentes dias de procesamiento (diluido 1:400
en PBS-Bloto). También se incluyé suero de 5 adultos residentes en
areas no endémicas de Malaria, y que nunca fueron expuestos a la
enfermedad como control negativo (diluido 1:400 en PBS-Bloto).
Finalmente, en cada placa se incluy6 pocillos sin muestra de suero como

controles “blanco”.

Después, se removieron las muestras y se lavaron las placas 3 veces
con 300 puL de PBS-T por pozo (paso 4, figura 1). Luego, se revelaron
usando conjugado de peroxidasa de conejo anti-lgG humano (H+L)
(Chemicon) diluido 1:5000 en PBS-T (paso 5, figura 1). Luego se removié
el exceso de conjugado con 5 lavados con PBS-T (paso 6, figura 1). A
cada pocillo de las placas se les agregé 200 pL de solucién sustrato
(ABTS + H202) el cual cambia de incoloro a verde cuando la reaccion
es positiva (paso 7, figura 1). Finalmente, las placas se leyeron a 415nm.
(Lector Biotek, Synergy H1). Figura 1. Los valores de densidad éptica

(O.D, por sus siglas en inglés) registrados se almacenaron.
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Figura 1. Prueba de ELISA indirecto.
3.4 Proceso de recoleccion de datos

Las muestras se obtuvieron de 1925 personas, visitando cada casa de en
el distrito de Bellavista. Este es uno de los 8 distritos de la Provincia de
Sullana, ubicado en el departamento de Piura, donde habitan
aproximadamente 36,680 personas. Su Longitud Oeste es de 80°40'48,
su Latitud Sur es 04°53'57, y se encuentra a una altura de 40 msnm.

Se incluy6 en el estudio 2 localidades del distrito de Bellavista, Jose
Carlos Mariategui (JCM) y Esteban Pavletich (EP) entre los meses de
Mayo y Junio del afio 2010.

En cada casa se solicitd permiso al jefe de familia para realizar la toma de
examenes pertinentes y llenar las encuestas epidemiolégicas a todos los
miembros del lugar, previa firma del Consentimiento Informado para
adultos, y asentimiento informado y consentimiento de padres en caso de
menores de edad. Por si algiin miembro de la casa no hubiese estado
presente al momento de realizar el censo, se visitd la vivienda en 2
oportunidades adicionales con el fin de captar a aquellos miembros

ausentes.
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Se excluyo del estudio a todas las personas que no residian en el area de
estudio, aquellos que no firmaron el consentimiento informado o que no
cumplieron con los requisitos de inclusion: presentar desnutricion severa,

desdérdenes neurosiquiatricos o antecedentes como epilepsia o demencia.

Finalmente, se tomd una muestra de sangre para realizar evaluaciones
por microscopia (gota gruesa vy frotis) y estudios serologicos (Papel filtro
Whatman de grado 3, Whatman, Springfield Mill, EEUU). Una vez secas
las muestras en papel filtro, se guardaron en bolsas plasticas con
desecante, y almacenadas a 4° C bajo oscuridad, en un ambiente del
Instituto de Medicina Tropical “Alexander von Humboldt”, para luego ser
procesadas. En este estudio se incluyeron 1925 muestras de papel filtro
(tabla 1)

Tabla 1

NUmero de muestras recolectadas

Localidad Censo Encuestas Muestras en
Epidemioldgicas papel filtro
José Carlos 1364 799 797
Mariategui
Esteban Pabletich 2092 1131 1128
Total 4585 2673 1925

3.5 Plan de andlisis de datos

3.5.1 Analisis de seropositividad
Las OD corregidas fueron calculadas restando la media del OD

de los controles negativos para cada una de los valores obtenidos
de cada pozo. Para asegurar la estandarizacion de las muestras
entre las placas de ELISA se calcul6 el porcentaje de positividad
(PP) de cada antigeno usando el OD del control positivo como el
100%.
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El punto de corte de positividad fue generado usando el modelo
mixto descrito por Corran (Corran, y otros, 2008). El modelo define
puntos de cortes para pruebas diagnosticas a nivel poblacional sin
gold estandar que compare los resultados. Consiste en ajustar la
distribucion normalizada de las densidades 6pticas a la suma de
dos distribuciones gaussianas usando métodos de maxima
verosimilitud. La distribucion de los resultados seronegativos es
mas angosta y la de seropositivos es mas amplia. El punto de
corte es definido a tres desviaciones estandar mas de la media

del PP de los seronegativos.

3.5.2 Operacionalizacién de variables

Seropositividad: Para el presente estudio, un individuo
seropositivo fue definido como aquel que excede el
punto de corte (definido por el modelo mixto) en al
menos uno de los antigenos analizados (PVAMA-1
o PAMA-1).

Seronegatividad: Un individuo seronegativo fue definido como
aguel que no excede el punto de corte (definido por
el modelo mixto) en ambos antigenos (PVAMA-1 y
PfAMA-1).

3.6 Descripcidén de variables

En base a los objetivos especificos sefalados, las variables usadas en
este estudio se detallan en la tabla 2. En la parte superior de la tabla
estdn las variables que permiten determinar la prevalencia de
anticuerpos especificos a P. falciparum y P. vivax. En la segunda parte
de la tabla estan todas las variables socio-epidemioldgicas analizadas
para identificar los factores de riesgo asociados a estar expuestos a

malaria.

35



Tabla 2
Variables utilizadas en el estudio.

Nombre de la variable Caracteristicas de la Escala de
variable medicién

Variables utilizadas para determinar la prevalencia de anticuerpos especificos

Porcentaje de positividad a Cuantitativa y discreta Consignar nimero
PvAMA-1
Porcentaje de positividad a Cuantitativa y discreta Consignar nimero
PfAMA-1
Seropositivo a PvAMA-1 Cualitativa, dicotémica y 0=No, 1=Si
nominal.
Seropositivo a PFAMA-1 Cualitativa, dicotémica y 0=No, 1=Si
nominal.
Seropositivo al menos a1l Cualitativa, dicotomica y 0=No, 1=Si
antigeno nominal.
Seropositivo a ambos Cualitativa, dicotomica y 0=No, 1=Si
nominal.

Variables utilizadas para determinar factores de riesgo asociados a exposicion

Género Cualitativa, dicotémica y 1=masculino,
nominal. O=femenino
Edad Cuantitativa y continua. Consignar nimero en
afios
Grupo de edades Cualitativa y nominal. 1=de 0.5 a 5 afios;

2=de 6 a 10 afos;

3=de 11 a 19 afos;

4= de 20 a 39 afos;
5= de 40 a mas

Nivel de instruccion Cualitativa y nominal. 0=no sabe leer, ni
escribir; 1=primaria
2=secundaria;

3=superior

Historia de malaria Cualitativa, dicotdmica y 0=No, 1=Si
nominal.

Tiene ingresos por persona Cualitativa, dicotémica y 0=No, 1=Si
nominal.

Trabajé en chacra el Gltimo afio Cualitativa, dicotémica y 0=No, 1=Si
nominal.
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Trabajé como obrero el Gltimo Cualitativa, dicotémica y 0=No, 1=Si

afno nominal.

Trabajo como comerciante el Cualitativa, dicotémica y 0=No, 1=Si
ultimo afio nominal.

Trabajé como mototaxista el Cualitativa, dicotémica y 0=No, 1=Si
ultimo afio nominal.

3.7 Analisis de datos

La base de datos fue generada en Excel, y analizada usando el paquete
estadistico STATA. Los resultados son expresados en frecuencias
absolutas y relativas. Se evalué el riesgo de ser seropositivo en relacién
a los siguientes factores como: comunidad a la que pertenecen, distancia
al tren, genero, edad, educacion, actividad econémica, ingreso mensual,
trabajo como agricultor, trabajo como moto taxista en el Gltimo afio y
episodios en el Ultimo afo. Para el analisis de asociacion de factores de
riesgo a exposicion, no se incluyeron nifios menores de medio afio
porque aun no producen una respuesta inmunoldgica propia, sino que

reciben los anticuerpos maternos.

En el analisis bivariado con la variable dependiente (serologia positiva),
se tabul6 cada caracteristica segun su condicion de seroprevalencia.
Después de obtener las frecuencias absolutas y relativas, se utilizé la
prueba de Chi-cuadrado y la regresion logistica simple entre la variable
dependiente (seroprevalencia) y las variables independientes (factores

socio-epidemioldgicos).

Posteriormente todas las variables independientes que resultaron
significativas en la regresién logistica bivariada, con un p<0.2, fueron
ingresadas a un analisis de regresion logistica multivariado a fin de
identificar las variables que verdaderamente se encontraban
independientemente asociadas a la seropositividad para malaria. El

analisis se ajustd considerando las caracteristicas del muestreo,
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3.8

4.

tomando a la vivienda como unidad primaria de muestreo y a las

comunidades como estrato.

Consideraciones éticas

El presente estudio utiliz6 informacion colectada del estudio “Dinamica
de Transmisién de la Malaria en la Costa Norte peruana” (DTMCN,
Caodigo SIDISI: 056736), el cual cont6 con la aprobacion respectiva del
Comité Institucional de Etica de la Universidad Cayetano Heredia (CIE-
UPCH).

RESULTADOS

4.1 Caracteristicas de la poblacion de estudio

En la muestra total, la mayoria de datos provienen de EP (58.6%) y son
mujeres (60.42%). Ademas, los grupos etarios se encuentran distribuidos
asi: 16.47% (317) niflos menores de 6 afos; 13.71% (264) entre los 6 y
10 afos de edad; 18.29% (352) entre los 11 y 19 afios de edad; 33.4%
(636) entre los 20y 39 afios de edad y 18.49% (356) mayores de 40 afos.
Ademas, de todos los encuestados, 18.49% indicé no saber leer ni
escribir; 39.53% tener educacion primaria; 34.96% tener educacion
secundaria y 7.06% tener educacién superior. Sin embargo, esta
informacién también incluye a recién nacidos y nifios menores de 5 afios,
para cuya edad no se espera sean capaces de leer y/o escribir en su
totalidad. Por esto, no se puede hacer conclusiones respecto a la
educacion de la muestra.

Respecto a las caracteristicas econdmicas de la muestra, 75.32 % indico
no recibir ningan sueldo mientras que 10.03% indico recibir menos a 650
soles mensual y el 12.36% igual o mas a 650 soles. Sin embargo, estos
datos estadisticos incluyen personas no aptas para trabajar (nifios,

estudiantes y personas retiradas). Segun la actividad econémica que

38



realizan con frecuencia son: ama de casa (26.49%), obrero (7.48%),
comerciante (9.92%), mototaxista (2.7%) y agricultor (1.82%). Las
personas que reportan haber trabajado como agricultor, mototaxista en
el ultimo afio son 2.75%, 2.81%, respectivamente.

Por otro lado, en esta zona de baja transmision de la enfermedad,
87.69% indico no haber tenido un episodio de malaria nunca en su vida
mientras que 10.86% dijo si haber tenido al menos un episodio y el 1.85%

indico haber tenido 2 o mas episodios.

Tabla 3

Factores socio-epidemiologicos analizados en el estudio.

Caracteristica Descripcién n %

Caracteristicas socio-econémicas

Comunidad Esteban Pavletich (EP) 1128 58.6
José Carlos Mariategui (JCM) 797 41.4
Distancia del tren <100 689 35.79
100-250 1053 54.70
>250 183 9.51
Género Femenino 1163 60.42
Masculino 762 39.58
Grupos de edades (afios) 0-5 317 16.47
6-10 264 13.71
11-19 352 18.29
20 -39 636 33.4
>=40 356 18.49
Educacion No sabe leer ni escribir 354 18.39
Primaria 761 39.53
Secundaria 673 34.96
Superior 136 7.06
Datos perdidos 1 0.05
Ingreso econémico ninguno 1450 75.32
<650 193 10.03
>=650 238 12.36
Datos perdidos 44 2.29
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Actividad econ6mica Ninguna (Nifios, estudiantes, 911 47.32
personas retiradas, datos

perdidos)

Agricultor 35 1.82
obrero 144 7.48
mototaxista 52 2.7
Comerciante 191 9.92
ama de casa 510 26.49
Otro 73 3.79

En los Gltimos 12 meses trabajé como:

Agricultor No 1872 97.25
Si 53 2.75
Mototaxista No 1871 97.19
Si 54 2.81

Caracteristicas epidemioldgicas:

Historia de Malaria No 1688 87.69
1 episodio 209 10.86
2 0 mas episodios 28 1.45

Nota: n= nimero de muestras.

4.2 Prevalencia de anticuerpos contra el parasito

Después de saber las caracteristicas basales de la muestra, se procedio
a calcular la prevalencia de personas con anticuerpos especificos a cada
parasito de malaria. Para esto, primero se calcul6 el porcentaje de
positividad de cada muestra, para luego establecer si es mayor o menor
al punto de corte que se determind con anterioridad.

Para determinar la prevalencia, se reportaron resultado de 1856
muestras para el antigeno PfAMA-1 y 1863 muestras para el antigeno
PVAMA-1 de las 1925 muestras totales con las que se contaba. La
prevalencia de anticuerpos contra PFAMA-1 (158/1856) es de 8.51%, con
un intervalo de confianza de 7.3% a 9.91%. Por otro lado, la prevalencia
de anticuerpos contra PVAMA-1 (294/1863) es de 15.78% con un
intervalo de confianza de 14.07% y 17.65% (Tabla 4: Seroprevalencia

segun antigeno).

Tabla 4
Seroprevalencia de PfAMA y PvAMA.

Antigeno  Prevalencia IC al 95% Muestra  Poblacién
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PFAMA-1 8.51 7.3-9.91 158 1856
PvAMA-1 15.78 14.07 - 17.65 294 1863

Nota: IC = indice de confianza

4.3 Factores de riesgo asociados a la exposicion al parasito

Tras determinar qué muestras eran seroprevalentes y cuales no, se pasoé
a analizar la asociacion de ser seroprevalente con diversos factores
socio-epidemiolégicos. Para este andlisis se tomaron las

consideraciones descritas previamente.

4.3.1 Factores asociados a P. vivax
Los factores de riesgo se identificaron usando una regresion

logistica simple (Tabla 5: Factores de riesgo para la exposicion
a P. vivax — Andlisis bivariado), considerando 95% de
confianza. Se identifico la edad, el nivel de instruccion, la
distancia de la casa al dren, tener ingreso econémico, haber
tenido episodio previo de malaria y ser agricultor o mototaxista
como factores independientemente asociados a la exposicion

por P. vivax.

Tabla 5

Factores de riesgo para la exposicién a P. vivax — Andlisis bivariado.

Factor Categoria Seropositivo n (%) N OR IC al 95%
Comunidad EP 130 (11.95%) 1088 1*
JCM 164 (21.16%) 775 1.98 15-2.59
Grupo de 0-5 9 (3.08%) 292 1*
Edades
6-10 18 (6.98%) 258 2.36 1.03-5.38
11-19 46 (13.29%) 346 4.82 2.14-10.85
20-39 126 (20.42%) 617 8.07 3.78-17.21
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Mas de 40 afios 95 (27.14%) 350 11.71 5.3-25.88
Género Femenino 189 (16.79%) 1126 1*
Masculino 105 (14.25%) 737 0.82 0.64 - 1.05
Nivel de No lee ni escribe 23 (6.99%) 329 1*
Instruccion
Primaria 127 (17.07%) 744 2.74 1.64 - 457
Secundaria 121 (18.47%) 655 3.01 1.82-5
Superior 22 (16.42) 134 2.61 1.36-5
Distancia <100 69 (10.27%) 672 1*
de lacasa 1.36 - 2.59
al dren 100 — 250 m. 179 (17.69%) 1012 1.88
>250 46 (25.7%) 179 3.02 1.89 - 4.82
Ingreso No 190 (13.54%) 1403 1
Econdmico
Si (< 650 PEN) 41 (21.93%) 458 1.79 1.22-2.64
Si (= 650 PEN) 56 (24.03%) 233 2.02 1.44-2.83
Tuvo No 217 (13.31%) 1630 1*
episodio
previo _de 1 episodio 62 (30.24%) 205 2.83 2.01-3.95
malaria
2 0 mas episodios 15 (53.57%) 28 7.51 3.53-15.94
En los dltimos 12 meses, trabajé como:
Agricultor
No 277 (15.3%) 1810 1*
Si 17 (32.08%) 53 2.61 1.34-5.08
Motocarrista
No 281 (15.51%) 1812 1*
Si 13 (25.49%) 51 1.86 1-3.47

Nota: OR= Odds Ratio; 1*= Ausencia de asociacion, IC = indice de confianza.

Luego, los factores que mostraron significancia fueron incluidos
en un modelo de regresion logistica multivariada, ajustado a las
condiciones de la encuesta (Tabla 6: Factores de riesgo para la
exposicion a P. vivax — Analisis multivariado). Tras este andlisis,

resultdé que los individuos que viven en la localidad de JCM
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tienen 2,07 mayor probabilidad de estar expuestos al parasito
en comparacion a los residentes de la localidad de EP, por otro
lado los individuos con intervalos de edades de 6 a 10 afios, 11
a 19 afos, 20 a 39 afos, y aquellos mayores de 40 afios
tuvieron respectivamente 2.58, 5.48, 8.83 y 16.03 mayor
probabilidad de haber sido expuestos a P. vivax cuando se le
comparo con los menores de 5 afios. Ademas, los individuos
gue viven a una distancia entre 100 y 250 metros del dren tienen
1.88 mayor probabilidad de estar expuesto al parasito, mientras
gue si la persona vive a menos de 100 metros pues el riesgo es
2.82 veces mayor, en comparacion con las personas que viven

a mas de 250 metros del dren.

Tabla 6
Factores de riesgo para la exposicion a P. vivax — Analisis
multivariado.
Factor Categoria OR ajustado IC al 95%
Comunidades EP 1*
JCM 2.07 1.56 - 2.77
Grupo de Edades 0-5 1*
6-—10 2.58 1.11-5.96
11-19 5.48 2.40-12.49
20-39 8.83 4.07 - 19.14
Mas de 40 afios 16.03 7.01-36.61
Distancia de la >250 m. 1*
casaal tren
100 — 250 m. 1.88 1.37 - 2.60
<100 m. 2.82 1.73 - 4.63

Nota; OR= Odds Ratio; 1*= Ausencia de asociacion, IC = indice de confianza.
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4.3.2 Factores asociados a P.falciparum

Para identificar los factores de riesgo asociados a ser
seropositivo, se realiz6 una regresion logistica simple (Tabla 7:
Factores de riesgo para la exposicion a P. falciparum — Analisis
univariado). Tras este analisis, la comunidad en la que se vive,
la edad, el nivel de instruccion y haber trabajado como agricultor
0 mototaxista en el Ultimo afio se presentan como variables

asociadas a la exposicion a P. falciparum.

Tabla 7
Factores de riesgo para la exposicion a P. falciparum — Analisis
univariado.
Factor Categoria Seropositivo N OR IC al 95%
n (%)
Comunidad
EP 95 (8.79%) 1081 1*
JCM 63 (8.12%) 775 0.92 0.64-1.3
Grupo de 0-5 16 (5.52%) 290 1*
Edades
6-10 9 (3.49%) 258 0.62 0.28-1.38
11-19 14 (4.08%) 343 0.73 0.35-1.51
20-39 72 (11.67%) 617 2.26 1.31-3.89
Mas de 40 afios 47 (13.51%) 348 2.67 1.49-4.79
Género
Femenino 106 (9.46%) 1120 1*
Masculino 52 (7.07%) 736 0.72 0.51-1.03
Nivel de No lee ni escribe 22 (6.75%) 326 1*
Instruccion
Primaria 59 (7.96%) 741 1.19 0.73-1.94
Secundaria 66 (10.09%) 654 1.55 0.95-2.53
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Superior 11 (8.21%) 134 1.23 0.58 - 2.6
Distancia <100 54 (8.04%) 672 1*
de la casa
al dren 100 — 250 m. 78 (7.76%) 1005 0.96 0.67 - 1.37
>250 26 (14.53%) 179 1.94 1.13-3.35
Ingreso No 100 (7.18%) 1392 1*
Economico
Si (< 650 PEN) 25 (13.09%) 191 1.94 1.21-3.11
Si (2650 PEN) 29 (12.55%) 231 1.85 1.20-2.86
Tuvo No 130 (8%) 1624 1*
episodio
previo _de 1 episodio 23 (11.27%) 204 1.46 0.91-2.23
malaria
2 0o mas 5 (17.86%) 28 25 0.95 - 6.55
episodios
En los ultimos 12 meses, trabajé como:
Agricultor No 150 (8.32%) 1803 1
Si 8 (15.09%) 53 1.95 0.89 - 4.27
Mototaxista No 151 (8.37%) 1805 1
Si 7 (13.73%) 51 1.74 0.76 - 3.95

Nota: OR= Odds Ratio; 1*= Ausencia de asociacion, IC = indice de confianza.

Estos factores fueron incluidos luego en una regresion logistica
multiple (Tabla 8: Factores de riesgo para la exposicion a P.
falciparum — Analisis multivariado). Como resultado los
pobladores que tienen entre 11 y 19 afios, tienen 2.65 mayor
probabilidad de estar expuestos a P. falciparum que los nifios
menores de 5 afios. Asi mismo, tener entre 20 y 39 afios tiene

3.6 mayor riesgo de estar expuesto a P. falciparum.

Tabla 8
Factores de riesgo para la exposicion a P. falciparum — Analisis

multivariado.
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Factor Categoria OR IC al 95%

ajustado
Grupo de
Edades 0-5 1*
6-10 0.8 0.41 - 1.57
11-19 2.65 1.64 -4.28
20 -39 3.6 2.13-6.09
Mas de 40 afios 0.76 0.17 - 3.47

Nota: OR= Odds Ratio; 1*= Ausencia de asociacion, IC = indice de confianza.

5. DISCUSION

En este estudio se determind la prevalencia de personas con anticuerpos
especificos a P. vivax y P. falciparum en una zona periurbana de la costa
norte peruana. Aunque P. vivax fue predominante, la seroprevalencia mostro
gue la exposicion a P. falciparum todavia ocurre en el area de estudio. A
pesar que no se han reportado casos de malaria causados por P. falciparum
desde el 2007. Ademas, se identifico que uno de los factores de riesgo a la
exposicion de P. falciparum fue la edad, los individuos de entre las edades
de 11 a 39 afos tienen mayor probabilidad a la exposicion. Por lo tanto, este
hallazgo refleja que la presencia de P. falciparum en la zona ha disminuido,
sin embargo, aun esta latente. Lo que podria sugerir que hay presencia de
individuos asintomaticos, que funcionarian como reservorios del parasito
(Ministerio de Salud Peru, 2014). Otra explicacién podria ser la presencia de
anticuerpos de reaccion cruzada con P. vivax o antigenos de otros agentes
etioldgicos (lgonet S, 2007).

Por otro lado, la distancia al dren, la edad de los individuos y la comunidad a
la que pertenecen son factores de riesgo asociados a P. vivax. En este
estudio, se encontré que es mas probable presentar anticuerpos especificos

contra P. vivax y P. falciparum a medida que aumenta la edad.
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Como refleja este estudio, P. vivax es un parasito que permanece cerca al
dren. Este dren es un cuerpo acuoso que deriva del rio Chira y funciona como
un punto de acopio de los deshechos de basura. Ademas, se concluy6 que
la cercania del dren no esta asociado a mayor exposicion a P. vivax en los
nifos, caso contrario en los adultos, ya que la seropositividad fue significativa.
Por otro lado, el principal vector de malaria en la costa norte es Anopheles
albimanus. Naturalmente, se ha encontrado A. albimanus infectado por P.
vivax y P. falciparum. Por lo tanto, es capaz de transmitir ambos parasitos.
Esto explicaria por qué el vivir mas cerca al rio, aumenta el riesgo de
exposicion a P. vivax.

Lo interesante, es que, en este estudio, en el caso de P. falciparum, la
distancia de la casa al dren no es estadisticamente significativa. Por lo tanto,
es otro indicio que refleja la heterogeneidad de la transmision de P. vivax y
P. falciparum en la zona. Especificamente indica que P. falciparum esta
disminuyendo en la zona, pero su vector sigue presente. Sin embargo, es
necesario evaluar la estabilidad de A. albimanus en la regiébn antes de
establecer esta premisa como conclusion.

Los resultados obtenidos corroboran los hallazgo de Rosas, que los factores
de riesgo como la edad, la distancia de los hogares al dren estan asociados
a la exposicion de malaria (Rosas-Aguirre A, 2013), el cual se desarroll6 en
las mismas localidades pero usando diferentes marcadores seroldgicos, lo
que nos sugiere que el uso de diferentes marcadores serolégicos en una
misma area reforzarian la informacion obtenida con solo dos marcadores, ya
gue el numero de antigenos utilizados podria ser una limitante en el estudio.
Por otro lado, la presencia de mayor prevalencia de anticuerpos contra P.
vivax en la localidad de Jose Carlos Mariategui (JCM), también fue
encontrada en el estudio Rosas (Rosas-Aguirre. A, 2016), en ese estudio se
utilizaron dos marcadores PvAMAl y PvMSP1-19, para hallar hotspots
(puntos calientes de exposicion), el hecho de que la localidad de JCM se
encuentre cerca al dren y que la cercania del dren sea un factor de riesgo
asociado a la exposicion a P. vivax, sugiere que el dren podria ser un criadero
de mosquitos.

En conclusién, los marcadores serologicos, estan reflejando el cambio en la

transmision de la enfermedad y esto es detectable a través de la regresion
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logistica, un método facil de aplicar. Otros estudios se basan en las tasas de
seroconversion para llegar a conclusiones como éstas (Cook, y otros, 2010),
(Cook, y otros, 2011).

En este estudio, se evidencia que a medida que pasen los afos, se
incrementa el riesgo a ser seropositivo. Para el caso de P. vivax, el riesgo
incrementa a partir de los 6 afios de edad. Para el caso de P. falciparum, el
riesgo aumenta a partir de los 11 afios de edad. Ambos resultados reflejan
cambios en la exposicion, pero sobre todo indica que las personas, a pesar
de no reportar casos de malaria, estdn expuestas a él. Por lo tanto, existe
exposicién constante al parasito y son necesarias medidas de prevencion
para evitar el aumento del numero de casos y, finalmente, llegar a la etapa

de eliminacién de malaria.

6. CONCLUSIONES

e De los resultados obtenidos hemos probado que los marcadores
serologicos dan informacion atil en zonas de baja transmisién como lo
es la costa norte peruana, con ausencia de casos reportados.

e Hemos encontrado que P. falciparum aun esté presente en la region
estudiada, lo cual nos lleva a concluir que posiblemente también en
otras zonas que ya no reporten la enfermedad.

e Se ha demostrado que en la zona estudiada los pobladores siguen
expuestos al parasito de la Malaria.

e En el estudio de las localidades de Sullana se encontré que los
pobladores de la localidad de José Carlos Mariategui presentan mayor
seroprevalencia a P. vivax, esto estad asociado a la distancia de la

vivienda al dren y la edad del individuo.

7. RECOMENDACIONES

En base a los resultados obtenidos en el presente trabajo de

investigacion, se recomienda:
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e Realizar mayor investigacion en zonas donde no se reportan casos
de la presencia del parasito de la malaria.

e Utilizar un mayor nimero de antigenos que reporten presencia de
anticuerpos acumulados en el tiempo y los recién adquiridos, para
diferenciar los casos de infecciones recientes como por ejemplo
proteinas de Ila membrana de los esporozoitos CS
(cirscunsporozoito). De esta forma mejorar el manejo y control de

la Malaria en zonas de baja transmision.
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9. ANEXOS

9.1 Encuesta epidemiolégica

Codigo[ ] - U] - 4O Fecha / /

Comunidad- N°Casa - Individuo

Establecimiento de salud

alcualpertenece

A. DATOS SOCIODEMOGRAFICOS

1. Participante:

Apellido paterno Apellido materno Nombres

En caso de ser nifio (menor de 14 afios): identificacion del padre, madre o tutor

2. Padre/tutor:
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Apellido paterno Apellido materno Nombres

3. Domicilio actual:

4. Edad del entrevistado: anos

5. Sexo: ___ (1= Masculino; 2= Femenino)

6. ¢ Cuantas personas viven en esta casa?

7. ¢ Cuantos mosquiteros estan usando en este momento?

8. Nivel de instruccion:

0= No sabe leer ni escribir; 1= Primaria iniciada; 2= Primaria terminada;

3= secundaria; 4= Superior
9. Religién: (1= Catdlica; 2= Evangélica; 3=0tro: )
10. ¢, Tiene usted un ingreso econdémico cadames? ___ (0=No; 1= Si)
Si la respuesta es Si, ¢cuanto es aproximadamente? Nuevos Soles/mes

ACTIVIDADES ECONOMICAS

LEA ESTA FRASE POR FAVOR!: A continuacion le voy a hacer unas preguntas
sobre las actividades o trabajos que ha hecho usted en el Gltimo afio y en el
altimo mes.

12. ¢ Usted hatrabajado en su chacra el ultimo mes? __ (0=No; 1=Si)
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¢, Cuantos dias del mes ha trabajado en la chacra? dias

14. ¢Cuantas noches del ultimo mes ha pasado fuera de casa para trabajar en la
chacra? noches.

15. ¢Usa mosquitero cuando pasa la noche en la chacra?

0= Nunca 1= Aveces 2= Siempre 3=No duermo por la noche en la chacra

16. ¢Usted ha trabajado en la chacra el Gltimo afio? (0=No; 1=Si)

17. ¢ En qué época del afio trabaja en la chacra?

1= época seca,; 2=época de lluvias
3= Todo el afo; 4. Otro:
18. ¢ Ha trabajado como obrero durante el dltimo afio? ___ (0=No; 1=Si)

- Si larespuesta es No, pasar ala pregunta 20

- Si larespuesta es Si, continde...

19. ¢ En qué época del afio ha trabajado como obrero?
1= época seca; 2=época de lluvias

3= Todo el afo; 4. Otros:

20. ¢ Ha trabajado como obrero el Gltimo mes?___ (0= No; 1= Si)
- Si la respuesta es No, pasar a la pregunta 24

- Si la respuesta es Si, continue...

21. ¢ Cuantos dias ha trabajado como obrero el Gltimo mes? Dias

22. ¢ Cuantas noches del ultimo mes ha trabajado como obrero? Noches

23. ¢Usa mosquitero para dormir cuando trabaja como obrero?

0= Nunca 1=Aveces 2=Siempre 3=No duermo por la noche en mi
trabajo
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24. ¢Usted ha trabajado como comerciante el ultimo afio? ___ (0=No; 1=Si)
- Si larespuesta es No, pasar ala pregunta 26

- Si la respuesta es S, continue...

25. ¢ En qué época del afio realiza esta actividad?
1= época seca; 2=época de lluvias

3= Todo el afo; 4. Otros:

26. ¢ Usted se ha dedicado a esta actividad el altimo mes? ___ (0= No; 1= Si)
- Si la respuesta es No, pasar a la pregunta 30

- Si la respuesta es Si, continte...

27. ¢ Cuéantos dias en el Ultimo mes se ha dedicado a esta actividad? dias

28. ¢ Cuéantas noches ha dormido fuera de su casa para realizar esta actividad?

Noches

30. ¢ Usted ha trabajado de motocarrista el Gltimo afio? __ (0=No; 1=Si)
- Si larespuesta es No, pasar ala pregunta 32
- Si larespuesta es Si, continde...

31. ¢ En qué época del afo trabaja de motocarrista?
1= época seca; 2=época de lluvias

3= Todo el afno; 4. Otros:

32. ¢ Usted ha trabajado de motocarrista el Ultimo mes___ (0= No; 1= Si)
- Si la respuesta es No, pasar a la pregunta 35

- Si la respuesta es Si, continde...
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33. ¢Cuantos dias ha trabajado de motocarrista en el dltimo mes? Dias

34. ¢Cuéantas noches ha pasado fuera de casa para trabajar de motocarrista el Gltimo
mes? Noches

35. ¢Ha hecho otros trabajos en el ultimo mes? ___ (0=No; 1=Si)
- Si larespuesta es No, pasar ala pregunta 65

- Si larespuesta es Si, continde...

36. ¢ Qué otros trabajos ha hecho el tltimo mes?Especificar:

37. ¢ Cuantos dias se ha dedicado a este trabajo el tltimo mes? Dias

38. ¢Cuantas noches ha dormido fuera de casa para hacer este trabajo en el Gltimo
mes? Noches

39. ¢Usa mosquitero cuando sale fuera de casa a realizar este trabajo?

0= Nunca 1= A veces 2= Siempre 3=No duermo por la noche fuera de casa
por este trabajo

40. ¢ Usted ha salido de viaje fuera de su comunidad durante el ultimo
mes? (0=No; 1=Si)

- Si larespuesta es No, pasar a la pregunta 43

- Si larespuesta es Si, continde...

41. ¢ A qué
lugar?

42 ¢ Cuanto tiempo permanecié en ese lugar? (O=horas; 1=1 a 5 dias; 2=6 a
10 dias 3=11 a 15 dias; 4=16 a 20 dias; 5=21 a 25 dias; 6=26 a 30 dias).

43. ¢(A qué hora usted acostumbrair a dormir cuando duerme en su casa?
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44. ;Con qué frecuencia usa el mosquitero en su casa?

0= Nunca; 1=A veces; 2= Todos los dias

C. ANTECEDENTE PERSONAL Y/O FAMILIAR DE MALARIA

45, ¢ Cuando fue la tltima vez que tuvo Malaria (confirmados por el Puesto de
Salud)?

/ (mes /afio)
46. ¢Qué tipo de malaria tuvo la ultima vez?

1= Malariavivax o benigna; 2= Malariafalciparum o maligna
3= Malariamixta; 4. No recuerda

47. ¢Cuantas veces se enferm6 usted de Malariavivax o benigna en el altimo
afno?

veces (confirmados por el Puesto de Salud)

¢,Cuantas de las personas que viven en esta casa se han enfermado de Malaria
benigna en el dltimo afio? personas (confirmado por el Puesto de salud)

D. ANTECEDENTES CLINICOS

49. ¢Usted hatenido fiebre en las ultimas 48 horas? ___ (0=No; 1=Si)

50. ¢ Usted esta tomando alguna medicacién en este momento? (0= No; 1=
Si)

Si larespuesta es Sl: especificar

51. Si estd tomando alguna medicina para la malaria ¢ Como se llama la
medicacion?

1= Cloroquina; 2= Cloroquina+Primaquina; 3=Mefloquina+Artesunato;

4=0tros:
especificar

E. DATOS CLINICOS ACTUALES Y DE LABORATORIO
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52. Temperaturaaxilar: . °C

53. Palpacién esplénica:
O=bazo no palpable; 1= bazo palpable solo a la inspiracion profunda;

2= Esplenomegalia, cm debajo del reborde costal izquierdo

54.Toma de Gota gruesay frotis:___ (0= No; 1= Si)

55. Toma de muestra en papel filtro: ___ (0= No; 1= Si)

56. Resultado de la microscopia:

0= Negativo; 1=Trofozoitos de P. falciparum; 2= Trofozoitos de P. vivax;

3=Malariamixta; 4=gametocitos, especificar : 5= solo
gametocitos, especificar

57. Sila microscopia es Positiva, determinar la densidad parasitaria:

- Densidad de parasitos asexuados (p/ul) (si es mixta: p/ul)
- Densidad de gametocitos (g/ul) (si es mixta:
g/ul)

58. Sintomas del paciente:

O=asintomatico 1=algun sintoma, especificar:

59. Tratamiento dado (indicar
dosis):

Nombres y Apellidos del Firma

Entrevistador

Fecha: / /
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9.2 Interface de la plantilla utilizada para establecer el porcentaje de positividad

2,

3.

Tal como se menciond en secciones previas (Descripcion de la pantalla para el
calculo de los porcentajes de positividad), esta es la interface de la plantilla
utilizada para procesar estas muestras. La plantilla en Excel comprende de 2

paginas.

Pégina 1: Se incluye informacion basica sobre las muestras y condiciones del

ensayo (anticuerpo, antigeno, conjugado, pp, etc.)

ELISA - SAMPLE INFORMATION SHEET

date of execution : 05/02/2011
ELISA performed by: IAndrea Cuentas |

Sample information list:

Note: per plate there are always 16 samples. So per ELISA always ONE list of 16 samples

SAMPLE PLATE 1D |SAMPLE INFORMATION PERCENT POSITIVITY 1 PERCENT POSITIVITY 2
1 A01-04 -1 -1
2 A01-05 -1 -1
3 A02-01 2 2
4 A02-02 1 1
g A02-04 1 1
G A02-06 1 1
7 A02-07 1 1
i A03-02 1 1
9 A03-05 1 1
10 A04-01 1 1
il A04-02 1 1
12 A04-04 1 1
13 A04-06 4 2
14 A05-02 1 1
15 A05-04 1 2
16 A06-03 1 1

BATCH INFORMATION

ANTIGEN GLURP R2

CONJUGATE Anti-lgG peroxidasa

STRONG POSITIVE PA10, PA12

WEAK POSITIVE PA18, PS22

NEGATIVE PL, HR

Pagina 2: Incluye el espacio para insertar los valores de OD. Ademas, se calcula
la media de los controles, los valores corregidos de OD y los porcentajes de

positividad.
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2)

3)

3.1.

3.2)

4)

Information on ELISA Lay-out

Ag non coated (negative control)
1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10 11 12
A ++ - 1 5 9 13 ++ - 1 5 9 13
B =+ - 1 5 9 13 =+ - 1 5 9 13
C ++ - 2 6 10 14 ++ - 2 6 10 14
D ++ - 2 5 10 14 ++ - 2 5 10 14
E + BL 3 7 11 15 + BL 3 7 11 15
F + BL 3 7 11 15 + BL 3 7 11 15
G + BL 4 8 12 16 + BL 4 8 12 16
H + BL 4 g 12 16 + BL 4 8 12 16
PASTE YOUR RAW DATA IN THE FRAME:
1 2 3 4 5 8 7 8 9 10 11 12

A 2339 0.098 01 01 0.102 0.101 0114 0.106 0118 0115 0.112 0.164
B 2.043 0.09 0.086 0.092 0.087 0.1 0.099 0.099 0.102 0.112 0.099 0.125
C 1.113 0.091 0.08 0.089 0.088 0.091 0.103 0.101 0.089 0.108 0.102 0.107
D 1.075 0.08 0.077 0.087 0.084 0.091 0.1 01 0.096 0.102 0.103 0.111
E 0.476 0.08 0.086 0.089 0.093 0.104 0.101 0.094 0.114 0.105 0.103 0.117
F 0477 0.084 0.093 0.087 0.086 0.09 0.106 0.092 0126 0.109 0.102 0.113
G 0.283 0.078 0.073 0.084 0.08 0.08 0.082 0.084 0.089 0.096 0.096 0.094
H 0.309 0.076 0.081 0.081 0.084 0.082 0.086 0.078 0.095 0.093 0.101' 0.1_
CALCULATION OF MEDIAN OF CONTROLS
Corrected QD from strong positives: Corrected OD from weak positives: Corrected OD from negatives:
C1 223 C1 0.38 C1 -0.01
c2 1.94 c2 0.37 Cc2 -0.01
Cc3 1.01 C3 0.20] C3 -0.01
C4 0.98 C4 0.22 C4 -0.01
MEDIAN of strong positives: MEDIAN of weak positives: MEDIAN of negatives:
Cocin | 149 Cresoe [ 001]
Note 1: this value is generated as follows:

1. take the 4 corrected OD's from the strong positives

2. discard the lowest and the highest valug

3. take the average from the 2 remaining values
Note 2: The median of the STRONG POSITIVES will serve as the 100% reference value for further analysis

CALCULATION OF AVERAGE OF CORRECTED OD PER SAMPLE

SAMPLE ID CORRECTED OD1 CORRECTED OD2 AVERAGE CORRECTED QD
1 -0.02 -0.02 -0.02
2 -0.02 -0.02 -0.02
3 -0.03 -0.03 -0.03
4 -0.02 -0.01 -0.02
5 -0.02 -0.02 -0.02
6 -0.02 -0.02 -0.02
7 -0.02 -0.02 -0.02
8 -0.01 -0.01 -0.01
9 -0.01 -0.01 -0.01
10 -0.01 -0.02 -0.02
11 -0.01 -0.02 -0.01
12 -0.02 -0.02 -0.02
13 -0.06 -0.03 -0.04
14 -0.02 -0.02 -0.02
15 -0.01 -0.02 -0.02
16 -0.01 -0.02 -0.02
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§.) CALCULATION OF PERCENT POSITIVITY VALUES (PPs) FOR EACH SAMPLE

Check for consistency between duplicates for each sample

SAMPLE ID PERCENT POSITIVITY 1 PERCENT POSITIVITY 2 max min Status
1 -1 -1 -1 -1|ok
2 -1 -1 -1 -1|ok
3 -2 -2 -2 -2|ok
4 -1 -1 -1 -1]ok
5 -1 -1 -1 -1]ok
6 -1 -1 -1 -1|ok
7 -1 -1 -1 -1|ok
g -1 -1 -1 -1|ok
9 -1 -1 -1 -1]ok
10 -1 -1 -1 -1]ok
1A -1 -1 -1 -1]ok
12 -1 -1 -1 -1|ok
13 -4 -2 -2 -4|ok
14 -1 -1 -1 -1|ok
15 -1 -2 -1 -2|ok
16 -1 -1 -1 -1]ok

CONTROL SHEET FOR NEGATIVE Ods

CHECK ON NEGATIVE 0D

ifthe negative OD is over 0.35 the samples has to be rejected and refested

7

8 g 10 11 12

9.3 Modelo mixto desarrollado por Angel Rosas

Angel Rosas, usando la metodologia desarrollada por Corran y colaboradores

(Corran, Cook, Lynch, Leendertse, Manjurano, & Griffin, 2008), model6 el modelo

mixto de los pobladores de Bellavista. Los resultados del modelo y las 2 curvas

gaussianas que determind como personas expuestas y no expuestas se

encuentran a continuacion para PFAMA-1 y PvAMA-1:

e o™
Proporcion 5

Gréfico 1:
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Distribucién de los valores de pp contra PvAMA-1 en el modelo mixto.
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Gréfico 2: Distribucién de los valores de pp contra PFAMA-1 en el modelo mixto.

La curva negra representa el modelo mixto mientras que las curvas azul y roja
representan a la poblacién expuesta y no expuesta. En el Gréfico 1, la curva roja
representa a la subpoblacibn no expuesta mientras que la curva azul, a la
poblacion expuesta al antigeno. En el Grafico 2, en cambio, la curva azul
representa a la poblacién no expuesta y la roja a la expuesta. A partir de cada
curva, se hall6 la media y distribucién estandar de cada poblacion, contra cada
antigeno PfAMA-1 y PvAMA-1.
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