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RESUMEN

En Venezuela a pesar de ser un pais endémico a la malaria en donde circulan tres
de las cinco especies productoras de la enfermedad, siendo ademas uno de los
paises de Ameérica con los mas graves problemas de control en los ultimos afios,
se han reportado muy pocos trabajos de investigacion donde se evaluen las fallas
en el diagnostico de las infecciones mixtas y submicroscopicas usando métodos
moleculares, asi como su impacto en el ambito epidemioldgico; razén que motivd
la realizacion de la siguiente investigacion, la cual se llevo a cabo en Tumeremo,
municipio Sifontes, estado Bolivar, donde se estudiaron 229 individuos de ambos
geéneros y diferentes grupos etarios que asistieron a la consulta de diagndstico de
malaria del centro de investigacion de campo “Dr. Francesco Vitanza”. A los
cuales se les aplicé una encuesta clinico epidemioldgica y se les informé el motivo
del estudio para su previo consentimiento. Posteriormente se realizé puncion del
I6bulo de la oreja para elaborar la gota gruesa y el extendido sanguineo con el fin
de llevar a cabo el diagndstico por microscopia convencional; luego se les extrajo
sangre venosa para la obtencion del ADN gendmico del parasito usando el kit
Wizard Genomic® de Promega, y posteriormente se identificaron las especies
malaricas involucradas a través de la técnica de PCR Nested multiplex. Esta
ultima técnica permiti6 detectar 160 casos de malaria (69,90%), superior al
encontrado por microscopia (59,40%). 15,00% de los positivos fueron infecciones
mixtas (P. vivax/P. falciparum) y 15,60% de los negativos microscopicamente
(infecciones submicroscoépicas) fueron positivos por la técnica molecular. La
sensibilidad de la microscopia para cualquier especie de Plasmodium fue menor
del 80,00%. La concordancia de ambos métodos fue discreta para detectar
malaria e identificar P. vivax, mientras que para P. falciparum la concordancia
resultd buena. Las infecciones mixtas, asi como las monoinecciones por P. vivax y
P. falciparum se relacionaron con presencia de fiebre, cefalea y escalofrios,
ademas de debilidad para esta ultima especie. Se demostrd asociacion de P. vivax
con el sexo femenino y de esta especie y P. falciparum con la practica de la
mineria en la zona. Este estudio demuestra que en areas endémicas del estado
Bolivar es necesario la aplicacion de diagndstico molecular para detectar mayor
numero de infecciones submicroscopicas e infecciones mixtas, lo que revela
mayor riesgo de transmision malarica, ademas el uso de PCR en Venezuela
puede proporcionar una vision relevante para el disefio de estrategias especificas
de control y erradicacion de la enfermedad.



INTRODUCCION

La malaria o paludismo, es la parasitosis de mayor importancia en el mundo
debido a la elevada morbilidad y mortalidad que produce, estimandose segun el
informe de malaria de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) del afio 2015,
que existen alrededor de 3,2 millones de personas en riesgo de contraer la
enfermedad. En el 2016, se reportaron 212 millones de casos nuevos y 429 mil
muertes por paludismo. Mas recientemente para el afio 2022 la OMS senala
que solamente en el continente africano se reportaron el 95,00% de los casos
de malaria del mundo correspondiendo esto a 234 millones de personas
infectadas (OMS, 2015; OMS, 2016; OMS, 2022).

De las cinco especies del género Plasmodium, parasito que la produce, y que
se conoce que infectan a los humanos, se destacan cuatro de ellas: el
Plasmodium vivax por ser el que tiene la distribucion mas amplia, estimandose
que aproximadamente un 35% de la poblacion mundial estd en riesgo de
contraerlo; el Plasmodium falciparum por ser el que causa la mayor tasa de
mortalidad, el Plasmodium malariae que se distribuye en Suramérica y Asia, asi
como el Plasmodium ovale que es de mayor frecuencia en el continente asiatico
(Demas et al., 2011, OMS, 2015; Barrada et al, 2019). En cuanto al
Plasmodium knowlesi, reportado mas recientemente, y que infecta
principalmente a monos macacos, los estudios sugieren que no se trata de una
especie emergente en el humano, sino que no estaba siendo diagnosticada,
debido a la similitud morfolégica de esta con P. malariae y P. falciparum, lo cual
dificulta su reconocimiento mediante el examen microscépico (Martinez et al.,
2012).



Los parasitos malaricos presentan un ciclo de vida complejo, si bien existen
diferencias morfologicas entre las especies, en general sus ciclos de vida son
similares; comenzando con la inoculacion de esporozoitos en el torrente
sanguineo del hombre cuando este es picado por un mosquito infectado. Los
esporozoitos invaden los hepatocitos en los cuales se produce la diferenciacion
y division del parasito, al cabo de cierto tiempo cada esporozoito desarrolla
entre 10 a 100 merozoitos, que invadiran los globulos rojos al ser liberados
desde el higado luego de la ruptura del esquizonte. EI merozoito penetra por
medio de la region apical al eritrocito induciendo la formacion de una vacuola en
éste, derivada de la membrana plasmatica que lo envuelve, adquiriendo una
forma anillada conocida como trofozoito. Se produce nuevamente un proceso
de esquizogonia. El ciclo eritrocitario se repite cuando el esquizonte maduro
libera un determinado numero de merozoitos, que van a invadir a otros
eritrocitos. Una pequefia proporcion de estos merozoitos, genéticamente
determinados, se convertiran en gametocitos, esenciales para el ciclo de
infeccion del mosquito Anopheles hembra (Miller et al., 2002; March et al., 2013;
Liehl et al., 2015).

Cuando el mosquito Anopheles hembra adquiere las formas gametociticas del
parasito en la sangre ingerida del hombre infectado, estas se dirigen al
estbmago del insecto donde las formas masculinas (microgametocitos) se
transforman en formas flageladas moéviles (microgametos) que se fusionan con
las formas femeninas (macrogametos) formando el cigoto, que posteriormente
se transforma en ooquinete, y penetra la pared del estbmago del mosquito,
donde crece y se transforma en el ooquiste redondeado que al madurar liberara
una gran cantidad de esporozoitos que se diseminan en todo el mosquito
especialmente en su saliva, donde permanecen hasta ser inoculados al hombre

a través de una nueva picadura (Botero y Restrepo, 1998).

El grado de infeccion y la severidad del cuadro clinico establecido en el



hospedero por causa de estos parasitos dependera, de la especie, del proceso
de multiplicacidn, y de su interaccion con el sistema inmune del hospedero. Las
manifestaciones clinicas de la malaria son pleomoérficas pudiendo ocasionar
desde episodios febriles de corta duracion, hasta complicaciones sistémicas
severas y la muerte (Llanos et al., 2004). El espectro asociado a la enfermedad
varia dependiendo de la especie y puede ir desde una parasitemia asintomatica

al paludismo grave y mortal, pasando por la enfermedad febril no complicada.

En personas no inmunes el paludismo da lugar a una fiebre paroxistica bien
definida con una periocidad variable que dependiendo de la especie puede
presentarse cada 24, 48 o 72 horas, y generalmente va precedida de
escalofrios, y asociada a otros signos y sintomas como cefalea, anorexia,
mialgias, dolor abdominal, tos, diarrea, intranquilidad, delirio y anemia (Ansley
et al., 2012). Aunque el cuadro clinico caracteristico comprende escalofrios,
fiebre y sudoraciéon asociado a anemia, leucopenia y posteriormente a
esplenomegalia, en muchos casos se presentan cuadros atipicos. El periodo de
incubacion es de 10 a 14 dias, pero puede variar dependiendo de la especie del
parasito implicada. Antes de aparecer el ataque agudo pueden observarse
sintomas premonitorios inespecificos tales como cefalea, malestar general,
lumbalgia, mialgias, anorexia y vomitos. A medida que la infeccibn malarica
progresa se va originando la sintomatologia clasica, la fase aguda se inicia con
los accesos febriles precedidos por escalofrios, seguido de intensa sudoracion;
estos paroxismos se repiten cada 48 a 72 horas segun la especie, en sintonia
con la liberacion de los parasitos por lisis de los eritrocitos (Londofo, 1998;
Incani, 2000).

Aunque las diferentes especies de Plasmodium causan anemia por hemolisis
del eritrocito, es P. falciparum el que generalmente conlleva a complicaciones a
nivel cerebral, hipoglicemia, acidosis metabdlica, dificultad respiratoria e

insuficiencia renal, aunque en los ultimos anos se han observado también



episodios de esta naturaleza durante infecciones causadas por P. vivax
(Echeverri et al., 2003; Baird, 2013).

La infeccion ocasionada por P. falciparum es denominada fiebre terciaria
maligna y en ella se presenta la sintomatologia mas severa, acompafiada de
frecuentes complicaciones a nivel sanguineo, renal, hepatico, pulmonar y
cerebral que pueden ocasionar la muerte del paciente. Esta forma de paludismo
se caracteriza por ocasionar anemia intensa, fiebre alta y prolongada, con una
periocidad de cada 36 a 48 horas, aunque puede ser irregular, remitente o
continua. En los casos graves la cefalea es fuerte, el vomito es frecuente y
puede presentarse delirio. La malaria cerebral es la presentacion clinica mas
frecuente y la causa mas comun de defuncién en la infeccion por esta especie
(Rodriguez et al., 2000; Baird, 2013).

En ese mismo ambito el espectro de los sindromes graves descritos con P.
vivax es similar a lo observado con P. falciparum, pero la frecuencia relativa y la
importancia de cada sindrome son diferentes. Las manifestaciones clinicas del
paludismo grave por P. vivax incluyen la anemia grave, trombocitopenia, edema
pulmonar agudo y, con menos frecuencia, paludismo cerebral, pancitopenia,
ictericia, rotura esplénica, hemoglobinuria, insuficiencia renal aguda y choque.
El coma y otras complicaciones neuroldgicas son raras, asi como la acidosis
metabdlica, pero hay que tener presente que tanto en la infeccion con P. vivax
como en la de P. falciparum las comorbilidades contribuyen de forma importante
a las complicaciones graves de la enfermedad (Baird, 2013; Douglas et al.,
2014; OMS, 2016).

La malaria es una enfermedad multifactorial, por lo que su epidemiologia esta
determinada por factores humanos (edad, sexo, inmunidad, estado nutricional,
habitos culturales, grupos raciales, étnicos y los movimientos poblacionales;

factores climaticos (principalmente la temperatura ambiental, la humedad vy la



presencia de animales que permiten el mantenimiento de vectores infectados
con el parasito); y factores vectoriales, ya que no todas las especies de
Anopheles son vectoras, ni la capacidad vectorial es igual. Anopheles darlingi
es considerada la especie mas efectiva en la transmision en toda América. La
distribucion y la estabilidad de la enfermedad y las diferentes especies que la
producen en una determinada region se ve condicionada principalmente por
tres factores, la distribucion de los mosquitos vectores apropiados en la zona,
las condiciones climaticas adecuadas que permiten el desarrollo del parasito en
el vector y la genética humana (Guerra et al., 2009; Hay et al., 2010; Gething et
al., 2011). Por otro lado, aunque la razén mas importante para la persistencia
de la malaria es la presencia del vector Anopheles, los factores sociales y

econdmicos también son importantes (Greenwood y Mutabingwa, 2002).

El paludismo presenta una amplia distribucion geografica en el mundo, por lo
que se ha constituido en uno de los problemas de salud publica en Asia,
Sudamérica, y en Africa Subsahariana, donde ocurren cerca de un 90% de
muertes de los casos. Por consiguiente, la amenaza mas alta de paludismo en
el mundo se registra en el Africa Subsahariana, donde solo seis paises de esa
region registraron mas de la mitad de todas las muertes por malaria a escala
mundial en el afo 2020, siendo estos: Nigeria con 26,80%, Republica
Democratica Del Congo (12,00%), Uganda (5,40%), Mozambique (4,20%),
Angola (3,40%) y Burkina Faso con 3,40% (OMS,2023).

En la region de las Américas después de un descenso sostenido en el numero
de casos de malaria durante varios afios, se evidencido un aumento notable a
partir del afno 2015, observandose que paises como Brasil, Ecuador, México,
Nicaragua y Venezuela notificaron un incremento de los casos (OPS, 2018;
OMS, 2018). Lo cual afecta notablemente la estrategia técnica mundial contra la
malaria 2016-2030 de la OMS, que tiene como objetivo erradicar la enfermedad

en 35 paises como minimo, y reducir las tasas mundiales de incidencia y



mortalidad en un 90% (OMS, 2017; OMS, 2018).

Los factores mas importantes para el resurgimiento de la malaria tanto en el
pais como a nivel mundial, se asocian con la proliferacién y dispersion de
mosquitos resistentes a insecticidas, asi como a la variacion de sus habitos; a la
aparicion y dispersién de formas resistentes de las especies del parasito a las
drogas antimalaricas y en muchos casos al abandono o descuido en las
politicas de erradicacion y control de la infeccidon (Sachs y Malaney, 2002; OMS,
2010; Messenger et al., 2012).

La OMS en su informe mundial de malaria en el afo 2017 senala que, para el
afio 2016 Venezuela reportd el 34,40% de todos los casos de malaria en el
continente americano ocupando asi el primer lugar de incidencia, llegando a
desplazar a Brasil ademas esta cifra llegd a superar la suma de todos los casos

de malaria de Brasil y Colombia para ese afo (OMS, 2017).

Por su lado, el Ministerio del Poder Popular para la Salud (MPPS) en su boletin
epidemiologico N° 52 de ese mismo afo (2016) registra en Venezuela hasta el
1 de diciembre un reporte total de 240.613 casos, lo que representa un aumento
de 76,40% en relacion al numero de casos totales del afio anterior (2015). Para
la semana epidemiolégica N° 26 del afio siguiente (2017) segun una data oficial
no divulgada se sefala que la incidencia aumentd 63,10% (184.225 casos) en

comparacioén con el periodo homaologo del afio 2016.

Aunque no se dispone de cifras actualizadas oficialmente publicadas por los
organos gubernamentales, ya que su divulgacion esta restringida en el pais, un
informe de la Organizacion Panamericana de la Salud elaborado en diciembre
de 2017 con data oficial parcial suministrada por el MPPS, pone en evidencia
una cifra alarmante de 319.765 casos de malaria lo que constituyé un record

como la cifra mas alta reportada en la historia del pais desde el inicio del



registro obligatorio de casos (Oletta, 2018).

En esa misma data se reportd que para el aino 2016 hubo transmision autoctona
de casos en 209 parroquias distribuidas en 89 municipios pertenecientes a 17
estados del pais, siendo el estado Bolivar con 74,00%, el que aporté la mayor
cantidad de casos en el pais, y dentro de este el municipio Sifontes, que es
donde se lleva a cabo la mayor actividad minera, fue el responsable del 43,00%
de los casos; posteriormente se sefiala al estado Amazonas con el 10,00% de
los casos, seguido de Sucre con 9,00%; Delta Amacuro con 4,00% y Monagas
con 2,00%, lo que significa que solo estos cinco estados aportaron el 99,00%
de la casuistica nacional. Para este mismo afio la férmula parasitaria estuvo
dominada por P. vivax con un 74,62% de los casos, seguida de P. falciparum
con 19,00%, las infecciones mixtas con un 6,00% de los casos y P. malariae
con 0,01%, formula que se mantuvo de manera similar para el afio 2017 (Oletta,
2018).

Mas recientemente en el informe mundial de malaria de la OMS (2020) se
estima que en el afio 2019 se produjeron en el pais 467 421 casos de malaria lo
que representa un aumento de 1200,00% en comparacion con el ano 2000,
destacando ademas que la incidencia de la enfermedad en el pais (32,8 casos
por cada 1000 habitantes) es ocho veces mas alta que la de paises vecinos
como Brasil y comparable a la de paises como Etiopia (34 casos por cada 1000
habitantes), asi como también las cifras de mortalidad son igual de alarmantes,
estimandose 403 fallecimientos debido a la enfermedad durante ese mismo
afio, lo que significa que Venezuela representé para ese afio el 73,00% del total

de muertes por malaria en el continente americano.

A pesar de que entre el afno 2019-2020 se observd una reduccidon de los casos
reportados en el pais, esto se debid principalmente a las restricciones en la

movilidad durante el proceso de pandemia de Covid-19 y a la escasez de



combustible que afecto el transporte y a la industria minera en esa época (OMS,
2022); la baja en la casuistica actualmente se ha mantenido debido a la
reactivacion de algunos aspectos en la logistica del programa antimalarico en el
pais que habian estado muy descuidados, sin embargo aun esta lejos de haber

sido controlada.

Por otro lado, se ha podido observar en las férmulas parasitarias de los ultimos
anos, que se ha evidenciado un incremento en la proporcién de los casos y
numeros absolutos para las infecciones mixtas en el pais, lo que implica un
mayor desafio diagndstico, asi como una mayor posibilidad de casos graves y
un mal control vectorial. Aunque se sigue estimando que la frecuencia de este
tipo de infecciones es muy superior a la admitida tradicionalmente a nivel
mundial. Reportandose en paises desarrollados una frecuencia que oscila entre
2,00 y 12,00%, pero en algunos paises endémicos, las técnicas moleculares
han demostrado que estas infecciones pueden representar mas del 30,00% de

los casos de malaria (McKenzie y Smith, 2006; Kotepui et al., 2020).

Estas variaciones de frecuencias dependen de los métodos empleados para el
diagndstico, porque aunque la microscopia convencional continua siendo
considerada la técnica de oro para el diagndstico de la malaria, su sensibilidad
disminuye notablemente cuando se encuentran bajas parasitemias, unido a esto
contribuyen otros factores que afectan el diagndstico como: la calidad de la gota
gruesa y el extendido sanguineo, la experiencia del microscopista, la falta de
control periédico de la calidad de los procesos, entre otros (Céaceres et al.,
2006; Pérez et al., 2007). El limite de deteccidon con microscopistas expertos se
considera de aproximadamente 4 a 20 parasitos/uL de sangre, pero en
entornos clinicos se considera que la microscopia carece de fiabilidad por
debajo de 50 parasitos/uL (Wongrichanalai, 2007; Mohapatra et al., 2008;
Steenkeste, 2010).



Las fallas en la eficiencia del diagnostico microscopico para la malaria
incentivaron el desarrollado de métodos inmunolégicos a fin de detectar
antigenos especificos de Plasmodium, los cuales a pesar de su sencillez de
ejecucion, y rapidez de diagndstico, muestran un desempefo de sensibilidad
controversiales (Pérez et al., 2007), observandose en estudios realizados en
Venezuela baja sensibilidad de las pruebas rapidas de malaria frente a bajas
parasitemias (<200 parasitos/uL), ademas de no permitir discriminar especies en
infecciones mixtas, ni diferenciar entre P. vivax y P. malariae, lo que las hace de
poca eleccion debido al aumento de casos de infecciones mixtas en areas
endémicas cuyo diagndstico exacto permitiria la aplicacion de un tratamiento
apropiado (De Abreu et al., 2001; Pabon et al., 2007; Rodulfo et al., 2007a;
Zerpa et al., 2008).

Por su lado, el desarrollo y la aplicacion de las técnicas basadas en deteccidn
de secuencias de ADN de las especies malaricas, han sido aplicadas usando
diferentes oligonucleétidos y diversos protocolos de extraccion y deteccion,
demostrando poseer alta especificidad y sensibilidad incluso en bajas
parasitemias y en las infecciones mixtas (Barker et al., 1992; Kain et al., 1993;
Snounou et al., 1993a; Snounou et al., 1993b; Patsoula et al., 2003; Perandin et

al., 2004; Imwong et al., 2014; Li et al., 2014).

P. vivax es la especie que causa la mayor morbilidad en areas endémicas de
malaria en nuestro pais, esta especie y P. malariae aunque causan cuadros
clinicos menos severos, pueden encontrarse en coinfecciones con P. falciparum
que es responsable de la mayor mortalidad. Los efectos de estas coinfecciones
son inciertos, sin embargo, en areas endémicas las infecciones mixtas por
especies de Plasmodium son comunes y sugiere interacciones entre especies,
que en conjunto con las diferencias en la estacionalidad e intensidad de la

transmision malarica, originan variaciones en la epidemiologia y presentacion
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clinica del paludismo (Bruce et al., 2000; Bruce y Day, 2003; Kotepui et al.,
2020).

En este ambito es de resaltar que a pesar de que el estado Bolivar presenta la
mayor casuistica del pais y de que en él circulan tres de las especies del
parasito que causan la malaria, la formula parasitaria de los diagndsticos
malaricos siempre reporta predominio de P. vivax y P. falciparum, y muy bajas
frecuencias de infecciones mixtas por estas dos especies (Caceres 2013;
MPPS, 2000-2015). Ademas importante destacar que el patron de transmision
concentrada localmente en el pais ha cambiado desde hace mas de una
década a una fase de diseminacion, lo cual esta relacionado con la masiva
migracion humana hacia y desde el foco de mayor incidencia, que se encuentra
ubicado precisamente en el municipio Sifontes del estado Bolivar, donde se
originan el 40,00% de los casos del pais y el 21,00% de todos los casos del
continente, y donde convergen una situacion social sin control favorecida por la
explotacion minera ilegal de oro en condiciones climaticas y ecologicas que
favorecen y amplifican la transmisién, contribuyendo ademas a esto, otros
factores como el abandono notable de las politicas y planes de control de la
enfermedad asi como la suspensién nacional de las medidas para el control de

vectores por parte del gobierno nacional (Oletta, 2018).

Aunque para el afio 2016 ya se sefialaba un aumento en el numero absoluto de
casos de P. falciparum y de las infecciones mixtas (6,00%) en este estado, lo
que se traduce en un incremento en el desafio diagndstico y en la mayor
probabilidad de desarrollarse casos clinicos graves que ademas deja entrever
un mal manejo en el control de los vectores, o que aunado al hecho de que
cifras no divulgadas reportan que para ese estado del pais el 64,00% de los
casos de P. vivax sufren recaidas y el 13,00% de los casos de P. falciparum

sufren recrudescencia, agravando aun mas la perspectiva para lograr el control.
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En el pais existen muy pocos estudios que evaluen las infecciones mixtas en el
contexto de su impacto clinico y epidemiolégico empleando los métodos
moleculares (Postigo et al., 1998; Rodulfo et al., 2007a; Rodulfo et al., 2007b;
Abou et al., 2014). Es por ello, y por todo lo antes expuesto que se planteo el
presente trabajo de investigacion a fin de evaluar el desempefio de la
microscopia en el diagndstico de las infecciones mixtas producidas por las tres
especies de Plasmodium que circulan en la zona de Tumeremo, municipio
Sifontes del estado Bolivar, utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa

como estandar de referencia.



METODOLOGIA

Poblacion y muestra

Se evaluaron 229 pacientes que asistieron a la consulta de diagnostico de
malaria del Centro de Investigacion de Campo "Dr. Francesco Vitanza" del
Instituto de Altos Estudios en Salud Publica Dr. Arnoldo Gabaldén, situado en la
poblacion de Tumeremo, capital del municipio Sifontes en el estado Bolivar al
este de Venezuela (ubicada a 7°17°57”N 61°30'16”0/7.299041, -61.504415).
Para ello, se suministré informacién previa sobre el objetivo del estudio a todos
los individuos evaluados utilizando un consentimiento previa informacién bajo la
autorizacion del Comité de Bioética y Bioseguridad (CoBioBios) del Instituto de
Investigaciones en Biomedicina y Ciencias Aplicadas de la Universidad de
Oriente (IBCAUDO) para la recoleccion de muestras sanguineas en humanos y
fue conducido de acuerdo a las normas establecidas para el trabajo en
humanos segun la declaracién de Helsinki (OPS, 1990), en el caso de los nifos

se solicito la autorizacion de los padres (Apéndice 1).

Informacioén clinico-epidemiolégica
A cada uno de los individuos evaluados, se le aplico una ficha clinico-

epidemioldgica para obtener informacion de edad, sexo, procedencia y

sintomatologia al momento de la toma de muestras (Apéndice 2).

Recolecciéon de la muestra

Posterior a la recoleccion de los datos se procedié a extraer a cada individuo

una muestra de sangre por puncion venosa en la region antecubital, la cual se
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colocd en un tubo con anticoagulante EDTA, y una muestra por puncién del
l6bulo de la oreja para la preparacion de la gota gruesa y el extendido
sanguineo (OMS, 2014).

Diagnoéstico microscépico

Consistio en la demostracidén de la presencia del Plasmodium sp. en la sangre
del paciente, empleando la gota gruesa y el extendido sanguineo, coloreados
con Giemsa por el método de lamina invertida. Por reunir en un espacio
relativamente mas pequeio una mayor cantidad de sangre, la gota gruesa
facilita el diagnodstico de la infeccion malarica, principalmente cuando la
parasitemia es baja; mientras que el extendido permite estudiar con mas
detalles la morfologia del parasito dentro de los gldbulos rojos y establecer asi
el diagnostico de la especie infectante. Las laminas fueron rotuladas con el

numero del paciente y la fecha de la realizacion de la prueba (OMS, 1999).

1. Elaboracion de la gota gruesa:

Para la realizacion de la gota gruesa se colocaron 3 gotas de sangre obtenidas
por puncion del I6bulo de la oreja, previa antisepsia en la zona, las cuales se
colocaron en un extremo de la lamina. Posteriormente se procedid a
homogeneizar con la finalidad de desfribrinar la muestra de sangre hasta
obtener una pelicula gruesa y regular. Luego se dejoé secar en forma horizontal
y después se desheomoglobinizd con agua, para luego realizar la tincién con el
colorante de Giemsa.

2. Elaboracion del extendido sanguineo:
Para la realizacion del extendido se coloc6 una gota de sangre, obtenida en el
mismo momento de la puncién del |6bulo de la oreja, la cual fue colocada en el
centro de la lamina con la gota gruesa correspondiente al mismo paciente, se
sostuvo otra lamina formando un angulo de 45° y se deslizd para extender la

gota mediante un movimiento suave, rapido y uniforme sin levantarla formando
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una pelicula delgada que se dejo secar (Homez y Soto, 1995).

3. Coloracién y visualizacién de la gota gruesa y el extendido sanguineo:
Una vez preparadas las laminas, se fijaron los extendidos con metanol durante
5 minutos, luego se tifieron las laminas con la gota gruesa y el extendido
sanguineo de forma simultanea, por el método de lamina invertida con colorante
de Giemsa a una dilucion de 1:10 (3 gotas de colorante por cada mililitro de
amortiguador de Giemsa) durante 30 minutos, finalmente las laminas se lavaron
con agua destilada y se secaron al aire libre. Las laminas se examinaron al
microscopio bajo el objetivo de 100X usando aceite de inmersion. Los analisis
de gota gruesa y extendido sanguineo se consideraron negativos después del
examen de 100 campos microscoépicos, de acuerdo a los criterios definidos por
la OMS (OMS, 1999).

Diagnoéstico molecular

Extraccion de ADN gendémico a partir de puncidn venosa
La extraccion y purificacion del ADN gendmico de las 229 muestras se realizé a
partir de sangre completa anticoagulada (5 mL con EDTA) obtenida mediante la
puncidn venosa y empleando el kit de extraccion de ADN gendémico Wizard
Genomic® de Promega Corp., Madison, WI, USA, realizando el siguiente
protocolo:

1. Se colocaron 300 uL de la sangre total de cada paciente en tubos
eppendorf estériles posteriormente se lavé con 1 mL de PBS pH 74,
para luego centrifugarse a 14 000 rpm durante 2 minutos a 18°C.

2. Después de descartar el sobrenadante al sedimento obtenido se le
afadié nuevamente 1 mL de PBS pH 7,4 y 20 uL de proteinasa K (10
mg/mL) y se incubd durante 2 horas a 56°C en un bloque de

calentamiento.



15

3. Posteriormente se centrifugé a 14 000 rpm durante 2 minutos a 18°C,
luego se descart6 el sobrenadante.

4. Al sedimento se le anadieron 900 uL de solucién lisante de células, se
mezclo y se incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente.

5. Luego de la incubacién se centrifugd nuevamente a 14 000 rpm durante
5 minutos a 18°C y se descarto el sobrenadante, el sedimento se mezclé
vigorosamente en un vortex por 20 segundos.

6. Seguidamente se mezclé con 300 pL de solucion lisante de nucleos y 10
ML de ARNasa (10 mg/mL), invirtiéndose suavemente e incubandose
durante 10 minutos a temperatura ambiente.

7. Luego a la mezcla anterior se le afadiéo 100 yL de solucién precipitante
de proteinas, se mezclé vigorosamente durante 20 segundos y se incubo
en frio durante 5 minutos.

8. Pasado el tiempo se procedié a centrifugar a 14 000 rpm durante 5
minutos a 4°C.

9. El sedimento con proteinas fue eliminado y el ADN obtenido fue
precipitado con 400 uL de isopropanol a temperatura ambiente, luego de
mezclar bien se centrifugd a 14 000 rpm durante 15 minutos a 4°C.

10.Se descarto6 el isopropanol y se agregaron 600 uL de etanol al 70% a
temperatura ambiente, se procedié a centrifugar a 14 000 rpm durante 3
minutos a 4°C.

11.Posteriormente se descarto el etanol y se dejo secar a 37°C.

12. Por ultimo, se procedié a hidratar con buffer 10 nM Tris-1 mM EDTA pH

8, y se incub6 a temperatura ambiente durante 24 horas.

Realizacion de la PCR Nested multiplex

Una vez purificado el ADN gendmico se procedio a realizar la amplificacion de
la secuencia que codifica la subunidad pequefia del ARN ribosomal 18S,
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genero-especie especifica de acuerdo al protocolo propuesto por Snounou et al.
(1993b). Para ello, se amplificé un fragmento de 1200 pb especifico del género
Plasmodium (oligonucleotidos rPLUS y rPLUG) y posteriormente se realizé
multiplex PCR amplificando los fragmentos especificos de 120 pb para la
especie P. vivax (rPV1 y rPV2), 205 pb para P. falciparum (rPF1 y rPF2) y 144
pb para P. malariae (rMAL1 y rMAL2).

Todas las reacciones se llevaron a cabo en un volumen total de 20 pL usando:
buffer de PCR 1X, 2 mM MgCl,;, 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI, pH 8,3; 0,1
mg/mL™" gelatina, 125 uM de cada desoxirribonucleétido trifosfato, 250 nM de
cada oligonucledtidos y 0,75 U de taq polimerasa (Promega Corp.). El programa
usado para la amplificacién fue el siguiente: para la primera reaccion de 25
ciclos: desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto; apareamiento a 58°C por 2
minutos, extension a 72°C por 2 minutos y extension final a 72°C por 10
minutos. Luego se realiz6 una segunda amplificacion de la misma manera a la
descrita anteriormente, pero con un total de 30 ciclos en un termociclador marca
Techne, modelo TC-512.

Los productos amplificados fueron corridos por electroforesis en gel de agarosa
al 2%, en buffer TBE 1X (Tris-Acido Bérico-EDTA) a 100 V por 30 minutos,
luego fueron visualizados en un transluminador ultravioleta usando coloracion
de bromuro de etidio (0,5 pg/mL) y marcador de peso molecular de 100 pb
(Promega). Se emplearon 25 muestras controles (10 muestras de P. vivax, 10
de P. falciparum y 3 de P. malariae) que fueron diagnosticadas positivas por
microscopia, OptiMAL y PCR en un estudio previo (Rodulfo et al., 2007b) del
Laboratorio de Genética Molecular (LGM) del IIBCAUDO. Una vez lograda la
optimizacion de la PCR Nested multiplex se procedid a realizar las
amplificaciones correspondientes en las 229 muestras de individuos de

Tumeremo.
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Analisis estadistico

La evaluacién de las metodologias de extraccion de ADN y diagnostico de
malaria, se realizd mediante el analisis de asociacion utilizando la prueba de
Kappa con su interpretacion en fuerza de concordancia: < 0,10 (ninguna); 0,11-
0,40 (regular); 0,41- 0,60 (discreta); 0,61- 0,80 (buena); 0,81- 1,00 (6ptima)
(Abraira, 2000; Fleiss, 2000). El diagnostico por PCR Nested multiplex fue
considerado método de referencia, debido a que las metodologias moleculares
han demostrado tener mayor sensibilidad y especificidad que la microscopia
convencional para la deteccién e identificacién de infecciones malaricas en
individuos asintomaticos e infecciones mixtas (Boonma et al., 2007; Rodulfo et
al., 2007b; Ohrt et al., 2008; Rakotonirina et al., 2008). Las variables medidas
fueron: el numero de verdaderos positivos (VP), numero de verdaderos
negativos (VN), numero de falsos positivos (FP) y el numero de falsos negativos
(FN). La sensibilidad fue calculada como VP/ (VP + FN), la especificidad como
VN/ (VN + FP), el valor predictivo positivo (VPP) fue calculado como VP/ (VP +
FP) y valor predictivo negativo (VPN) como VN/(FN +VN). Adicionalmente, se
calculé la eficiencia de los métodos por medio de la combinacion de los datos
de sensibilidad y especificidad como (VN + VP)/ (VN + VP + FP + FN) (Margni,
1999; Bravo et al., 2015)



RESULTADOS

Se evaluaron 229 individuos, de ambos sexos y con edades comprendidas
entre los 0 y 67 anos de edad. El diagndstico microscopico permitié la deteccion
de 136 individuos positivos (59,40%), siendo las infecciones por P. vivax las
mas frecuentes, seguidas de las producidas por P. falciparum, mientras que tres
casos correspondieron a monoinfecciones por P. malariae y solo un 2,20% (5
casos) de las infecciones fueron diagnosticadas como mixtas para las especies
P. vivax/P. falciparum. El andlisis clinico de los individuos demostré que la
mayoria de los infectados por cualquiera de las especies de Plasmodium
encontradas eran sintomaticos para el momento de la toma de muestra,
mientras que, como era de esperarse, la mayor frecuencia de asintomaticos
correspondio a los individuos no infectados, sin embargo, hay que resaltar que
dos individuos reportados infectados con P. falciparum no presentaron ningun

tipo de sintomatologia (Tabla I).

TABLA |. Frecuencia de infecciones por especies de Plasmodium
diagnosticadas por microscopia convencional, en individuos
sintomaticos y asintomaticos en Tumeremo, municipio Sifontes, estado

Bolivar.
Individuos

Especies Sintomaticos Asintomaticos Total

N % N % N %
P. vivax 79 34,50 0 0 79 34,50
P. falciparum 47 20,50 2 0,90 49 21,40
P. malariae 3 1,30 0 0 3 1,30
Infecciones mixtas 5 2,20 0 0 5 2,20
Negativos 68 29,70 25 10,90 93 40,60

Total 202 88,20 27 11,80 229 100,00
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Por su lado, el diagnéstico molecular de malaria por PCR Nested multiplex en
los individuos evaluados, amplificando el género Plasmodium (Figura 1A), y las
especies P. falciparum, P. vivax y P. malariae, permitié detectar mayor numero
de casos positivos 160 (69,90%), en comparacién con la microscopia
convencional, tal como se observa en la tabla Il, destacando un 15,00% de los
positivos a malaria que fueron identificados por la técnica molecular como
infecciones mixtas causadas por P. vivax/P. falciparum Figura 1D); asi como
un 56,88% de monoinfecciones por P. vivax que se traduce en 12 casos
adicionales que no fueron detectados por la microscopia convencional, ademas
de 24 casos que se habian reflejado como negativos a la infeccion con la
microscopia convencional, y que a través de la técnica molecular resultaron

positivos (Tabla Il).

Del total de muestras analizadas, el 21,00% (48/229) presentaron resultados
discordantes entre la microscopia y el PCR Nested multiplex, encontrandose
que, de las muestras diagnosticadas por microscopia como monoinfecciones
por P. vivax, seis de estas resultaron ser infecciones mixtas por la técnica
molecular y una resultd ser negativa. En cuanto a las 49 monoinfecciones
producidas por P. falciparum microscopicamente diagnosticadas, catorce fueron
encontradas como infecciones mixtas por la técnica molecular y una muestra
resultd ser positiva para la especie P. vivax. Fue importante el hecho de que, de
las 93 muestras reportadas negativas a malaria por la microscopia
convencional, al ser analizadas con la PCR Nested multiplex se detectaron 17
muestras positivas a monoinfecciones con P. vivax y 8 a monoinfecciones por
P. falciparum, lo que representa una discordancia de 15,60% de individuos
infectados que no fueron diagnosticados mediante el método convencional
(Tabla ).
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FIGURA 1: Productos amplificados por PCR Nested multiplex para la

identificacion de especies malaricas. A: deteccion del género
Plasmodium (1200 pb) pozos 3-16. B: identificacion de P. falciparum
(205 pb) pozos 3-12 C: identificacién de P. vivax (120 pb) pozos 1-5y
P. malariae (144 pb) pozos 7-9. D: PCR Nested multiplex para
identificacion de P. vivax (pozos 1,5,7) y P. falciparum (pozos
2,4,8,10,11,13-18,20) e infecciones mixtas por ambas especies
(pozos 3,6,9,12,19). M: marcador de peso molecular (100 pb); C+:
control positivo; C-: control negativo. Gel de agarosa al 2% coloreado
con bromuro de etidio.
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TABLA 1l. Comparacion entre la microscopia convencional y la PCR Nested
multiplex para la identificacion de especies malaricas en individuos de
Tumeremo, municipio Sifontes, estado Bolivar

Especie Microscopia PCR Nested multiplex
N % N %
P. vivax 79 34,50 91 39,74
P. falciparum 49 21,40 42 28,34
P. malariae 3 1,31 3 1,31
Mixtas 5 2,18 24 10,48
Negativas 93 40,61 69 30,13
Total 229 100,00 229 100,00

Infecciones mixtas: infecciones P. vivax/P. falciparum

TABLA lll. Discordancia entre la microscopia convencional y la PCR Nested
multiplex en la identificacion de especies malaricas en individuos de
Tumeremo, municipio Sifontes, estado Bolivar

Microscopia PCR Nested multiplex

Especies P. vivax P.falciparum P. malariae Mixtas Negativos Total

P. vivax 72 0 0 6 1 79
P. falciparum 1 34 0 14 0 49
P. malariae 0 3 0
Mixtas 0 4 0 5
Negativos 17 0 68 93
Total 91 42 3 24 69 229

Infecciones mixtas: infecciones P. vivax/P. falciparum



22

Por consiguiente, los resultados obtenidos por la PCR Nested multiplex
afectaron los valores de sensibilidad, especificidad y valores predictivos de la
microscopia para la deteccion de la infeccion malarica, asi como también la
identificacion de especies. En este sentido, se observo que la sensibilidad de la
microscopia para la deteccion de la infeccidon malarica y para la identificacion de
las especies no superd el 85,00%, siendo menos eficaz para la identificacién de
las infecciones producidas por P. vivax; mientras que la especificidad de la
técnica fue similar en todos los casos (Tabla IV). Por otro lado, al evaluar las
concordancias entre los resultados de la microscopia convencional con
respecto a PCR Nested multiplex por coeficiente de Kappa, se encontré que
ambos meétodos presentaron una concordancia discreta para detectar la
positividad a la malaria (0,56 £ 0,05) asi como, para identificar las infecciones
individuales producidas por la especie P. vivax (0,57 + 0,05) mientras que para

las infecciones por P. falciparum la concordancia resulté buena (0,63 + 0,05).

TABLA IV. Valores de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo
(VPP), valor predictivo negativo (VPN) y eficiencia de la microscopia
convencional comparado con la PCR Nested multiplex.

Sensibilidad Especificidad VPP VPN Eficiencia
Diagnéstico % % % % %
Malaria 84,38 98,55 99,26 73,12 88,65
P. falciparum 78,79 98,77 96,30 92,00 93,01
P. vivax 72,17 99,12 98,81 77,93 85,59

Al asociar el sexo con la especie de Plasmodium identificada en los individuos
evaluados en Tumeremo, la mayor frecuencia de infecciones por P. vivax
ocurrieron en individuos del sexo femenino (52,73%) mientras que P. falciparum
fue mas frecuente en el sexo masculino (33,30%) y las infecciones mixtas se

presentaron con la misma frecuencia en ambos sexos. No obstante, el analisis



23

de la asociacion por regresion logistica binaria entre el sexo y las infecciones
segun las especies de Plasmodium diagnosticadas demostré que solo hubo

asociacion estadistica de P. vivax con el sexo femenino (P=0,003).

TABLA V. Frecuencia de infecciones malaricas de acuerdo al sexo en
individuos sintomaticos y asintomaticos de Tumeremo, municipio
Sifontes, estado Bolivar.

Femeninos Masculinos
Infectados No Infectados Infectados No Infectados
N % N % N % N %
P. vivax 29 52,73 26 4727 86 49,93 88 50,57

P. falciparum 8 14,55 47 85,45 58 33,33 116 66,67

Mixtas 1 1,82 54 98,18 2 1,15 172 98,85

Infecciones mixtas: infecciones P. vivax/P. falciparum

Por otro lado, cuando se analizaron las infecciones malaricas con respecto a los
grupos etarios de los individuos evaluados, P. vivax mostré patron de aumento
hasta el grupo de 20 a 29 afios de edad, de alli en adelante no hay un patrén
caracteristico para esta especie. Por su parte las infecciones por P. falciparum
tampoco mostraron un patrén especifico, mientras que las infecciones mixtas
por estas dos especies malaricas mostré un patron de aumento hasta el grupo
etario de 30 a 39 afios y de alli se observa un descenso entre los 40 a 49 afos
(Figura 2). Sin embargo, a pesar de estos resultados los analisis de asociacion
por Chi-cuadrado entre los grupos de edades y las infecciones por P. vivax (y’=
0,57; P=0,967), P. falciparum (x> =6,26; P=0,181), mixtas por P. vivax/P.

falciparum (y*= 1,66; P= 0,798), no mostraron significancia estadistica.
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FIGURA 2. Frecuencia de infecciones malaricas de acuerdo a los grupos
etarios en individuos sintomaticos y asintomaticos de Tumeremo,
municipio Sifontes, estado Bolivar.

Cuando se analizdé la sintomatologia que presentaron estos individuos al
momento de la toma de muestras, como era de esperarse las infecciones por P.
vivax, P. falciparum e infecciones mixtas por estas dos especies se asociaron
estadisticamente de forma significativa con la presencia de fiebre, cefalea y
escalofrios; sin embargo, las monoinfecciones producidas por P. falciparum
adicional a esta sintomatologia clasica presentaron asociacion con la debilidad,
de la misma manera, tanto las infecciones por P. vivax como las producidas por
P. falciparum resultaron asociadas con la actividad minera de la zona, no
obstante no se observo asociacion de esta actividad con las infecciones mixtas

producidas por ambas especies (Tabla VI).
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TABLA VI. Variables clinico-epidemioldgicas asociadas estadisticamente a las
infecciones malaricas en individuos sintomaticos y asintomaticos de
Tumeremo, municipio Sifontes, estado Bolivar.

Especies de ) Chi- Risk
Plasmodium Variable cuadrado Ratio RR-Cl RRecl
P. falciparum Mineria 7,42 1,62 1,16 2,26
Fiebre 4,71* 1,14 1,03 1,27
Cefalea 12,70*** 1,42 1,20 1,68
Temblor 18,29*** 1,60 1,32 1,93
Debilidad 5,27* 1,28 1,05 1,55
P. vivax Mineria 19,73*** 2,28 1,54 3,37
Fiebre 6,76™* 1,16 1,04 1,30
Cefalea 32,26™** 1,75 1,42 2,15
Temblor 52,93*** 2,30 1,78 2,98
Mixtas .
P. falciparumiP. vivax Fiebre 503" 121 te 129
Cefalea 10,76** 1,54 1,34 1,76
Temblor 17,82*** 1,81 1,60 2,04

*Significativo (P< 0,05)
** Muy significativo (P< 0,01)
*** Altamente significativo (P< 0,001)



DISCUSION

La incidencia malarica del estado Bolivar durante los ultimos 15 afios ha sido la
mas alta reportada en la historia malarica de Venezuela desde que se realizan
los registros de los casos (Caceres, 2011; Caceres, 2013; Rodriguez y Paniz,
2014), lo que coincide con la elevada frecuencia de infecciones malaricas
encontradas en esta investigacion (69,90%) empleando PCR Nested multiplex
en los individuos evaluados de la poblacion de Tumeremo, municipio Sifontes,
estado Bolivar, asi como el predominio de la especie P. vivax, que ha sido
histéricamente reportada como especie dominante en la férmula parasitaria del

pais.

En esta investigacion se observo que los individuos con edades comprendidas
entre los 0-29 afos fueron los mas afectados por la infeccidon malarica, y las
infecciones por P. falciparum se presentaron con mayor frecuencia en el sexo
masculino, coincidiendo esto con el estudio de Marques et al. (2008) en Brasil,
donde determinaron mayor frecuencia de infecciones malaricas en hombres que
en mujeres (77,00% y 23,00%, respectivamente) pero a diferencia de esta
investigacion ellos reportan que el mayor numero de casos se produjo en

edades comprendidas entre los 30 y los 39 afos.

Por su lado, Forero et al. (2021) reportan en un estudio realizado en pacientes
que acudieron a tres centros de atencién de Ciudad Bolivar en el ano 2019,
que, al igual que en la presente investigacidon en general hubo una mayor
prevalencia de casos por P. vivax (69,70%) y con mayor incidencia en el sexo
masculino (69,00% de los casos), y sefialan la edad de 33 afios como promedio

entre los individuos infectados.

Sin embargo, en el presente estudio la mayor frecuencia de infecciones por P.

vivax ocurrieron en individuos del sexo femenino (52,70%). Hallazgos similares
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han sido reportados por Duarte et al. (2001) sefalando ademas que el sexo
femenino es un factor de riesgo asociado a las recaidas por P. vivax, asi como
por Sojo et al. (2008) en un estudio donde se determind la recurrencia de
malaria en 53 personas infectadas por P. vivax sin complicaciones, en el estado
Sucre, donde reportaron mayor infeccion en el sexo femenino y una frecuencia
de recurrencias de 53,80% para el mismo. No obstante, lannacone et al. (1999)
en Peru, al evaluar 208 muestras de sangre para diferenciar P. vivax de P.
malariae sefialaron que la prevalencia de malaria fue independiente del sexo,
mientras que los grupos de edades de 0-10 afos y de 41-50 afios presentaron

la mayor prevalencia de infeccidn.

Las infecciones malaricas con respecto a los grupos etarios evaluados en los
individuos de Tumeremo no evidenciaron asociacion; sin embargo, P. vivax
mostré patrén de aumento hasta el grupo de 20-29 afos y las infecciones
mixtas demostraron aumento hasta el grupo etario de 30-39 afios. Otros
investigadores, sefalan que las infecciones por P. vivax tienen picos en edades
jévenes, contribuyendo proporcionalmente a disminuir la enfermedad febril de
P. falciparum (Genton et al., 1995; Smith et al., 2001; Kasehagen et al., 2006).

En individuos no inmunes, la infeccidon con alguna de las especies del parasito
da lugar a la aparicién de un cuadro febril paroxistico bien definido, con una
periocidad que varia segun la especie, entre 48 a 72 horas en aparecer, y que
generalmente esta precedido de escalofrios. pudiendo desarrollarse otros
sintomas como cefaleas, anorexia, mialgias, dolor abdominal, tos, diarrea,
intranquilidad y delirio (Paya y Carreras, 2004). Sin embargo, existen individuos
que residen en forma permanente en zonas de alta endemicidad malarica, que
adquieren de manera progresiva una inmunidad parcial, que consiste en una
proteccion inicial contra las formas mas graves de la enfermedad, disminuyendo
los riesgos de malaria complicada en funcion de la edad y posteriormente hay

una supresion de la parasitemia a niveles bajos o incluso indetectables (Snow
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et al, 1998; Bassat et al, 2008). Esta inmunidad adquirida se debe
posiblemente, a la exposicion acumulativa de un gran repertorio de variantes
antigénicas de las formas sanguineas de los parasitos malaricos (Bull et al,,
1998). Algunos estudios sefialan que en las zonas con mayor endemicidad a la
malaria, la inmunidad a P. vivax se adquiere mas rapidamente que la inmunidad
a P. falciparum, por lo que las tasas de incidencia y prevalencia de infecciones
por P. vivax alcanzan sus valores maximos a edades menores que en el caso

de las infecciones por P. falciparum (Gonzalez et al., 2008; Mueller et al., 2009).

En lo que se refiere a la sintomatologia de los individuos evaluados en esta
investigacion, a pesar que la mayoria de los infectados con malaria fueron
sintomaticos, siendo la fiebre, el escalofrio y la cefalea los principales sintomas
asociados, se detectaron individuos infectados con P. falciparum asintomaticos,
lo que pudiera estar relacionado con lo previamente expuesto sobre la
adquisicidon de inmunidad en areas endémicas; esto, también ha sido reportado
anteriormente en el estado Amazonas, Venezuela, por Rodulfo et al. (2007a),
quienes al estudiar 200 muestras de pacientes sintomaticos y asintomaticos,
detectaron que el 24,60% (14/57) de los individuos que estaban infectados por
Plasmodium no presentaron sintomas y de éstos, 15,20% fueron
diagnosticados como P. falciparum. Una de las consecuencias mas importantes
de la infeccidon malarica asintomatica es que las personas no buscan atencion
médica o tratamiento y, por tanto, pueden llegar a ser portadores de
gametocitos, que contribuyen a la persistencia de la transmision, los que se
constituyen en un gran reservorio de personas infectadas que ignoran que lo
estan y son foco de infeccidn a los vectores (Bousema et al., 2004; Alves et al.,
2005; Cucunuba et al., 2008). Ademas, la infeccion asintomatica también se ha
sefalado como un factor de riesgo para el desarrollo de anemia crénica y

complicaciones en los pacientes con malaria (Verhoef et al., 2001).

En un estudio reciente realizado en Botswana por Motshoge et al. (2021) donde
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se evaluaron 1614 nifios usando PCR, resaltan que el 99,60% de los que
resultaron infectados eran asintomaticos, lo que se traduce en que el parasito
se ha expandido dentro de la poblacion de ese pais de esa manera, por lo que
ellos recomiendan poner una cuidadosa atencion en el diagndstico adecuado a

fin de poder aplicar medidas eficientes para su eliminacion.

Por otro lado, Forero et al. (2021) sefialan que en su investigacién encontraron
como sintomas mas frecuentes la fiebre (96,50%), seguida de los escalofrios
(91,30%) y la cefalea (90,60%), hallazgos similares al presente trabajo,
sefalando que al menos uno de esos sintomas en su investigacion se asocio
con el desarrollo de malaria severa en 69 casos, resaltando ademas que la
inesperada alta prevalencia de P. vivax encontrada en pacientes con al menos
un criterio de enfermedad clinica severa en la zona evaluada, resulté un motivo
importante de preocupacion, ya que independientemente de la especie
diagnosticada se presentaron alteraciones hematolégicas y bioquimicas
notables. En este mismo ambito, Barrada et al. (2019) en el contexto de un
estudio que realizaron en indigenas del Bajo Caura, en el estado Bolivar
encontraron por igual las variables clinicas, fiebre, escalofrios, y dolor de

cabeza entre los factores asociados.

El diagndéstico oportuno y especifico de los casos es fundamental para la
atencion de los pacientes y el control de la enfermedad. La OMS privilegia un
diagndstico eficaz de los casos como preambulo efectivo al tratamiento y control
de la enfermedad. Desde que se describiera por primera vez en 1880, el
diagnéstico del paludismo se ha realizado mediante la observacion de las
distintas formas del parasito en el examen microscopico de extendidos de
sangre periférica tefidas con diferentes colorantes. Esta técnica que sigue
siendo considerada el método de referencia, sin embargo tiene sus limitaciones
o desventajas como el hecho de que se considera que el limite de deteccion

con microscopistas expertos es de aproximadamente de 4 a 50 parasitos por



30

microlitros de sangre, por lo que en entornos clinicos se considera que carece
de fiabilidad cuando la parasitemia esta por debajo de 50 parasitos por
microlitro (Wongsrichanalai et al., 2007), situacion que se presenta en un alto
porcentaje personas que viven en zonas endémicas a la enfermedad por el
desarrollo de inmunidad parcial o debido al consumo de drogas antimalaricas a
niveles subcurativos, lo que hace que el grado de sensibilidad y especificidad
de la técnica esté directamente relacionada con el grado de la parasitemia
(Bianco et al., 2007; Bassat et al., 2008; Lee et al., 2009).

Lo anteriormente planteado ha impulsado el desarrollo y uso de otras técnicas
como los métodos basados en la amplificacion y deteccién de acidos nucleicos
por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) los cuales han demostrado
poseer una alta sensibilidad y especificidad para detectar parasitemias de hasta
5 parasitos por microlitro de sangre con seguridad en la identificacién de la
especie infectante y que ademas resultan muy valiosas para los estudios de
diversidad genética de los parasitos, ya que proveen mas informacion sobre la
epidemiologia de la enfermedad, asi como en estudios de control y evaluacion
de tratamientos. Se ha sefialado que la sensibilidad analitica de la PCR es
mucho mas alta que la del diagndstico microscopico (<5 parasitos por
microlitros de sangre), lo que hace posible la identificacion de casos de la
enfermedad que no son detectados usando el método convencional, tal como
sucedio en el presente trabajo de investigacion donde se evidencié que la PCR
detect6 un mayor numero de individuos infectados con especies malaricas
(69,90%) que la microscopia convencional (59,40%), ademas, de que permitio
la identificacion exacta de las especies malaricas causantes de la infeccidon en
los individuos evaluados de Tumeremo, siendo importante 25 casos (15,60%)
de infecciones malaricas que fueron reportadas negativas por la microscopia

convencional.

Steenkeste et al. (2010) sefalan que la microscopia convencional y las pruebas
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de diagnostico rapido tienen baja sensibilidad cuando se presentan
parasitemias de muy baja densidad, lo que conduce a que estas personas que
generalmente son asintomaticas, se conviertan en un reservorio potencial de
infeccion, ademas de que por este método suelen pasarse por alto infecciones
mixtas dobles y triples que pudieran estar presentes; por lo cual recomiendan el
uso de técnicas moleculares en las zonas endémicas por presentar mayor

sensibilidad y especificidad.

En Venezuela se han reportado fallas en el diagnéstico microscopico debido a
la calidad de la preparacién tedrica y practica del personal de la red de
vigilancia de malaria, en su componente de diagndstico microscopico, municipio
Cajigal, estado Sucre (Sojo et al., 2008), asi como también se han llevado a
cabo algunos estudios que han demostrado elevada sensibilidad de la PCR
para el diagnostico de infecciones malaricas, deteccion de falsos negativos de
la microscopia convencional e infecciones mixtas (Postigo et al., 1998; Rodulfo
et al., 2007a; Rodulfo et al., 2007b; Abou et al., 2014), lo que ha sido sefalado
también en otras regiones como Pard, Brasil donde se evaluaron infecciones
mixtas por PCR tiempo real a fin de esclarecer el impacto que tiene la
identificacion erronea de las distintas especies del parasito que circulan en esa
region, detectandose una elevada prevalencia de infecciones mixtas circulantes
(46,00%) de las cuales 33,30% eran producidas por P. vivax y P. malariae las
cuales habian sido reportadas por la microscopia como monoinfecciones por P.
vivax, por lo que sefalan la necesidad de implementar técnicas moleculares en

el diagnéstico en estas areas (Cunha, et al., 2021).

Hallazgo similar al encontrado en la presente investigacion en donde se
detectaron 24 casos (15,00%) de infecciones mixtas P. vivax/P. falciparum
mediante la PCR Nested multiplex, de los cuales 20 de estos habian sido
diagnosticados por la microscopia como monoinfecciones por P. vivax. Al

respecto, se ha senalado que en las infecciones mixtas puede existir



32

predominio de una especie sobre otra, o que podria ser importante en el
debilitamiento de los sintomas clinicos de la infeccion (Lorenzetti et al., 2008).
Ademas, los casos de infecciones mixtas suelen ser confundidos como una
infeccion simple por microscopia, debido en parte a la similitud morfolégica
entre algunas especies, lo que hace dificil diferenciarlas (Mohapatra et al.,
2008). La identificacion correcta de especies es frecuente por PCR, hecho que
se evidencia en un estudio llevado a cabo en Malasia donde un caso que habia
sido reportado microscopicamente como P. malariae, luego fue identificado

como P. knowlesi por esta técnica molecular (Lee et al., 2009).

En Venezuela se han reportado errores de diagndstico microscopico de
infecciones mixtas que alcanzan un 33,30% del total de desaciertos por especie
y se reporta aumento sostenido de los casos de este tipo de infecciones. Los
casos de malaria mixta son considerados un grupo de riesgo especial, porque
con frecuencia son diagnosticados y tratados como una malaria por P. vivax, y
la infeccion de P. falciparum queda sin tratar. Estos pacientes tienen infecciones
mas prolongadas y, por lo tanto, estan en riesgo de desarrollar complicaciones
tardias. La deteccion de infecciones mixtas es importante no soélo para la
aplicacién del tratamiento médico, sino también para el conocimiento real de la
incidencia de cada una de las especies de Plasmodium y consecuentemente su
potencial transmision, factores ambos fundamentales para la elaboracion de
medidas de control y valoracion de su eficacia (Caceres et al., 2006; Tobodn,
2009; Caceres, 2010).

En Ethiopia hay estudios que han demostrado que la PCR puede ser la mejor
herramienta para medir la prevalencia de Plasmodium y para detectar
parasitemias submicroscopicas que indudablemente afectan el control de la
malaria; Dentro de estos resaltan la investigacidén realizada por Tajebe et al.
(2014) en el noreste de ese pais durante un periodo de tres meses en pacientes

que acudieron a siete centros de salud y al reevaluar por PCR tiempo real, los
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168 casos que habian sido diagnosticados por microscopia como positivos a P.
falciparum (158 casos), P. vivax (7 casos) y 3 como infecciones mixtas,
encontraron resultados totalmente discordantes, concluyendo que Ia
reevaluacién de las muestras mostrd niveles altos de infecciones mixtas asi
como, de monoinfecciones con P. ovale y P. vivax que habian sido pasadas por
alto, por lo que recomiendan el uso de las herramientas de diagndstico
molecular para prevenir el advenimiento de cepas resistentes a los
medicamentos debido a la aplicacion de tratamientos inadecuados a
consecuencia de diagnosticos erroneos. En otra investigacion llevada a cabo
por Ehtesham et al. (2015) en el sureste de Iran donde se compararon cuatro
técnicas de diagndstico para la malaria, se reporté al igual que la sensibilidad
de la microscopia fue baja en comparaciéon con la PCR en la identificacion de

las infecciones mixtas.

Lo anteriormente planteado es respaldado en un estudio mas reciente realizado
en ese mismo pais por Leonard et al. (2021) donde se evaluaron fallas en el
diagndstico de infecciones mixtas en el contexto de un gran estudio de eficacia
terapéutica que se llevaba a cabo, y en el cual participaron multiples
microscopistas expertos y aun asi al reevaluar las muestras de los pacientes
diagnosticados como positivos por microscopia, se encontraron infecciones
mixtas que no habian sido reportadas pasandolas por alto. Por su lado, Golassa
et al., (2013); Alemu et al. (2014) y Mwingira et al. (2014) sefialan que en
Tanzania la microscopia ha mostrado el peor desempefo para detectar
portadores de P. falciparum que han sido identificados por PCR, por lo que
resaltan que la microscopia no es una técnica suficientemente exacta para
elaborar politicas de control de la malaria debido a que para ello se necesitan
datos de prevalencia precisas a fin de garantizar el éxito de la vigilancia
epidemiolodgica, por ello recomiendan la necesidad de normalizar el uso de
técnicas moleculares para estimar con precision la infeccidn malarica y el

potencial de transmision en una poblacion. En este mismo orden de ideas, Deo
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et al. (2012) evaluaron la diferencia entre los resultados obtenidos por la
microscopia y la PCR Nested en el diagndstico de la enfermedad y en el
seguimiento del tratamiento antimalarico en la region de Sumba Barat Daya en
Indonesia, senalando que observaron marcadas diferencias en los resultados,
siendo estas mas notables en el diagnostico de las infecciones mixtas y en los
pacientes con post tratamiento reciente, por lo que basado en lo observado
consideran que se necesitan evaluar las politicas de las pruebas de deteccion a

aplicar en las zonas endémicas.

Como se ha sefialado previamente, la malaria en Venezuela pasoé en los ultimos
afios de estar focalizada en zonas endémicas especificas a expandirse por
practicamente todo el territorio nacional, siendo el estado Bolivar, donde se
llevd a cabo la presente investigacién, la fuente principal de origen y
diseminacion, este fenomeno se debid principalmente a la migracion masiva y
desordenada hacia esta zona, debido a las actividades mineras que se llevan a
cabo en este estado después de la puesta en marcha el decreto del arco minero
por parte del Ejecutivo Nacional, constituyéndose principalmente el municipio
Sifontes como el foco principal; asi que como era de esperarse este factor se
encontré asociado a los casos de malaria (por cualquiera de las especies
determinadas) en el presente estudio, hallazgo que coincide con Forero et al.
(2021) en su investigaciéon, donde observaron que el 40,00% de los hombres
evaluados practicaban la mineria como ocupacion, por lo que sefialan que este
es un factor de riesgo que aumenta la posibilidad de padecer la enfermedad; lo
que al igual coincide con lo encontrado por Abdallah et al. (2022) en su estudio
realizado en tres puestos de salud del estado de Roraima en Brazil donde se
evaluaron 1222 pacientes provenientes de la frontera con Venezuela y Guyana,
reportando una alta positividad de 80,00%, resaltando ademas que el 80,00%
de las personas infectadas adquirieron la enfermedad en nuestro pais, y que
ademas el 50,00% de los individuos que participaron en su estudio

manifestaron ejercer como ocupacién la mineria.
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El calculo del riesgo relativo corrobora que este viene siendo un factor muy
relevante para la adquisicion de la enfermedad en la zona evaluada en el
presente estudio, ya que la magnitud del efecto obtenida se encuentra por
encima de la unidad, lo que deja claramente en evidencia que practicar la
mineria como ocupacion aumenta la probabilidad de ser infectado con el
parasito, probablemente debido a que el individuo se expone a un mayor

contacto con los vectores infectados.

Por lo cual, el presente estudio demuestra que en areas endémicas del estado
Bolivar es necesario la aplicacién de diagndstico molecular a fin de detectar
mayor numero de infecciones submicroscopicas e infecciones mixtas
circulantes, lo que pondria en evidencia un mayor riesgo de transmision
malarica en la zona, ademas el uso de la PCR para el diagndstico de malaria en
Venezuela puede proporcionar una visidn relevante y mas moderna para el
disefo de estrategias de control y de erradicacion de la malaria que sean mas

efectivas.



CONCLUSIONES

Se detectaron 160 casos de malaria por la técnica molecular (PCR Nested
multiplex) lo que resultd superior a los 136 casos reportados como positivos por

la técnica microscopica convencional.

Se presentd discordancia entre los resultados obtenidos por ambas técnicas,
siendo la concordancia discreta para la deteccion general de la enfermedad y
de la infeccion especifica con la especie P. vivax, mientras que para la

deteccion de la especie P. falciparum la concordancia resulté buena.

La sensibilidad de la técnica microscopica convencional se vio afectada por los
resultados de la técnica molecular siendo menor del 85,00% y menos eficaz

para la identificacion de las monoinfecciones producidas por P. vivax.

Las monoinfecciones por P. vivax y P. falciparum, asi como las infecciones
mixtas por estas dos especies se asociaron a la presencia de sintomas como la
fiebre, cefalea y escalofrios; y solo las producidas por P. falciparum se
asociaron a la presencia de debilidad. Adicionalmente se hallé asociacion de las
infecciones unicas por P. vivax con el sexo femenino, asi como de estas y de
las monoinfecciones con P. falciparum, con la practica de la mineria como

ocupacion en la zona.

Con este estudio se demuestra que en areas endémicas del estado Bolivar es
necesario la aplicacion de diagnostico molecular para detectar mayor niumero
de infecciones submicroscépicas e infecciones mixtas circulantes en la zona, lo
qgue revela mayor riesgo de transmision malarica, ademas el uso de PCR en el
pais puede proporcionar una vision relevante para el disefio de estrategias
especificas de control y erradicacion de la enfermedad mas eficientes.
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ANEXOS

CONSENTIMIENTO PREVIA INFORMACION

Mediante la presente hago constar que he sido informado sobre el desarrollo de
la realizacién del trabajo de investigacion titulado: FALLAS EN EL
DIAGNOSTICO DE INFECCIONES MIXTAS POR Plasmodium vivax y
Plasmodium falciparum EN UN AREA DE ALTA ENDEMICIDAD MALARICA
DEL ESTADO BOLIVAR, VENEZUELA, el cual tiene como objetivo principal
detectar fallas en el diagndstico microscopico convencional usado para el
diagndstico de malaria mediante la utilizacion de la prueba molecular Reaccién
en Cadena de la Polimerasa Nested multiplex, para lo cual se realizara la toma
de una muestra sanguinea por puncion venosa, ademas de una muestra por
puncion cutanea del lobulo de la oreja. Me ha sido informado que esta
investigacion es llevada a cabo por personal bien capacitado en el area, y que
las muestras y los datos aqui obtenidos seran utilizados unica y exclusivamente
para uso de investigacion. Los datos obtenidos seran mantenidos anénimos y la
informacion recogida no podra ser utilizada en mi perjuicio.

Yo, doy fe de conocer sobre
el estudio y autorizo a los responsables del mismo a utilizar mis datos vy
muestras de sangre.

Firma
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UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO DE SUCRE
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN BIOMEDICINA
Y CIENCIAS APLICADAS Dra. SUSAN TAI

FICHA CLINICO EPIDEMIOLOGICA

NOMBRES Y APELLIDOS:

EDAD:

SEXO:

PROCEDENCIA:

DIRECCION DE HABITACION:

OCUPACION:

SIGNOS Y SINTOMAS PRESENTES:
Fiebre:
Escalofrios/temblores:
Sudoracion:
Dolor de cabeza:
Dolor de huesos:
Debilidad: __
Mareos:

Vomitos:
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Nauseas:

Dolor articular:

Dolor abdominal:

Palidez:

Insomnio:

Diarreas:

Otro:



APENDICES
APENDICE 1.

Evaluacion de la microscopia en el diagnostico de Malaria

Positivos (+) Negativos (-)
Positivos (+) 135 pacientes 1 pacientes
Negativos (-) 25 pacientes 68 pacientes

Verdaderos positivos= 135
Verdaderos Negativos= 68
Falsos positivos= 1

Falsos negativos= 25

Sensibilidad= 135 x 100= 84,38%
135+ 25

Especificidad= __ 68 x 100= 98,55%
68 + 1

Valor predictivo positivo=___ 135 x 100=99,26%
135 + 1

Valor predictivo negativo= __ 68 x 100=73,12%
68 +25

Eficiencia=__ 68 + 135 x 100= 88,65%
68+135+25+1
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APENDICE 2.
Evaluacion de la microscopia en el diagnostico de Malaria causada por

Plasmodium falciparum

Positivos (+) Negativos (-)
Positivos (+) 52 pacientes 2 pacientes
Negativos (-) 14 pacientes 161 pacientes

Verdaderos positivos= 52
Verdaderos Negativos= 161
Falsos positivos= 2

Falsos negativos= 14

Sensibilidad= 52 x 100=78,79%
52+ 14

Especificidad= __ 161 x 100=98,77%
161 + 2

Valor predictivo positivo= __ 52 x 100= 96,30%
52+2

Valor predictivo negativo= ___ 161 x 100=92,00%
4+ 161

Eficiencia= 161 + 52  x100= 93,01%
161+52+14+8
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APENDICE 3.
Evaluacion de la microscopia en el diagnostico de Malaria causada por

Plasmodium vivax

Positivos (+) Negativos (-)
Positivos (+) 83 pacientes 1 pacientes
Negativos (-) 32 pacientes 113 pacientes

Verdaderos positivos= 83
Verdaderos Negativos= 113
Falsos positivos= 1

Falsos negativos= 32

Sensibilidad= 83 x100=72,17%
83 + 32

Especificidad=___113 x 100=99,12%
113 +1

Valor predictivo positivo= ___ 83 x 100=98,81%
83 +1

Valor predictivo negativo=__ 113 x 100=77,93%
113 + 32

Eficiencia= 83 + 113 x 100= 85,59%
83+113+32+1
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Diferencias entre la microscopia convencional y la pcr
Titulo nested multiplex en la deteccion de infecciones mixtas e
infecciones submicroscopicas de malaria en un area de
alta endemicidad del estado Bolivar, Venezuela
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Lineas y sublineas de investigacion:

Area Sub-area

Ciencias Parasitologia

Resumen (abstract):

En Venezuela a pesar de ser un pais endémico a la malaria en donde circulan
tres de las cinco especies productoras de la enfermedad, siendo ademas uno de
los paises de América con los mas graves problemas de control en los ultimos
anos, se han reportado muy pocos trabajos de investigacion donde se evaluen las
fallas en el diagndstico de las infecciones mixtas y submicroscépicas usando
meétodos moleculares, asi como su impacto en el ambito epidemiologico; razén
que motivo la realizacion de la siguiente investigacion, la cual se llevo a cabo en
Tumeremo, municipio Sifontes, estado Bolivar, donde se estudiaron 229
individuos de ambos géneros y diferentes grupos etarios que asistieron a la
consulta de diagndstico de malaria del centro de investigacion de campo “Dr.
Francesco Vitanza”. A los cuales se les aplicO una encuesta clinico
epidemiologica y se les inform6é el motivo del estudio para su previo
consentimiento. Posteriormente se realizd puncion del Iébulo de la oreja para
elaborar la gota gruesa y el extendido sanguineo con el fin de llevar a cabo el
diagndstico por microscopia convencional; luego se les extrajo sangre venosa
para la obtencion del ADN gendmico del parasito usando el kit Wizard Genomic®
de Promega, y posteriormente se identificaron las especies malaricas
involucradas a través de la técnica de PCR Nested multiplex. Esta ultima técnica
permitié detectar 160 casos de malaria (69,90%), superior al encontrado por
microscopia (59,40%). 15,00% de los positivos fueron infecciones mixtas (P.
vivax/P. falciparum) y 15,60% de los negativos microscopicamente (infecciones
submicroscoépicas) fueron positivos por la técnica molecular. La sensibilidad de la
microscopia para cualquier especie de Plasmodium fue menor del 80,00%. La
concordancia de ambos métodos fue discreta para detectar malaria e identificar
P. vivax, mientras que para P. falciparum la concordancia resulté buena. Las
infecciones mixtas, asi como las monoinecciones por P. vivax y P. falciparum se
relacionaron con presencia de fiebre, cefalea y escalofrios, ademas de debilidad
para esta ultima especie. Se demostré asociacion de P. vivax con el sexo
femenino y de esta especie y P. falciparum con la practica de la mineria en la
zona. Este estudio demuestra que en areas endémicas del estado Bolivar es
necesario la aplicacién de diagndstico molecular para detectar mayor numero de
infecciones submicroscopicas e infecciones mixtas, lo que revela mayor riesgo de
transmision malarica, ademas el uso de PCR en Venezuela puede proporcionar
una visidén relevante para el diseno de estrategias especificas de control y
erradicacion de la enfermedad.
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CUN09S
Cumand, (4 AGD 2009

Ciudadano

Prof. JESUS MARTINEZ YEPEZ
Vicerrector Académico
Universidad de Oriente

Su Despacho

Estimado Profesor Martinez:

Cumpilo en notificarle que el Consejo Universitario, en Reunién Ordinaria
celebrada en Centro de Convenciones de Cantaura, los dias 28 y 29 de julio
de 2009, mdédmmdemdamDEAmmrm
PUBLICAR TODA LA PRODUCCION INTELECTUAL DE LA UNIVERSIDAD
DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUN
VRAC N* 696/2009".

Leido el oficio SIBI - 139/2009 de fecha 09-07-2009, suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidis, por
unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccién intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestion.

'—uNWERSMRuRWE!&L% a usted a los fines consiguientes.
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C.C:  Rectora, Vicerrectora Administrativa, Decanos de los Micleos, Coordinador General de
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Contraloria Interna, Consultoria Juridica, Director de Bibliotecas, Direccidn de Publicaciones,
p Direccién de Computacitn, Coordinacitn de Teleinformdtica, Coordinacién General de Postgrado.

JABC/ YGC/ maruja

Apartado Correos 094 / Telfs: 4008042 - 4008044 / 5008045 Telofux: 4008043 / Cumand - Venezuela
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son de la exclusiva propiedad de la Universidad de Oriente, y solo podra ser utilizados
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participarlo previamente al Concejo Universitario, para su autorizacion”.
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