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Abreviaturas

CDC Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades
HRP2 Proteina 2 rica en histidina (antigeno)

HRP3 Proteina 3 rica en histidina (antigeno)

MSP2 Proteina 2 de superficie del merozoito

OPS Organizacion Panamericana de la Salud

pfhrp2 Proteina 2 rica en histidina de Plasmodium falciparum (gen)
pfhrp3 Proteina 3 rica en histidina de Plasmodium falciparum (gen)
OMS Organizacion Mundial de la Salud
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Objetivo

El objetivo de este programa de vigilancia fue recoger y evaluar muestras de parasitos de
Plasmodium falciparum en paises de América del Sur y Centroamérica donde la malaria es
endémica, con el fin de analizar la presencia o ausencia del gen que codifica la proteina 2
rica en histidina y el que codifica la proteina 3 rica en histidina de P. falciparum, con miras a
orientar los programas de control de la malaria en materia de adquisicion y aplicacion de las
pruebas rapidas de diagndstico que sean apropiadas en cada pais.

Antecedentes

En la actualidad, la mayoria de las pruebas rapidas de diagndéstico de la malaria utiliza la
proteina 2 rica en histidina (HRP2) como diana en el diagndstico de los parasitos de P.
falciparum. Estas pruebas permiten un diagndstico acelerado de la malaria causada por P.
falciparum, por lo cual constituyen uno de los componentes de las medidas de control de la
enfermedad recomendados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Alianza para
Hacer Retroceder el Paludismo (1-8). Los anticuerpos usados en estos estuches reconocen
de manera especifica el antigeno HRP2 y pueden ademads presentar una reaccién cruzada
con otra proteina miembro de la familia de proteinas ricas en histidina denominada la
proteina 3 rica en histidina (HRP3). Las evaluaciones recientes de las pruebas diagndsticas
rapidas realizadas por los Centros para el Control y la Prevencidon de Enfermedades de los
Estados Unidos (CDC) en colaboracion con la OMS, el Programa Especial de Investigaciones y
Ensefianzas sobre Enfermedades Tropicales y la Fundacidn para la Obtencién de Medios de
Diagndstico Innovadores, pusieron en evidencia en un nimero considerable de parasitos de
malaria del Perud la supresién de los genes que codifican las proteinas HRP2 y HRP3,
denominados pfhrp2 y pfhrp3, respectivamente. En el presente estudio retrospectivo
realizado en el Peru, se observd que 41% de las muestras de parasitos de P. falciparum
carecia del gen pfhrp2, 70% carecia del gen pfhrp3 y que en 20% de los parasitos evaluados
faltaban ambos genes. Estas deleciones génicas se comunicaron detalladamente en una
publicacidn reciente (9). Dado que la mayoria de las pruebas de diagndstico rapido de la
malaria utiliza como diana la HRP2 por su mayor sensibilidad, las deleciones de los genes
gue codifican HRP2 y HRP3 anularan la eficacia de las pruebas disefiadas para detectar estos
antigenos en los parasitos de las muestras de sangre de los pacientes. Los paises en toda
América del Sur han recibido subsidios del Fondo Mundial con el fin de adquirir las pruebas
de diagndstico rdpido destinadas a los programas de control de malaria. Debido a la alta
proporcidn de parasitos que carecen de los genes pfhrp2 y pfhrp3 en el Perd, fue importante
llevar a cabo una vigilancia molecular exhaustiva de los parasitos de P. falciparum, a fin de
determinar la magnitud de estas deleciones génicas en América del Sur y orientar en
consecuencia la adquisicion y la aplicacion de las pruebas de diagndstico rapido en los
programas nacionales de control. Esta informacidon es también fundamental para el uso de
los estuches de diagndstico apropiados en la atencidn de los pacientes en esta region.

En 2001, ocho paises en América del Sur establecieron una red de vigilancia destinada a
abordar la resistencia a los antimalaricos: la Red Amazdnica de Vigilancia de la Resistencia a
los Antimalaricos (RAVREDA). También en 2001, la Agencia de los Estados Unidos para el
Desarrollo Internacional inicid su respaldo técnico y financiero a esta red mediante la
Iniciativa contra la Malaria en la Amazonia (AMI). Los CDC iniciaron un proyecto de vigilancia
molecular en 2009, con apoyo adicional de la Iniciativa contra la Malaria en la Amazonia, la
Organizacidon Panamericana de la Salud (OPS) y la Fundacién para la Obtencion de Medios
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de Diagnéstico Innovadores, a fin de evaluar la magnitud de las deleciones de pfhrp2 vy
pfhrp3 en los diferentes paises de América del Sur. En el presente informe se presentan los
resultados y la situacidn actual de la genotipificacion de esta investigacién en curso.

Métodos

El protocolo recomendaba recoger para el estudio muestras de 3 ml de sangre venosa y
conservar cada muestra en tres alicuotas de plasma y de sedimento sanguineo, estas
ultimas destinadas a la extraccién del dcido desoxirribonucleico (ADN) del parasito con fines
de genotipificacidon y el plasma con el fin de detectar la proteina soluble HRP2 mediante la
prueba inmunoenzimatica por adsorcién (elisa). El plan proponia conservar dos viales de
plasma y de sedimento sanguineo en el pais de origen (para puesta a prueba y como fuente
de material de referencia en el futuro) y suministrar a los CDC un par de alicuotas de plasma
y sedimento sanguineo con el fin de verificar los resultados del analisis molecular y realizar
la confirmacién serolégica de los datos moleculares. Lamentablemente, algunos paises no
tomaron la muestra de sangre por puncion venosa y decidieron recoger solo gotas de sangre
en papel de filtro por puncién digital, el cual es un procedimiento mas sencillo. Este método
generd algunas dificultades técnicas importantes, que se abordardn mas adelante en otra
seccion de este informe. La muestra de sangre por puncién (o de sangre intravenosa en
algunos casos) se obtuvo de pacientes con un parasitismo P. falciparum confirmado
mediante el examen microscépico. Las gotas de sangre desecada o alicuotas de sangre
venosa se expidieron para genotipificacion al laboratorio de la Division de la Malaria de los
CDC.

Con el fin de extraer el ADN de los sedimentos sanguineos o de las gotas de sangre se
utilizaron estuches comerciales (QlAamp DNA Mini® o QlAamp DNA Blood Mini®). El estado
del parasitismo por P. falciparum se confirmé ademas mediante una reaccién en cadena de
la polimerasa (RCP) anidada, especifica de cada especie, basada en la amplificacién del acido
ribonucleico ribosémico (ARNr) 18S [10]. Con el objeto de verificar la calidad del ADN
destinado a la RCP, se amplificaron los alelos del gen que codifica la proteina principal de
superficie 2 (msp2). Se amplificaron los genes pfhrp2 y pfhrp3 utilizando los cebadores que
se representan con flechas en los diagramas de la figura 1A y 1B y se describen al detalle en
el apéndice II. Con el fin de obtener una confirmacién adicional y la caracterizacién de las
deleciones cromosdmicas, se amplificaron ademas los siguientes genes que flanquean
pfhrp2 y pfhrp3 en direccion 5’ y en direccion 3’. El gen Mal7P1.230 estd ubicado a cerca de
5,5 kb en direccién 5’ de pfhrp2 y el gen Mal7P1.228 a 6,5kb en direccion 3’ (figura 1A). El
gen Mal13P1.475 estd ubicado a 1,7 kb en direccién 5’ de pfhrp3 y el gen Mal13P1.485 a 4,4
kb en direccién 3’ (figura 1B). Se verifico la calidad del material de ADN parasitario en las
muestras, se practicé su genotipificacion con los marcadores msp2 y solo las muestras en las
cuales se obtuvo la amplificacién de por lo menos un alelo de este gen y el gen ARNr 18s se
calificaron de buena calidad (aptas) para continuar la evaluacién de las deleciones de pfhrp2

y pfhrp3.

Figura 1. Posicionamiento genémico de pfhrp2, pfhr3 y sus genes flanqueantes.
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A. Gen pfhrp2 y genes flanqueantes:
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Resultados

Bolivia

Total de muestras previstas: 100
Total de muestras suministradas: 27

Tipo de muestras sanguineas:
e Gota de sangre sobre papel de filtro: suministrada
e Sedimento sanguineo: suministrado
e Plasma sanguineo y suero: suministrados
Centros de recogida de muestras: Riberalta y Guayaramerin

Figura 2. Los centros de recogida de muestras y los resultados en Bolivia.

. Guayaramerin
st ’
Bolivia
HRP2 deleted Pf HRP3 deleted Pf
parasites: 4% parasites: 68%
Leyenda: Parasitos de P. falciparum Parasitos de P. falciparum
con delecion de pfhrp2: 4% con delecidn de pfhrp3: 68%

Recogida de las muestras, capacitacién y dificultades

El doctor A. Macedo de Oliveira y el doctor V. Udhayakumar visitaron Bolivia en 2010
durante una semana, con el fin de colaborar con la doctora Afiez en la capacitacion sobre
obtencién de muestras en Riberalta y Guayaramerin (figura 2). El doctor Jorge Cuba,
Director de la seccién de Malaria en el Laboratorio de Salud Publica de Riberalta, presté
asistencia y orientacion en este proyecto. La seiiora Gladys Nakaq, técnica de laboratorio
(Laboratorio de Salud Publica de Riberalta) y la sefiora Rosling Ocampo Zambrano (Centro
de Salud de Guayaramerin) recibieron la formacién sobre obtencién de muestras. Se
escogieron los centros de salud locales donde se obtendrian las muestras de sangre
intravenosa y las gotas de sangre en papel de filtro. El tamafio previsto de la muestra fue de
100 muestras en ambos centros combinados en Bolivia. Después de un afo, solo se habian
recogido 27 muestras con monoparasitismo por P. falciparum y se enviaron para verificacion
a los CDC. Inicialmente, el 8 de junio de 2011, se suministraron al laboratorio de los CDC 27
muestras en papel de filtro. Luego, el 5 de julio de 2011, se expidieron a los CDC 27
muestras de sedimento sanguineo y plasma que correspondian a las muestras de sangre. La
cadena de frio no se mantuvo de manera adecuada durante la expedicién y las muestras
llegaron a su destino derretidas (en lugar de congeladas). Ademas, no fue posible encontrar
un asociado comprometido en el Ministerio de Salud de Bolivia que recibiese la capacitacion
en las técnicas de laboratorio de vigilancia molecular, lo cual constituye un obstaculo
importante a una transferencia de tecnologia apropiada que permita realizar la vigilancia
molecular local en el futuro.
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Las muestras excluidas del analisis:

N Muestra nimero  18S msp2 230 pfhrp2 228 485 pfhrp3 475
1 BR16 - - - - + - - -
2 BR27 - - - - - - - -

Razones de la exclusion

Estas muestras se excluyeron del analisis final porque no se obtuvo de ellas ninguna
amplificacién del gen 18S ni de uno o ambos alelos del gen msp2. Solo se incluyeron en el
analisis final las muestras en las que se logré amplificar estos dos genes, pues la
amplificacién confirmaba la presencia de P. falciparum.

Resumen de resultados

Todas las muestras, las gotas de sangre en papel de filtro y los sedimentos sanguineos, se
analizaron en conformidad con los procedimientos definidos por el laboratorio de los CDC y
ambos conjuntos dieron resultados idénticos. Se excluyeron dos muestras del analisis final,
pues no satisficieron los criterios de inclusién indicados arriba; de las 25 muestras restantes,
una presentd delecién del gen pfhrp2 (figura 2, cuadro 1), en 17 muestras se observo
delecion del gen pfhrp3 y en nueve muestras delecién de Mal7P1.230 que es un seudogen
cercano de pfhrp2, en direccion 5. Doce muestras presentaron delecion del gen
Mal13P1.475 y en 14 muestras se encontré supresién de Mal13P1.485; estos dos, son genes
flanqueantes de pfhrp3 (cuadro 1).

Cuadro 1: Resultados resumidos sobre la delecién de pfhrp2, pfhrp3 y los genes aledaiios en
Bolivia.

Genes *

Pais Centro de muestreo
230 pfhrp2 228 475 pfhrp3 485
9/25 1/25 0/25 12/25 17/25 14/25

Bolivia Riberalta y Guayaramerin (36,0%) (4,0%) (0,0%) (48,0%) (68,0%) (56,0%)

* Los datos muestran el nimero (y el porcentaje) de parasitos que presentaron deleciones génicas
en el total de muestras analizadas

Actividades pendientes y otras medidas necesarias a fin de completar el proyecto en Bolivia
La presencia de 4% de deleciones de pfhrp2 en un numero limitado de muestras (una de
cada 25) indica la necesidad de examinar nuevas muestras, con el fin de obtener un célculo
mas preciso de la prevalencia de esta delecion en Bolivia. Ademas, se debe despachar a los
CDC otra alicuota de muestras de plasma en condiciones térmicas apropiadas, pues en el
envio anterior no se respetd la cadena de frio (lo cual pudo haber alterado la integridad de
las muestras). En las nuevas muestras de plasma se determinard la concentracion de la
proteina HRP2 y se confirmaran asi los resultados moleculares sobre el gen pfhrp2.

Bolivia deberia definir si desea continuar la vigilancia sistematica encaminada a determinar
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con mayor precision la prevalencia de parasitos de P. falciparum con delecién de pfhrp2 en
las diferentes regiones, pues el nimero actual de 25 muestras es insuficiente. En vista de
gue Bolivia no recibié ninguna formacién técnica en materia de anadlisis molecular, es
importante que el personal del pais participe en la préxima ronda de capacitacion (si la
Iniciativa contra la Malaria en la Amazonia y la OPS deciden apoyarla). Es también
pertinente sefalar aqui que los CDC pueden apoyar el adiestramiento de un cientifico
boliviano en el analisis molecular de las deleciones de pfhrp2 y pfhrp3 (si Ministerio de
Salud decide escoger alguno).

Colombia
Total de muestras previstas: 100
Total de muestras suministradas: 53
Tipo de muestras sanguineas:
e Gota de sangre en papel de filtro: suministrada
e Plasma sanguineo y suero: no suministrados
e Sedimento sanguineo: no suministrado
Centros de recogida de muestras:
e Tierra Alta (Cérdoba) (10 muestras)
e Tumaco (Narifio) (22 muestras)
e Buenaventura (Valle del Cauca) (21 muestras)

Figura 3: Los centros de recogida de muestras y los resultados en Colombia.

HRP2 deleted Pf HRP3 deleted Pf
parasites: 7.5% parasites: 45%

Leyenda: Parasitos de P. falciparum Parasitos de P. falciparum
con delecién de pfhrp2: 7,5%  con delecidn de pfhrp3: 45%

Recogida de las muestras, capacitacién y dificultades

La Fundacidn para la Obtencién de Medios de Diagndstico Innovadores aportd
financiamiento y capacitacién en materia de recogida de muestras en Colombia. La doctora
Claribel Murillo (Centro Internacional de Entrenamiento e Investigaciones Médicas de Cali
actud como contacto primario en la obtencién de las muestras. La doctora Murillo recibié
ademas capacitacion en los CDC sobre los métodos de analisis molecular de las deleciones
génicas de pfhrp3 y pfhrp2 (del 14 de febrero al 27 de marzo de 2010). En Colombia no se
recogieron muestras de sangre venosa como lo definia el protocolo, sino que se decidid
recoger gotas de sangre en papel de filtro por razén de su asociacion con la Fundacién para
la Obtencion de Medios de Diagndstico Innovadores. Este método constituyd una limitacion
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a la realizacién de un analisis molecular detallado. No se pudo llevar a cabo la confirmacion
seroldgica de los datos moleculares debido a la falta de plasma. Se recibid solo cerca de 50%
de la muestra prevista en Colombia (100 muestras).
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Las muestras excluidas del analisis:

Muestra nimero  18S msp2 230 pfhrp2 228 485 pfhrp3 475

TAO2 + - + + + - - -
TAO4 + - - + - - - -
TAO6 + - - - - - - -
TAO7 + - - - + - - +
BV17 + - - - - - - -
BV20 - - - - - - - -
BVv21 - + - - + - - +
Bv24 - - - - + - +
BV25 - - - - - - + -
BV26 - + - + + + - +
Bv27 - - - - - - - -
BV32 - - - + - - - -
BV35 - + - - - - - -
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Razones de la exclusion

Estas muestras se excluyeron del analisis final pues no se obtuvo de ellas ninguna
amplificacién del gen 18S ni de msp2. Solo se incluyeron en el andlisis final las muestras en
las que se logré amplificar estos dos genes, pues la amplificacién confirmaba la presencia de
P. falciparum.

Resumen del andlisis

Se suministré al laboratorio de malaria de los CDC, el 3 de septiembre de 2010, un total de
53 muestras recogidas entre 2009 y 2010. Solo 40 muestras produjeron ADN de buena
calidad que satisficiera los criterios del andlisis de pfhrp2. En la figura 3 y el cuadro 2 se
presentan los resultados obtenidos con estas 40 muestras. En resumen, tres muestras
(7,5%) mostraron delecion de pfhrp2 y 18 muestras (45,0%) delecion de pfhrp3 (figura 3,
cuadro 2). En 21 muestras estaba suprimido Mal7P1.230, en una muestra Mal7P1.228, en
17 muestras se detectd delecidn del gen Mall3P1.475 y en 13 muestras la delecion de
Mal13P1.485 (cuadro 2). Otro analisis de un numero reducido de muestras recogidas
retrospectivamente, que se realizé durante la sesion de capacitacidon de la sefiora Murillo en
los CDC, indicé que alrededor de Leticia en la provincia del Amazonas de Colombia se
pueden encontrar deleciones de pfhrp2 y pfhrp3 en proporcion equivalente a las observadas
en el Pery; esta regidn no se examind en el presente estudio prospectivo.
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Cuadro 2: Resultados resumidos sobre la delecién de pfhrp2, pfhrp3 y los genes aledafios en
Colombia.

Genes *
Pais Centros de muestreo
230 pfhrp2 228 475 pfhrp3 485
Tierra Alta (Cérdoba) 3/6 2/6 1/6 6/6 6/6 6/6
Tumaco (Narifio) 11/22 0/22 0/22 6/22 7/22 5/22
Colombia Buenaventura (Valle del 7/12 1/12 0/12 5/12 5/12 2/12
Cauca)
Total 21/40 3/40 1/40 17/40 18/40 13/40

(52,5%) (7,5%) (2,5%) (42,5%) (45,0%) (32,5%)
* Los datos muestran el niumero (y el porcentaje) de parasitos que presentaron deleciones génicas
en el total de muestras analizadas

Actividades pendientes y otras medidas necesarias a fin de completar el proyecto en
Colombia

Los datos indican la presencia de algunos pardsitos con delecién de pfhrp2 en las costas
Pacifica y del Caribe de Colombia, sobre todo en la segunda region. Sin embargo, sin
muestras adicionales de algunas de las regiones evaluadas (Tierra Alta) y de otras zonas
diferentes del pais, es dificil obtener un cdlculo preciso de la prevalencia de parasitos con
delecion de pfhrp2 en todo el pais. La mayoria de las muestras se recogieron solo en la costa
Pacifica y unas pocas muestras en Tierra Alta en la costa del Caribe, donde se observd 33%
de deleciones de pfhrp2 (2 de 6). Es preciso impulsar nuevas recogidas de muestras y en
numero suficiente de la region de Tierra Alta y también en otras regiones del interior del
pais. Como se sefiald arriba, el andlisis de un numero limitado de muestras retrospectivas
demostré una alta tasa de deleciones de pfhrp2 y pfhrp3 en la provincia del Amazonas.
Colombia tiene que considerar nuevas estrategias de vigilancia aun mas sistematicas, a fin
de alcanzar una mayor comprension de la prevalencia de deleciones de los genes pfhrp2 y
pfhrp3 en los pardsitos de P. falciparum en el pais. En una posible ronda futura de
recoleccion de muestras de vigilancia, Colombia podria tomar muestras con una base
geografica mas amplia y un tamafio adecuado, respetando ademads las recomendaciones de
recogida (plasma y sedimento sanguineo), a fin de calcular con exactitud la prevalencia de
deleciones génicas.

Guyana
Total de las muestras previstas: 100
Total de muestras suministradas: 100
Tipo de muestras sanguineas:
e Gota de sangre en papel de filtro: suministrada
e Plasma sanguineo y suero: recogidos y suministrados en agosto de 2012
e Sedimento sanguineo: recogido y suministrado en agosto de 2012
Centro de recogida: Georgetown (todas las muestras de un solo consultorio)
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Figura 4: Los centros de recogida de muestras y los resultados en Guyana.
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Recogida de las muestras, capacitacion y dificultades

El doctor Nicholas Cerdn y el sefor Krishnalall tomaron parte activa en la organizacidon
eficiente de la recogida de muestras. El doctor Udhayakumar visitd Guyana en 2010 (del 22
al 26 de marzo de 2010) con el fin de prestar apoyo técnico e impartir capacitacién en
materia de obtencién de muestras. Durante esta visita, |la oficina de la OPS y el Ministerio de
Salud participaron activamente al facilitar la capacitacion y la organizacion de la obtencién
de muestras. El Ministro de Salud, honorable doctor Ramasamy, mostrd un interés personal
en facilitar el proyecto y vinculé al Laboratorio de Nacional de Referencia de Guyana en
Georgetown, con el uso de la infraestructura del laboratorio en el procesamiento vy
almacenamiento de las muestras y con la colaboracion del doctor Colin Roach y el sefior
Chandrabose de este laboratorio. Las muestras se recogieron en el consultorio de malaria
en Georgetown, donde acude para tratamiento la mayoria de los pacientes de malaria de la
zona costera y la zona interior de la Guyana (figura 4). La Guyana es el Unico pais que
alcanzd el tamafio previsto de la muestra en un tiempo muy corto y recogid, como estaba
planeado, sangre venosa y gotas de sangre en papel de filtro. Guyana suministré las
muestras en papel de filtro a los CDC para el analisis molecular e inicialmente no pudo
despachar los sedimentos sanguineos y el plasma destinados a las pruebas adicionales, por
limitaciones logisticas; por ultimo, en agosto de 2012 se enviaron a los CDC las muestras
restantes. Lamentablemente, durante la expedicidon no se respeté la cadena de frio y a su
llegada las muestras se encontraban a temperatura ambiente.

Las muestras excluidas del andlisis:

N Muestra nimero  18S msp2 230 pfhrp2 228 485 pfhrp3 475
1 032 - - - + + - - -
2 076 - - - - + + - -
3 092 - - - + + + + +

Razones de la exclusién
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Estas muestras se excluyeron del analisis final porque no se obtuvo de ellas ninguna
amplificacién del gen 18S ni de uno o ambos alelos del gen msp2. Solo se incluyeron en el
analisis final las muestras en las que se logré amplificar estos dos genes, pues la
amplificacién confirmaba la presencia de P. falciparum.

Resumen de |los resultados

Se suministraron al laboratorio de los CDC un total de 100 muestras de gotas de sangre en
papel de filtro (en marzo de 2011) para este proyecto. Se analizaron todas las muestras en
conformidad con los procedimientos definidos por el laboratorio de los CDC. Se excluyeron
tres muestras del analisis final, ya que no satisfacian los criterios de inclusiéon, como se
indicé arriba. De las 97 muestras restantes, ninguna exhibié delecién de los genes pfhrp2 o
pfhrp3 (figura 4, cuadro 3). En 40 muestras se observd delecion de Mal7P1.230, que es un
seudogen ubicado cerca del gen pfhrp2, hacia el extremo 5’. En una muestra se encontré
delecion de Mal7P1.228 que es un gen ubicado hacia el extremo 3’ de pfhrp2 (cuadro 3). En
resumen, en este lote de muestras analizadas no se encontrd ninguna muestra con delecion
génica de pfhrp2 ni pfhrp3.

Cuadro 3: Resultados resumidos sobre la delecion de pfhrp2, pfhrp3 y los genes aledafios en
Guyana.

Genes *
de

. Centro
Pais .
recogida 230 pfhrp2 228 475 pfhrp3 485
40/97 0/97 1/97 0/97 0/97 0/97
Guyana - Georgetown (41,2%) (0,0%  (L0%)  (0,0%)  (0%) (0,0%)

* Los datos muestran el numero (y el porcentaje) de pardsitos que presentaron deleciones génicas
en el total de muestras analizadas

Actividades pendientes y otras medidas necesarias a fin de completar el proyecto en Guyana
Se completé el andlisis molecular de los genes pfhrp2 y pfhrp3. La confirmacidn serolégica
de los resultados del analisis molecular se podrda completar cuando Guyana suministre
nuevas muestras de plasma a los CDC.

Peru
Total de las muestras previstas: 100
Total de las muestras suministradas: 94
Tipo de muestras sanguineas:
e Gota de sangre en papel de filtro: suministrada
¢ Plasma sanguineo y suero: no suministrados
¢ Sedimento sanguineo: no suministrado
Centros de recogida de las muestras (todos en la regién de Loreto)
e Atalaya
e Caballococha
e Datem del Marafién
e Mazdn
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e SanlJuan

e Soplin

e Requena

e Yurimaguas
e Urarinas

Figura 5: Los centros de recogida y los resultados en el Peru.
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Recogida de las muestras, capacitacion y dificultades

La doctora Dionicia Gamboa (Universidad Peruana Cayetano Heredia de Lima) y su personal,
en colaboracién con la Fundacion para la Obtencién de Medios de Diagndstico Innovadores,
recogieron las muestras del presente estudio de vigilancia activa entre 2009 y 2010 (figura
5). Estas muestras comportaron solo gotas de sangre en papel de filtro. La falta de muestras
de sangre venosa constituyd un obstaculo a la caracterizacién molecular de la expresion de
los genes pfhrp2. Al no contar con muestras de plasma, fue imposible confirmar los
resultados del analisis molecular con las pruebas serolégicas. La sefora Katherine Jessica
Torres-Fajardo, una estudiante de posgrado del laboratorio de la doctora Gamboa, recibid
capacitacién en los CDC (del 20 de julio al 18 de septiembre de 2009) sobre el analisis
molecular de las deleciones de pfhrp2 y pfhrp3. La colaboracién con la doctora Gamboa se
desarrollé sin ningln tropiezo.
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Resumen de |los resultados

El 13 de julio de 2010 los CDC recibieron 94 muestras recogidas en diferentes centros de la
cuenca amazodnica del Peru entre 2009 y 2010. Las muestras se analizaron de conformidad
con los procedimientos definidos por los CDC; en el cuadro 4 se presentan los resultados de
93 muestras, pues una muestra no reunio los criterios de inclusion sobre la integridad del
ADN. Treinta y un muestras mostraron delecion del gen pfhrp2 (33,3%) y 50 muestras
supresion de pfhrp3 (53,8%) (figura 5, cuadro 4). Se encontraron 73 muestras con delecion
de Mal7P1.230, 17 muestras con deleciéon de Mal7P1.228, 36 muestras con delecion de
Mal13P1.475 y 18 muestras con supresion de Mal13P1.485 (cuadro 4). Hasta el momento,
las proporciones mds altas de delecidon de pfhrp2 se han detectado solo en la cuenca
amazodnica en el Perd. La proporcidn de deleciones de pfhrp2 y de pfhrp3 en esta encuesta
prospectiva es equivalente a los niveles descritos en los estudios retrospectivos de
publicacidn reciente (9). Cabe sefialar, que la proporcion de parasitos con delecién de
pfhrp2 o pfhrp3 es muy variable de una localidad a otra. Por ejemplo la poblacién de
pardsitos en la comunidad de Atalaya fue 100% positiva para el gen pfhrp2 y los parasitos de
la comunidad de Requena fueron 100% negativos para este mismo gen. Sin embargo,
globalmente esta region del Perd muestra un alto grado de delecidn de pfhrp2 y pfhrp3.

Cuadro 4: Resultados resumidos sobre la delecién de pfhrp2, pfhrp3 y los genes aledafios en el
Peru

*
Pais Centros de Genes
recogida 230 pfhrp2 228 475 pfhrp3 485
Atalaya 16/19 0/19 2/19 1/19 3/19 1/19
Caballococha 1/1 1/1 0/1 1/1 1/1 0/1
Datem del
Marafién 2/2 2/2 2/2 0/2 2/2 0/2
Mazan 11/11 3/11 5/11 2/11 7/11 3/11
San Juan 1/1 1/1 0/1 1/1 1/1 1/1
Peru
Requena 9/11 11/11 1/11 11/11 11/11 0/11
Soplin 16/31 8/31 1/31 15/31 17/31 8/31
Urarinas 5/5 3/5 4/5 4/5 4/5 3/5
Yurimaguas 12/12 2/12 2/12 1/12 4/12 2/12
Total 73/93 31/93 17/93 36/93 50/93 18/93
(78,5%) (33,3%) (18,3%) (38,7%) (53,8%) (19,4%)

* Los datos muestran el nimero (y el porcentaje) de parasitos que presentaron deleciones génicas
en el total de muestras analizadas

Actividades pendientes y otras medidas necesarias a fin de completar el proyecto
El laboratorio de la doctora Gamboa realizé evaluaciones independientes de la delecién de
pfhrp2 y pfhrp3 en las mismas muestras. Es necesario comparar los resultados realizados en
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el Peru con los datos del laboratorio de los CDC a fin de detectar incongruencias y resolver
las diferencias.

En resumen, se ha analizado un nimero considerable de muestras de multiples centros de la
cuenca del rio Amazonas en el Peru. Los datos indican una distribucién generalizada de
pardsitos con delecion de pfhrp2 y pfhrp3 en esta regiéon endémica del Perd. Aunque no se
supo si existen en la actualidad parasitos con delecidn del gen pfhrp2 en la regién costera
debido a que no se recogieron muestras en ningun centro de la costa (porque la transmision
de P. falciparum es extremadamente baja), el andlisis de menos de una docena de muestras
recogidas en 2001 no encontrd ninguna delecion de este gen. Sin embargo, una
investigacion muy reciente sobre la reaparicién de la malaria en Tumbes en la costa del
norte del Perd puso en evidencia que los 18 aislados de parasitos que se recogieron y
analizaron presentaban delecidon de pfhrp2. Los datos genéticos indican que los pardsitos
introducidos provenian originalmente de los alrededores de Requena en la provincia de
Loreto. Esta bien confirmado ahora que existe una alta prevalencia de delecion de pfhrp2 en
el Peru. Por consiguiente, no se recomienda usar las pruebas que se basan en HRP2, en el
diagnéstico de la malaria por P. falciparum en este pais.

Suriname

Total de las muestras previstas: 100

Total de las muestras suministradas: 103

Tipo de muestras sanguineas:
e Gota de sangre en papel de filtro: suministrada
e Plasma sanguineo y suero: no suministrados
¢ Sedimento sanguineo: no suministrado

Centro de recogida de las muestras: Paramaribo

Figura 6: El centro de recogida y los resultados en Suriname

Muestras de Surinam de 2009y 2010

Paramaribo

Suriname Parasitos de P. falciparum Parasitos de P. falciparum con
con delecion de pfhrp2: 0%  delecion de pfhrp3: 1,8%

Muestras de Suriname de 2011

' y

Parasitos de P. falciparum  parasitos de P. falciparum con
con delecién de pfhrp2: delecion de pfhrp3: 8,6%
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Recogida de las muestras, capacitacion y dificultades

Suriname decidié usar inicialmente en esta investigacion las muestras retrospectivas
existentes en su coleccién del banco de parasitos y puso a disposicion las muestras de gotas
de sangre conservadas en papel de filtro. Se presentaron considerables problemas técnicos
con la genotipificacion de algunas de las muestras. Suriname suministré6 muestras en tres
lotes diferentes. Habria sido mejor si todas las muestras se hubiesen presentado en un lote
Unico, por razones logisticas relacionadas con la eficacia de la puesta a prueba. La sefora
Mergiory Y Bracho Garrido del laboratorio de la doctora Malti Adhin (Universidad Anton de
Kom, Paramaribo, Suriname) recibié capacitacion sobre el andlisis molecular de la delecién
de pfhrp2 y pfhrp3 durante el taller realizado en el Brasil y luego puso en marcha la
capacidad local de evaluacion de las deleciones de pfhrp2 y pfhrp3 en Suriname. La sefiora
Bracho Garrido analizé en paralelo las mismas muestras, a fin de comparar sus resultados
con los resultados de las pruebas en los CDC.
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Lista de las muestras excluidas del andlisis:

Envio 1 de Suriname

N Muestra nimero  18S msp2 230 pfhrp2 228 485 pfhrp3 475
1 M10-0127 - - + - + - - -
2 M10-0286 + - - + + + + +
3 M10-0373 - - - + + - - -
4 M10-0867 + - + + + + + +
5 M10-1055 - - + - + + + +

Envio 2 de Suriname

N Muestra numero  18S msp2 230 pfhrp2 228 485 pfhrp3 475
1 M9-0029 - + - + + + + +
2 M9-0201 - + - + + + - +
3 M9-0272 - + - + + + + +
4 M9-0374 - - - - + + - +
5 M9-0816 + - + + + + + +
6 M9-0825 - - - - + + - +
7 M9-1049 + - - - - + - +
8 M9-1187 - - - + + + - +
9 M9-1204 - - - - - + - +
10 M9-1255 + - + + + + + +
11 M9-1300 - - - - - + + +

Envio 3 de Suriname

N Muestra numero 18S msp2 230 pfhrp2 228 485 pfhrp3 475
1 M10-0147 - - - - - NA - -
2 M11-0161 - - - - - - - +
3 M10-0176 - - - - - NA - -
4 M10-0886 - - - + - NA + -
5 M10-1124 - - + - - NA - +
6 M11-0192 - - - - - - - -
7 M11-0207 - - - - - - - -
8 M11-0370 - - - - - - - -
9 M11-0379 - - - - - - - -

NA: no analizada

Razones de la exclusion

Estas muestras se excluyeron del andlisis final porque no se obtuvo de ellas ninguna
amplificacién del gen 18S ni de uno o ambos alelos del gen msp2. Solo se incluyeron en el
analisis final las muestras en las que se logré amplificar estos dos genes, pues la
amplificacién confirmaba la presencia de P. falciparum.

Informe del proyecto de vigilancia de pfhrp2 y pfhrp3 en P. falciparum Pagina20/30



Resumen de |los resultados

Para este proyecto se suministraron inicialmente al laboratorio de los CDC 53 muestras en
febrero de 2011 (recogidas en 2010) y en mayo de 2011 (recogidas en 2009). El primer envio
contenia 23 muestras y el segundo 30 muestras. Se analizaron todas las muestras en
conformidad con los procedimientos definidos por el laboratorio de los CDC. Se excluyeron
del analisis final 16 muestras (cinco del primer envio y 11 del segundo), pues no satisficieron
los criterios de inclusidn. De las 37 muestras restantes, ninguna exhibié delecién del gen
pfhrp2. Se encontré una muestra con delecion de pfhrp3 (figura 6, cuadro 5). En 12
muestras se observo delecion de Mal7P1.230. Ninguna de las muestras presentd delecion
de los genes Mal7P1.228, Mal13P1.475 ni Mal13P1.485 (cuadro 5). En febrero de 2012 se
recibié en los CDC un tercer lote de muestras (50) de Suriname y las deleciones de pfhrp2 y
pfhrp3 se analizaron recientemente. Dieciocho de estas muestras que satisfacian los
criterios de inclusion se habian recogido en 2010 y no presentaron ninguna delecién de
pfhrp2 ni pfhrp3 (figura 6, muestras de 2009 y 2010, que incluye un total de 55 muestras).
En una muestra se observd delecion del gen Mal7P1.228. Las otras 23 muestras que
satisficieron los criterios de inclusion se habian recogido en 2011. Se encontré que once de
estas 23 muestras (47,82%) presentaban una delecién parcial o completa del gen que
codifica HRP2 (ocho muestras con delecidn parcial y tres muestras con delecién completa).
Dos de estas muestras de 2011 también habian suprimido el gen pfhrp3. En dos muestras no
se logré amplificar Mal7P1.228, en cinco no se amplificé Mal7P1.230 y en una muestra no se
amplificé Mal7P1.485.

Cuadro 5: Resultados resumidos sobre la delecion de pfhrp2, pfhrp3 y los genes aledafios en
Suriname

Pais Centro de Genes *
recogida 230 pfhrp2 228 475 pfhrp3 485
17/78 11/78 3/78 0/78 3/78 1/78

Suriname Paramaribo (21,8%) (14,10%) (3,9%) (00,0%) (3,84%) (1,3%)

* Los datos muestran el numero (y el porcentaje) de pardsitos que presentaron deleciones génicas
en el total de muestras analizadas

Actividades pendientes y otras medidas necesarias a fin de completar el proyecto en
Suriname

Algunas muestras produjeron resultados deficientes o contradictorios, porgue se recogieron
en papel de filtro #1 de Whatman, lo cual exigio la realizacién de multiples pruebas a fin de
confirmar los resultados y provocd un retraso en el analisis. Algunas de estas muestras (25)
se excluyeron debido a una calidad deficiente del ADN. Se suministré a Suriname un
resumen de los resultados de las pruebas realizadas en los CDC con los dos primeros lotes.
Se elaboré un resumen independiente con los resultados del tercer lote de muestras;
debido a un alto nimero de muestras con delecidén de pfhrp2 puede ser necesario renovar
los estudios de vigilancia con muestras de sangre de buena calidad. No se han recibido los
resultados de las pruebas individuales llevadas a cabo en Suriname a fin de compararlos con
los resultados obtenidos en los CDC.
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Brasil
Total de muestras previstas: 400 (100 en cada uno de cuatro estados diferentes)
Total de muestras suministradas a los CDC: Ninguna, la recogida de muestras sigue en curso
Tipo de muestras sanguineas
e Plasma sanguineo y suero
e Sedimento sanguineo (extraccién de ADN)
Centros de recogida de muestras:

e Para
e Rondonia
e Acre

e Amazonas

Recogida de las muestras, capacitacion y dificultades

La recogida de muestras comenzd solo recientemente en el Brasil, pero se prevé que tres
centros completaran la recolecciéon entre agosto y octubre de 2012. La lentitud en el
comienzo de la recoleccidon se debe en parte a varios retrasos (durante dos afios) en la
obtencién de las aprobaciones por parte de los Comités de Etica de Investigacién Clinica a
escala local y nacional; estos comités han solicitado aclaraciones y modificaciones. Todavia
estd pendiente la aprobacion de la recogida de muestras por el comité del Amazonas,
aunque ya se cuenta con la aprobacion de la instancia nacional. El andlisis molecular en los
CDC se iniciara cuando se procesen las muestras sanguineas y se extraiga el ADN en el
Instituto Evandro Chagas. El material extraido de estas muestras sanguineas, al tiempo que
una alicuota de plasma se transferiran entonces a los CDC.

Con el propdsito de proporcionar capacitacidn sobre el andlisis molecular de la delecién de
los genes pfhrp2 y pfhrp3 en las poblaciones de parasitos de P. falciparum, se llevé a cabo
un taller en el Instituto Evandro Chagas en Belem, del 30 de agosto al 10 de septiembre de
2010. Este taller contdé con diez participantes (ocho del Brasil, uno de Guyana y uno de
Suriname). La formacidén fue impartida por los doctores John Barnwell y V. Udhayakumar,
con la ayuda técnica de la sefiora Amanda Poe. La finalidad de este taller fue crear
capacidad local de realizar las pruebas en Brasil, Guyana y Suriname. La siguiente es la lista
de los asistentes a la capacitacién:
e Marinete M. Povoa, jefe de investigacién cientifica, Instituto Evandro Chagas en
Belem, Brasil
e Giselle M. R. Viana, cientifica, Instituto Evandro Chagas en Belem, Brasil
¢ Danielle R. L. Barbosa, estudiante, Instituto Evandro Chagas en Belem, Brasil
e Yonne Cheuhan, cientifica, Fundacidon de Medicina Tropical del Amazonas, Manaus,
Brasil
e Marilia L.O. Guedes, estudiante, Facultades Integradas Maria Coelho Aguiar, Porto
Velho, Brasil
e Eponina C. M. Melo, del personal del Laboratorio Central de Cruzeiro do Sul, Cruzeiro
do Sul, Acre, Brasil
e Joana D. N. Costa, del personal del Centro de Investigacién en Medicina Tropical de
Rondonia, Porto Velho, Brasil
e Maristela G. D. Cunha, profesora, Universidad Federal de Para, Belem, Brasil
e Javin Chandrabose, técnico superior de laboratorio médico, del Laboratorio de
Referencia de Salud Publica Nacional, Georgetown, Guyana
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e Mergiory Labadie-Bracho, cientifica, Instituto de Ciencias Biomédicas, Paramaribo,
Suriname

Resumen de |a recogida de muestras en curso y los resultados

El plan actual del analisis de las muestras de los centros de recogida en el Brasil consiste en
enviar todas las alicuotas de sedimento sanguineo y plasma al Instituto Evandro Chagas de
Belem, en Para. Alli, un par de alicuotas (sangre y plasma) de cada muestra se conservara a -
80°C. De las otras dos alicuotas de cada muestra de sangre se extraerd el ADN; el material
extraido de una de ellas se analizara en el Instituto Evandro Chagas y el otro se expedira a
Atlanta para su evaluaciéon en los CDC. Hasta la fecha, se han recogido 85 muestras
sanguineas en Acre, 62 en Rondonia, 42 en Itaituba al oeste del estado de Para y al menos
33 en Goianesia do Para al este del estado de Para cerca a Tucurui. En el Instituto Evandro
Chagas ya comenzé la extraccion del ADN y el andlisis de una porcion de las muestras de
sangre. Los resultados iniciales obtenidos en los CDC en 14 muestras recogidas en el oriente
del estado de Para no revelan ninguna delecion de pfhrp2, pero los 14 aislados (100%)
parecen haber perdido el gen pfhrp3. Como se seiiald arriba, se prevé que la recogida de
muestras se completara entre agosto y octubre de 2012, salvo en el estado del Amazonas
debido a la aprobacidn pendiente del comité local de ética de investigacion clinica.

Honduras
Encuesta retrospectiva usando muestras tomadas en Honduras
Total de muestras disponibles para la prueba: 68
Tipo de muestras sanguineas:
e Gota de sangre en papel de filtro: suministrada
¢ Sedimento sanguineo: no suministrado
e Plasma sanguineo y suero: no suministrados
Centro de recogida de muestras
e Puerto Lempira, provincia de Gracias a Dios

Figura 7. El centro de recogida de muestras y los resultados en Honduras.
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Parésitos de P. falciparum  Parasitos de P. falciparum

con delecién de pfhrp2: 0%  con delecion
de pfhrp3: 44%

Recogida de las muestras, capacitacion y dificultades

Existian 68 muestras de un estudio de eficacia de la cloroquina realizado de septiembre de
2008 a septiembre de 2009. Estas muestras se enviaron a los CDC con el fin de analizar los
marcadores moleculares de farmacorresistencia y el sobrante de las muestras se utilizé en el
presente estudio, segun lo solicitd Honduras. El doctor Gustavo Fontecha y la sefiora Meisy
Mendoza-Montoya (Laboratorio Nacional de Malaria, Ministerio de Salud, Honduras)
recibieron capacitaciéon en los CDC (del 20 de enero al 22 de febrero de 2011) sobre el
analisis molecular de las deleciones de pfhrp2 y pfhrp3 (ademas del andlisis molecular de los
marcadores de resistencia a cloroquina). Esta colaboracién se realizé de manera y los
asociados del pais estan tratando de fortalecer la capacidad de los laboratorios locales en
materia de vigilancia molecular de la delecién de pfhrp2.

Resumen de |los resultados

Se analizaron 68 muestras en conformidad con los procedimientos de laboratorio definidos
por los CDC. No se excluyd del andlisis final ninguna muestra. Ninguna de estas muestras,
presentd delecidon del gen pfhrp2 (cuadro 6). Se observd que 30 muestras presentaban
deleciones de pfhrp3 (cuadro 6). En ninguna muestra se encontré delecién de Mal7P1.230,
gue es un seudogen ubicado cerca del gen pfhrp2 hacia el extremo 5 ni delecidon de
Mal7P1.228, que es un gen de choque térmico ubicado cerca del gen pfhrp2 en direccién del
extremo 3’. Treinta y dos muestras mostraban delecion de Mal13P1.475 y 13 muestras
delecién de P1.485 de Mal13, que son genes flanqueantes de pfhrp3 (cuadro 6).

Cuadro 6: Resultados resumidos sobre la deleciéon de pfhrp2, pfhrp3 y los genes aledafios en
Honduras

Genes *
Pais Centro de recogida
230 pfhrp2 228 475 pfhrp3 485
Honduras Z:e;tr(:al_r:;zfc:aée 0/68 0/68 0/68 32/68 30/68 13/68
P (0%) (0%) (0%) (47,1%) (44,1%) (19,1%)

Gracias a Dios

* Los datos muestran el nimero (y el porcentaje) de parasitos que presentaron deleciones génicas
en el total de muestras analizadas

Notificacion final y publicacion

Tan pronto como se completen la recogida de muestras y el analisis de los resultados
moleculares en todos los paises participantes se preparara un informe final, que se
comunicara a los paises participantes y demas asociados de la Iniciativa contra la Malaria en
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la Amazonia, especialmente la OPS. Se elaborardn manuscritos con los diferentes resultados
y se someterdn para publicacién en una o varias revistas cientificas.

Resumen

Anteriormente se habia comunicado la ausencia del gen pfhrp2 en una amplia proporcién
de parasitos de P. falciparum en la cuenca del rio Amazonas en el Peru (9). Esta mutacion
tiene como consecuencia la carencia total de produccién del antigeno HRP2 y la
imposibilidad de detectar el pardsito en la sangre de los pacientes con las pruebas rdpidas
de diagndstico, que se basan en la deteccién de esta proteina. Las pruebas rapidas de
diagnodstico de la malaria que se basan en el antigeno HRP2 son las mas sensibles, mas
estables y de utilizacién mas difundida en el diagndstico de P. falciparum. En la actualidad,
se han completado o estdn a punto de completarse los estudios prospectivos iniciales sobre
la delecién de pfhrp2 y pfhrp3 en las poblaciones de P. falciparum del Perd, Colombia,
Bolivia, Brasil, Guyana, Suriname y otros paises que participan en la Iniciativa contra la
Malaria en la Amazonia.

En el Perq, la encuesta permitid confirmar la magnitud de la presencia de pardsitos
negativos para el gen pfhrp2 y también para el gen pfhrp3. Un acontecimiento que ocurrié
posteriormente y su estudio pusieron en evidencia que estos pardsitos pueden saltar a un
nuevo punto distante de transmision y desencadenar un brote de parasitismo resistente al
diagnéstico. La proporcidn global de delecidn de pfhrp2 en Colombia fue cerca de 7,5%; sin
embargo, en la costa del Pacifico la tasa fue solo de 3,0% (1 de 34), pero en Tierra Alta en la
costa del Caribe fue cercana a 33% (2 de 6) y las deleciones de pfhrp3 oscilaron entre 32% y
100%. Una investigacion retrospectiva indicd que la proporcién de parasitos con delecion de
pfhrp2 alrededor de Leticia, en Colombia, era equivalente a la proporcidén observada en el
Perd. Otros paises participantes han demostrado grados bajos de delecion de pfhrp2 en las
poblaciones de parasitos, que oscilan entre 0% en Guyana y Honduras, 4% en Boliviay 7,7%
en Suriname. En este momento, se desconoce el grado y la magnitud de la poblacién de P.
falciparum negativa para pfhrp2 en el Brasil, pero se prevé que en octubre o noviembre de
2012 se contara con datos mucho mas precisos sobre la delecidn de pfhrp2 en este pais.

La delecién de los genes pfhrp2 y pfhrp3 parece generalizada pero es heterogénea, con
proporciones generalmente bajas de parasitos negativos para pfhrp2 por fuera de la cuenca
del rio Amazonas del Peru y la regién colindante de Colombia, donde existe un alto grado de
delecion del gen pfhrp2 en las poblaciones de P. falciparum (>25%). Sin embargo, ejemplos
como el brote epidémico de pardsitos negativos para pfhrp2 en la costa del Peru y el
aumento de los casos de parasitos negativos para pfhrp2 en Suriname en el 2011 ponen de
manifiesto la necesidad de una vigilancia continua.

Recomendaciones

1. Es preciso continuar con la vigilancia de las poblaciones de P. falciparum con
delecién del gen pfhrp2, mediante encuestas realizadas al menos cada tres afios, con
el objeto de evaluar toda tendencia continua o las nuevas tendencias de parasitos
resistentes al diagndstico.
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2.

El nimero de centros examinados debe constituir una representaciéon adecuada y
abarcar las diferentes zonas de transmision de P. falciparum en un pais. Ademas, el
numero de muestras recogidas en un centro dado de la encuesta debe ser lo
suficientemente grande, que permita detectar y evaluar de manera adecuada la
tendencia de la presencia de parasitos negativos para pfhrp2 y su proporcion, donde
las tasas son inferiores a 10% (alrededor de 100 muestras).

Las muestras deben consistir en muestras de sangre, con separacién del sedimento
sanguineo para la extraccion del ADN y el analisis molecular y del plasma para la
deteccion de HRP2 por elisa, de manera que se puedan verificar los resultados del
analisis molecular. Los analisis se deben realizar segln los protocolos establecidos,
con las normas apropiadas y aplicando las medidas de control de la calidad.

Cuando se detecten tasas de negatividad de pfhrp2 de 10% o superiores en la
poblacién de parasitos de una zona evaluada, se debe desaconsejar y descontinuar el
uso de las pruebas diagndsticas rapidas basadas en el antigeno HRP2. Se deben
escoger otras pruebas que detecten la deshidrogenasa lactica del parasito (pLDH)
exclusiva de P. falciparum o una pan pLDH de las listas de productos recomendados,
escogidos por el Fondo Mundial o la OMS con base en el programa de evaluacidn de
pruebas rapidas de diagndstico de la malaria de la OMS, la Investigacién sobre
Enfermedades Tropicales, la Iniciativa contra la Malaria en la Amazonia y los CDC. Es
extremadamente importante mencionar que en las zonas de baja transmisiéon y de
muy baja transmisién de la malaria, se deben tener en cuenta umbrales mas bajos de
delecién, pues es necesario tomar todas las medidas posibles que reduzcan al
minimo los resultados negativos falsos. Ademas, aunque se apliquen las pruebas
rapidas de diagndstico de la malaria, las autoridades de salud publica deben
continuar los esfuerzos encaminados a mantener y mejorar la capacidad de realizar
el examen microscépico en los paises de América del Sur y Centroamérica, pues la
microscopia sigue siendo la piedra angular del diagndstico, en el tratamiento
corriente de los casos de malaria.
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Apéndice I: Resumen de las muestras con delecidon génica de pfhrp2, pfhrp3 y los genes
aledafios en América del Sur y Centroamérica

Paises
Genes
analizados o ) ) .

Bolivia (%) Colombia (%) Guyana (%) Peru (%) Suriname (%) Honduras (%)
230 9 (36%) 21 (52,2%) 40 (41,2%) 73 (78,5%) 17 (21,8%) 0 (0%)
pfhrp2 1(4%) 3 (7,5%) 0 (0%) 31 (33,3%) 11 (14,1%) 0 (0%)
228 0 (0%) 1(2,5%) 1(1,0%) 17 (18,3%) 3(3,8%) 0 (0%)
475 12 (48%) 17 (42,5%) 0 (0%) 36 (38,7%) 0 (0%) 32 (47,5%)
pfhrp3 17 (68%) 18 (45%) 0 (0%) 50 (53,8%) 3 (3,84%) 30 (44,1%)
485 14 (56%) 13 (32,5%) 0 (0%) 18 (19,4%)  1(1,3%) 13 (19,1%)
Total de g 40 97 93 78 68
muestras
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Apéndice Il: Cebadores utilizados en la amplificacion de los genes dianas

En la amplificacion de los genes dianas se usaron los siguientes cebadores:
1) Cebadores del ADN 18S ribosdmico (confirmacién de la presencia de Plasmodium

falciparum en las muestras)

1.° reaccidn (especifica de género)
AL3765: 5" CCT GTT GTT GCC TTAAACTTC 3’
AL3766: 5 TTAAAATTG TTG CAG TTA AAACG 3’

2.% reaccioén (especifica de la especie P. falciparum)
AL3767:5 TTAAACTGG TTT GGG AAA ACCAAATATATT 3’
AL3768: 5" ACA CAATGA ACT CAATCATGA CTACCCGTC 3

2) Cebadores del gen msp2 (RPC multiple)

1.7 reaccién
M1-0O directo: 5’ CTA GAA GCT TTAGAA GAT GCAGTATTG 3’
M1-0O inverso: 5’ CTT AAA TAG TAT TCT AAT TCA AGT GGA TCA 3’
M2-0 directo: 5 ATG AAG GTA ATT AAAACATTG TCT ATT ATA 3’
M2-0 inverso: 5’ CTT TGT TAC CAT CGG TACATT CTT 3’
G-O directo: 5" TGA ATT TGA AGA TGT TCA CACTGA AC 3’
G-O inverso: 5 GTG GAATTG CTTTTT CTT CAA CACTAA 3’

2.° reaccién
M1-K directo: 5’ AAA TGA AGA AGA AAT TAC TAC AAA AGG TGC 3’
M1-K inverso: 5" GCT TGC ATC AGC TGG AGG GCT TGC ACC AGA 3’
M1-M directo: 5" AAA TGA AGG AAC AAG TGG AACAGC TGT TAC 3’
M1-M inverso: 5" ATC TGA AGG ATT TGT ACG TCT TGA ATT ACC 3’
M1-R directo: 5' TAA AGG ATG GAG CAAATACTCAAGTTGTTG 3’
M1-R inverso: 5" CAA GTA ATT TTG AAC TCT ATG TTT TAA ATC AGC GTA 3’
M2-FC directo: 5’ AAT ACT AAG AGT GTA GGT GCATATGCTTCCA 3’
M2-FCinverso: 5 TTT TAT TTG GTG CAT TGC CAG AACTTG AAC 3’
M2-IC directo: 5° AGA AGT ARG GCA GAA AGT AAG CCT TCT ACT 3’
M2-IC inverso: 5' GAT TGT AAT TCG GGG GAT TCA GTT TGT TCG 3’

3) Cebadores del gen msp2 (RPC anidada)

1.7 reaccion
MSP2 directol: 5" GAA GGT AAT TAA AAC ATT GTC 3’
MSP2 inversol (2): 5" GAT GTT GCT GCT CCA CAG 3’

2.2 reaccion

MSP2 directo2: 5° GAG TAT AAG GAG AAG TAT G 3’
MSP2 inverso2: 5° CTA GAA CCA TGA ATATGT CC 3’
4) Exo6n 1-2 de pfhrp2

1.° reaccién
HRP2E12 directol: 5 GGT TTC CTT CTC AAA AAATAA AG 3’
HRP2E12 inversol: 5’ TCT ACA TGT GCT TGA GTT TCG 3’

2.° reaccién
HRP2E12 directo: 5 GTATTA TCC GCT GCC GTT TTT GCC 3’
HRP2E12 inverso: 5' CTA CAC AAG TTATTA TTA AAT GCG GAA 3’
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5) Cebador del gen Mal7P1.230 (gen en direccion 5’ de pfhrp2; un seudogen)
1.° reaccién
230 directol: 5" GAT ATC ATT AGA AAA CAA GAG CTTAG 3’
230 inverso: 5’ TAT CCAATCCTT CCT TTG CAACACC 3
2.7 reaccion
230 directo: 5" TAT GAA CGC AAT TTA AGT GAG GCAG 3’
230 inverso: 5" TAT CCAATCCTT CCTTTG CAACACC 3
6) Mal7P1.228 (gen en direccién 3’ de pfhrp2, que codifica una proteina de choque
térmico)
1.° reaccién
228 directo: 5' AGA CAA GCT ACC AAA GAT GCAGGT G 3’
228 inverso: 5" TAA ATG TGT ATC TCC TGA GGT AGC 3’
2.7 reaccion
228 directol: 5’ CCATTG CTG GTTTAAATG TTITTAAG 3’
228 inverso: 5 TAA ATG TGT ATC TCC TGA GGT AGC 3’
7) Exon 1-2 de pfhrp3
1.° reaccién
HRP3E12 directol: 5’ GGT TTC CTT CTC AAA AAATAA AA 3'
HRP3E12 inversol: 5' CCT GCATGT GCT TGACTTTA 3’
2.7 reaccion
HRP3E12 directo: 5 ATATTA TC GCT GCC GTT TTT GCT 3’
HRP3E12 inverso: 5° CTA AAC AAG TTATTG TTA AAT TCG GAG 3’
8) Mal13PMal13PMal13P1.475 (gen en direccién 5 de pfhrp3, que codifica una
proteina exportada cuya funcién se desconoce)
1.° reaccién
475 directo: 5’ TTC ATG AGT AGA TGT CCT AGG AG 3’
475 inverso: 5" TCG TAC AAT TCATCATACTCACC 3’
2.7 reaccion
475 directo: 5" TTC ATG AGT AGA TGT CCT AGG AG 3’
475 inversol: 5 GGATGT TTC GACATT TTCGTCG 3’
9) Mall13PMal13PMal13P1.485 (gen en direccion 3’ de pfhrp3, que codifica la sintetasa
de Acil-coA)
1.7 reaccién
485 directo: 5’ TTG AGT GCA ATG ATG AGT GGA G 3’
485 inverso: 5" AAATCATTITCCTTITACACTAGTGC 3
2.% reaccién
485 directol: 5 GTT ACT ACA TTA GTG ATG CATTC 3!
485 inverso: 5" AAATCATTITCCTTTIT ACACTAGTGC 3’
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