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REPORTE DE CASO

Primer reporte de un caso importado de Malaria por Plasmodium ovale
curtisi en Paraguay, confirmado por diagnéstico molecular

First report of an imported case of Plasmodium ovale curtisi malaria in
Paraguay confirmed by molecular diagnosis
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RESUMEN

En paises donde el Plasmodium ovale no es comun, los microscopistas tienden a
identificarlo de manera errénea como Plasmodium vivax. En este trabajo reportamos la
identificacion de la especie P. ovale curtisi por el método de PCR multiple semianidada
(SnM-PCR) y la secuenciacion de la subunidad pequefia del gen del ARN 18S, en un
paciente paraguayo de 44 afios de edad que vino en el 2.013 de Guinea Ecuatorial, Africa
Occidental, a quien se le diagnostic6 una infeccion por P. vivax por microscopia
convencional. El empleo de métodos moleculares para la identificacion de casos
importados de infeccion con especies del género Plasmodium es uno de los objetivos
principales en el control y la prevencion de la malaria en Paraguay, teniendo en cuenta
que el pais se encuentra en fase de pre-eliminacién de la enfermedad.

Palabras clave: Plasmodium ovale curtisi, caso importado, Africa, Paraguay, PCR
multiple semianidada.

ABSTRACT

In countries where Plasmodium ovale is not common, the microscopists often mistakenly
identify it as Plasmodium vivax. Here, we report the identification of the specie P. ovale
curtisi by the Seminested Multiplex PCR (SnM-PCR) technique and sequencing of the 18
ssuRNA gene in a 44-year old Paraguayan male who came in 2013 from the Equatorial
Guinea, Western Africa, and was diagnosed as having P. vivax infection by conventional
microscopy. Molecular biology tools for the identification of imported cases of infection
with species of the genus Plasmodium is one of the main goals in the control and
prevention of malaria in Paraguay, considering that the country is in the pre-elimination
phase of the disease.

Keywords: Plasmodium ovale curtisi, imported, Africa, Paraguay, SnM-PCR.

INTRODUCCION

La malaria se transmite en humanos por la picadura de los mosquitos hembras
anofelinos y es causada por cinco de las especies del género Plasmodium: Plasmodium
falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, y Plasmodium
knowlesi (1,2).
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La infeccion con P. ovale se ha reportado principalmente en Africa oriental con una
prevalencia del 56%, también ha sido reportada en Bangladesh, India y paises del
sudeste Asiatico como Vietnam, Filipinas, Indonesia, Papua Nueva Guinea, Camboya,
Tailandia y Malasia (2-12).

Los viajeros provenientes de areas endémicas para malaria, constituyen un desafio para
el sistema de vigilancia en salud publica, en el sentido de prevencién de la re-introduccién
de especies autoctonas u otras especies del género Plasmodium. Los reportes de casos de
P. ovale importados de paises de Africa recientemente, provienen de paises como Brasil,
China, Canada y Malasia (13-16).

Las especies P. ovale y P. vivax son muy similares morfoldgicamente, lo que dificulta la
correcta identificacion por microscopia, sobre todo en aquellos paises donde el P. ovale no
existe o es poco comun y se tiende a identificarlo como P. vivax que es mas frecuente a
los ojos de los microscopistas (14,16).

Por otro lado, el P. ovale ha sido recientemente dividido en dos especies no
recombinantes, el P. ovale wallikeri y el P. ovale curtisi, que habitan de manera
simpatrica en Asia y Africa (17). La identificacién correcta de ambas especies es de
relevancia epidemioldgica para establecer medidas adecuadas de control teniendo en
cuenta que existe un estudio de casos importados con episodios de malaria por P. ovale
en Gran Bretafia, donde se demostrd que el P. o. curtisi desarrolla un periodo de latencia
dos veces mas prolongado que el P. o. wallikeri luego de presentarse los sintomas de
infeccion en fase eritrocitica (18).

En nuestro pais no se ha registrado ningun caso de malaria por P. ovale. El P. vivax es
considerado autéctono y el Ultimo caso se registrd en el 2.011. Los casos autdctonos por
P. falciparum se registraron hasta 1.989 y los casos siguientes se debieron a casos
importados al igual que sucede con P. malariae que tampoco se ha registrado en el pais
(19).

En cuanto a Paraguay, que se encuentra situado en el centro de América del Sur, con
una poblacion de alrededor de 7 millones de habitantes, ha sido un pais de alta
endemicidad para P. vivax en los afios 50. En el 2.012 el pais fue declarado por la OPS
como pais en fase de pre-eliminacion de la transmision vectorial de la malaria (20). El
objetivo del trabajo, en principio, fue confirmar por métodos moleculares, que la especie
identificada por microscopia optica como Plasmodium vivax era correcta, en un caso de
un individuo paraguayo que regresoé al pais desde Guinea Ecuatorial.

MATERIALES Y METODOS
Paciente

En junio del 2.013, un hombre de 44 afios de edad, de nacionalidad paraguaya, retorna
al pais desde Guinea Ecuatorial, Africa occidental. En octubre de 2.013, el Instituto de
Prevision Social (IPS) informa al Programa Nacional de control del Paludismo del Servicio
Nacional de Erradicacion del Paludismo (SENEPA), acerca de un paciente sospechoso de
tener malaria, debido a la presencia de fiebre y el diagndstico previo en Africa de haber
presentado malaria.

La densidad parasitaria por microscopia, en gota gruesa y frotis, realizada en el SENEPA,
fue de 50 parasitos en un total de 100 campos microscopicos. El caso fue diagnosticado
como una infeccién con P. vivax.

El paciente fue tratado con cloroquina 150 mg por 3 dias y luego con primaquina 15 mg
durante 14 dias. Se le hizo el seguimiento por microscopia, dos meses consecutivos y seis
meses después, donde no se observo parasito alguno.

Extracciéon y amplificacion de ADN

A fin de confirmar los resultados por microscopia, se realizd una PCR multiple
semianidada, que amplifica la subunidad pequefia del gen del ARN 18S. La técnica
permite la identificacion de cuatro especies de Plasmodium que comuUnmente causan
malaria (21).
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Se obtuvo una gota de sangre del paciente que se dejo secar en papel de filtro S&S
903@ y el ADN fue extraido por el método de Chelex, previamente descrito por Rubio et
al. 1.999 (22).

El método de PCR es una modificacién hecha por Thuy-Huong et al., 2.011, de la PCR
multiple semianidada (SnM-PCR) descrita por Rubio et al. 2.002 (21,23). Este método
requiere de dos pasos, una primera PCR (PCR1) que amplifica ADN de Plasmodium (783
pb) y ADN humano (231 pb) como control positivo interno de reaccién de manera
simultanea. El segundo paso consiste en una segunda PCR (PCR2) donde se emplea el
producto de la PCR1 como plantilla y un par de cebadores para amplificar ADN especifico
de las cuatro especies: P. falciparum (370 pb), P. vivax (476 pb), P. ovale (407 pb) y P.
malariae (241 pb).

Brevemente, la PCR1 se llevd a cabo en un volumen total de 50 Ul de reaccidon
conteniendo 1X de Buffer, 2 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs, 0,1 UM del cebador PLF, 0,1
UM del cebador Rev, 0,0125 pM del cebador HUF, 1,25 U de Taq polimerasa, 5 pl de ADN.
El protocolo de amplificacion consistié en: desnaturalizacion inicial, 5 min a 94°C, 40
ciclos de 20 seg a 94°C, 20 seg a 62°C y 30 seg a 72°C cada ciclo y una elongacién final
de 10 min a 72°C.

La PCR2 se llevd a cabo en un volumen total de 50 Ul de reaccién conteniendo 1X de
Buffer, 2 mM de MgCl;, 0,2 mM de dNTPs, 0,15 UM del cebador NEWPLFSHORT, 0,15 uM
del cebador FALSHORT, 0,1 UM del cebador MALSHORT, 0,1 UM del cebador OVASHORT,
0,1 UM del cebador VIVSHORT, 0,7 U de Taq polimerasa y 2 Ul de ADN amplificado de la
PCR1. El protocolo de amplificaciéon consistié en: desnaturalizacién inicial, 5 min a 94°C,
35 ciclos de 20 seg a 94°C, 20 seg a 53°C y 30 seg a 72°C cada ciclo y una elongacién
final de 10 min a 72°C.

Los productos de PCR fueron sometidos a corrida electroforética en gel de agarosa al
2%, en buffer TAE 1X. El gel fue teilido en bromuro de etidio y visualizado en un
transiluminador UV de la marca UVDI Major Science.

El fragmento amplificado de 407 pb fue directamente secuenciado por un ABI PRISM
3730XL DNA analyzer (Applied Biosystems, USA). La secuencia obtenida fue sometida a
BLAST y posteriormente alineada mediante el programa Clustal V para confirmar la
especie de P. ovale encontrada.

Asuntos Eticos

El paciente accedid a participar del estudio, firmando un consentimiento informado para
el desarrollo del diagnodstico molecular para confirmar la especie de Plasmodium. El
protocolo fue aprobado por los comités Etico y Cientifico del IICS-UNA, bajo cddigo
P08/2.013.

RESULTADOS

No se detectd producto de amplificacion en la PCR1 realizada a la muestra del paciente,
sin embargo el fragmento de 407 pb caracteristico del P. ovale se amplifico fuertemente
en la PCR2. Los productos de PCR de 783 pb y de 231 pb del P. falciparum usado como
control positivo y control positivo interno humano, respectivamente, fueron detectados en
la PCR1 (Figura 1).
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Figura 1. Amplificacién del fragmento de ADN del P. ovale.
M:marcador de peso molecular de 100pb, carril 1: fragmento de
407 pb de P. ovale, amplificado en la PCR2; carril 2: fragmento de
370 pb de P. falciparum amplificado como control positivo de PCR2;
carril 3: control negativo de reaccion de la PCR2; carril 4:
fragmento de 231 pb de ADN humano como control interno positivo
de la PCR1 de la muestra del paciente; carril 5: fragmento de 783
pb de Plasmodium sp. amplificado del P. falciparum empleado como
control positivo de la PCR1; carril 6; control negativo de reaccion de
la PCR1.
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Segun Thuy-Huong et al., 2011, los productos de PCR1 son visibles cuando las
parasitemias estan por encima del 3%, por tanto, considerando nuestro resultado,
creemos que el paciente presentd una parasitemia por debajo de ese nivel (ver Figura 1).

El analisis mediante BLAST detectd que la secuencia de 407 pb presentaba un 99% de
identidad con P ovale curtisi y posteriormente mediante alineamiento se confirmé que no
tenia la delecion en las posiciones 782, 783 y 784 que son propias de la especie P. ovale
wallikeri, lo que permite diferenciar entre una especie y otra segun descripcion de
Sutherland CJ et al. 2010 (17). Ver Figura 2.

L48987 P ovale classic
GQ183063 P ovale wallikeri
GQ231515 P ovale curtisi
Sample M333

Figura 2. La secuenciacion y alineamiento del fragmento de 407 pb amplificado
del gen de la sub-unidad menor del ARN 18S, no presenta una deleciéon en las
posiciones 782,783, 784, una caracteristica de la especie P. ovale curtisi.
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DISCUSION

Paraguay se encuentra en la etapa de pre-eliminacién de la malaria, no reporta casos
autéctonos desde el 2.012 y es uno de los paises con una caida mayor al 75% de la
incidencia de casos entre 2.000 y 2.012 en las Américas (24).

La identificacion de casos importados de infeccidén con especies del género Plasmodium,
es uno de los principales objetivos en el control y prevencién de la enfermedad en el pais
ademas del establecimiento de técnicas moleculares, mas sensibles, para la deteccién de
los parasitos.

Nuestros resultados demuestran, una vez mas, el efecto de la globalizacién en la
dispersion geografica de especies tales como P. ovale y su potencial introduccion en
paises donde este parasito no es endémico o autéctono. A esto se suma que, el
establecimiento de la SnM-PCR aumenta la sensibilidad y contribuye a la discriminacién
entre P. vivax y P. ovale quienes son morfolégicamente similares (25,13,14).

Los casos de malaria por P. ovale y sus especies, Ultimamente reportados, han ganado
importancia debido a que no responden adecuadamente al tratamiento con terapias de
combinacién de artemisinina. Una prueba de ello es la presencia de infecciones mixtas en
pacientes asintomaticos con P. falciparum donde luego de finalizado el tratamiento adn
persiste la presencia de P. o. curtisi y P. o. wallikeri, lo cual despierta la preocupacién
respecto al desconocimiento de la frecuencia y la circulacién de estos parasitos (26).

En el manual de la OMS para la eliminacién de la malaria, se alienta a los paises de baja
y moderada endemicidad a validar técnicas moleculares que puedan ser (tiles en la
genotipificacién del Plasmodio (27).

Teniendo en cuenta que Paraguay en los afios 50 fue endémico para P. vivax, especie
muy similar al P. ovale, la distincion entre las dos especies es importante, no solo por
razones epidemioldgicas sino que terapéuticas. En este sentido, la OMS recomienda el
empleo de cloroquina para el tratamiento de esquizontes de P. vivax y P. ovale, aunque
se ha reportado una eventual resistencia del P. vivax a la cloroquina no asi el P. ovale
(28, 29).

La infeccion con P. ovale es subestimada y considerada como uno de los agentes poco
frecuentes causante de la malaria humana. No obstante, Sutherland et al., 2.010 (17)
reportaron el incremento de infecciones con esta especie.

La identificacion de P. ovale y otras especies de Plasmodium tienen una significancia de
impacto en la salud publica considerando que el vector todavia circula en el pais y el
sistema de vigilancia paraguayo debe permanecer en alerta a fin de alcanzar el estatus de
pais libre de malaria.

En este trabajo describimos como, por medio de técnicas moleculares, hemos podido
identificar la especie P. ovale, en un caso importado de Africa occidental, que
erroneamente fue identificado como P. vivax, lo que refleja la importancia del empleo de
dichas técnicas en la epidemiologia de la malaria para paises en fase de pre-eliminacion
asi como también en la vigilancia sanitaria.
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