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RESUMEN

La resistencia y falla terapéutica del tratamiento de Plasmodium vivax son un
problema por la recurrencia de parasitos que mantienen la transmisién. El
objetivo fue evaluar la evolucion clinica y parasitologica durante 28 dias desde
el inicio del tratamiento supervisado de cura radical en dos comunidades de
la Amazonia peruana, usando métodos moleculares (QPCR) y microscopia.
Se enrol6 31 participantes con malaria vivax no complicada entre marzo del
2016 y enero del 2017 en Santa Emilia y San José de Lupuna, comunidades
rurales endémicas accesibles sélo por via fluvial. En el dia de ingreso (dia 0),
se inicio tratamiento con cloroquina 25mg/Kg en tres dias mas primaquina 0.5
mg/Kg/dia por siete dias (de acuerdo con las guias nacionales en Peru), luego
se hizo evaluaciones clinicas y parasitolégicas en los dias 2, 3, 7, 14, 21y 28.
Si bien se detecté mas fallas terapéuticas por gPCR (8) que por microscopia
(4), con una incidencia acumulada de eficacia de 70.8% (95 IC, 55.5 — 90.3%)
y 86.6% (95% IC, 75.2 — 99.8%) respectivamente, no se encontrd diferencias
estadisticas entre los 2 métodos (p=0.14). El gqPCR demostré que el tiempo
de eliminacion de parasitos es mayor al reportado por microscopia (14 versus
7 dias) (p<0.01), y también un mayor tiempo de eliminacibn con mayor
parasitemia (p<0.01). Interpretar la parasitemia de P. vivax usando gPCR en
estudios clinicos en areas endémicas deberia realizarse con precaucion hasta
contar con una prueba confiable que diferencie recaidas de reinfecciones.

Palabras clave: Plasmodium vivax; Cloroquina; Primaquina; Eficacia
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ABSTRACT

Resistance and therapeutic failure to Plasmodium vivax treatment is an
increasing problem due to parasite recurrences that sustain transmission. This
study aimed to describe clinical and parasitological response after initiation of
supervised radical cure treatment in two villages in the Peruvian Amazon
follow up by both, molecular tools (qPCR) and thick smear, for 28 days. Thirty-
one participants with uncomplicated vivax malaria were recruited from March
2016 to January 2017 in Santa Emilia and San José de Lupuna, river travel is
the only way from these endemic rural villages to other places. At the
recruitment (day 0), treatment was started with chloroquine 25mg/Kg in 3 days
plus primaquine 0.5 mg/Kg/day for 7 days (according to national guidelines in
Peru). Clinical and parasitological evaluations were done on days 2, 3, 7, 14,
21 and 28. Although more therapeutic failures were detected by gPCR (n=8)
than by microscopy (n=4), such that cumulative incidence efficacy by
microscopy was 86.6% (ICgs, 75.2 — 99.8%), and 70.8% (ICgs, 55.5 — 90.3%)
by gPCR, no statistical difference was found between methods (p=0.14).
Parasite clearance time by gPCR was longer than by microscopy (14 days vs.
7 days), and longer clearance time was also seen with higher parasitemia
(p<0.01). Interpretation of P. vivax parasitemia by qPCR in clinical studies
conducted in endemic areas should be done with caution until a reliable
laboratory test that clearly distinguishes relapses from reinfections is available.

Keywords: Plasmodium vivax; Chloroquine; Primaquine; Efficacy
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INTRODUCCION

A pesar de los esfuerzos mundiales para el control y eliminacion de la malaria,
esta sigue siendo un importante problema de salud global, con repercusiones
econdmicas directas sobre la productividad de quiénes enferman y en el
crecimiento econdmico de los paises endémicos por el costo que demanda su

intervencion, disminuyendo la tasa de crecimiento hasta en un 1.3% del PBI*.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que la tasa de incidencia
de malaria en el mundo disminuyé en un 18% desde el afio 2010 al 2017, pero
desde el 2015 esta tasa no ha cambiado y, por el contrario, entre 2015y 2017
el numero de casos se han incrementado, siendo mayor en la region de las
Américas, donde a pesar que 17 de los 21 paises endémicos hicieron
progresos significativos reduciendo la incidencia de malaria, en toda la region
la incidencia aumento6 en 14% desde el 2010 al 2017. Esto se explica porque
cuatro paises determinaron un incremento de 72% entre 2015y 2017. El 90%
de este aumento fue en Venezuela (53%), Brasil (22%), Colombia (8%) y Pera
(7%). La transmision en estos 4 paises es focalizada, siendo particularmente

alta en Choco en Colombia, Loreto en Per( y Bolivar en Venezuela?.

Asimismo, la tasa de mortalidad por malaria a nivel mundial también ha
disminuido en el 2017 en comparacion con el 2010, con excepcion de las

Ameéricas donde hubo un incrementd de 32%?2.

En el Per(, aun cuando se observa un incremento de 88% en los casos
reportados al 2017 comparado con el 2010, se observa una reduccién
significativa de 30% entre el 2014 y el 2018 en que se presentaron 45,486
casos de malaria®>. Al igual que en el resto de la regién la especie
predominante es Plasmodium vivax (P. vivax), con proporciones de 3 a 4
infecciones por cada Plasmodium falciparum (P. falciparum).

Las muertes atribuidas a malaria en el Peru oscilaron entre el 2010 y 2017
entre 4 muertes en el 2014, 10 para el 2017 y 4 en el 2018, 4 en 2019 y

ninguna en el 20203,



El departamento de Loreto, en la Amazonia peruana concentra el 97 % de los
casos notificados y presenta una tendencia ascendente desde el 20114, En
Loreto, la malaria es altamente heterogénea a nivel geografico y en el tiempo®
y esta influenciada por mdultiples factores ambientales, climatologicos y
sociodemogréaficos®. Estudios desarrollados en comunidades periféricas de
Iquitos muestran que las infecciones asintomaticas son frecuentes’?8; es decir,
personas aparentemente sanas son portadoras de Plasmodium. Ademas, la
mayoria de estas infecciones asintométicas no son detectables por los
métodos diagndsticos de rutina como la microscopia Optica o las pruebas de
diagnéstico rapido (PDR); soOlo se detectan usando métodos moleculares
como es el diagndstico con la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por
sus siglas en inglés); es decir, son infecciones asintomaticas con parasitemia
submicroscopica, conocidas como infecciones subpatentes. La prevalencia de
estas infecciones fluctia entre 50 a 70% tanto para P. vivax como P.
falciparum’!, que explicarian, en parte, el efecto transitorio de las
intervenciones en el control porque se comporta como el reservorio que

usualmente no es tratado.

La OMS recomienda el tratamiento con cloroquina (CQ) mas primaquina (PQ)
en las infecciones por P. vivax con el objetivo de lograr la eliminacién tanto de
los estadios sanguineos como latente hepético, lo que se conoce como cura
radical, previniendo de este modo la recaida a partir de los estadios hepaticos
latentes del parasito conocidos como hipnozoitos'?. Asimismo, sugiere el
monitoreo periédico de la eficacia terapéutica de los medicamentos
antimalaricos que provea informacién minima esencial que guie las politicas
de los programas nacionales de control de malaria (PNCM). Para esto, el
patrén oro es el estudio de la eficacia terapéutica in vivo, que evalla la

respuesta clinica y parasitoldégica durante 28 dias de seguimiento®s.

La respuesta terapéutica en el dia 28 es evaluada entonces usando la
microscopia en conjunto con los signos y sintomas y se clasifica como
respuesta clinica y parasitologica adecuada (RCPA) o como falla terapéutica
(FT); pudiendo ser falla terapéutica temprana (FTT), falla clinica tardia (FCT)

o falla parasitolégica tardia (FPT)!3. El uso de tasas de cura de RCPA

2



corregidas por PCR (o el complemento, tasas de falla) también son aceptadas
como criterio de valoracion primaria 0 secundaria, ya que mejoran la

comparabilidad general entre ensayos clinicos'#.

Alcanzar la cura radical tiene implicancias para el control, eliminacion y
erradicacion de la malaria, pues si la proporcion total de falla terapéutica de
un medicamento es = 10% mediante la evaluacién de la eficacia terapéutica
in vivo, deberia cambiarse el esquema terapéutico'?. Aungque, la resistencia a
los antimaléricos esté ligada a la falla terapéutica, esta no es la causa mas
frecuente, pudiendo deberse a dosificacion incorrecta, dosis total insuficiente,
pobre adherencia, variacion farmacocinética, disminucion del metabolismo
asociado a la genética del individuo o la tolerancia innata de algunas

cepas!,

En el Peru se han realizado pocos monitoreos de la eficacia terapéutica
siguiendo el protocolo de OMS, no obstante, los ensayos realizados muestran
tasas de recurrencia inferiores al 2% en los primeros 28 dias de seguimiento
contabilizados desde el inicio del tratamiento tanto para CQ sola como la

combinacion CQ mas PQ-1°,

Por otro lado, las recurrencias después de los 30 dias de tratamiento son
frecuentes, asi, en una revision sistematica de ensayos clinicos controlados
con seguimientos de 7 semanas a 15 meses se observo gque la tasa mediana
de recaida fue 12% (1-80%) para CQ sola 'y 8% (0-32%) para CQ mas PQ%°.

Estos hallazgos cuestionan el concepto de cura radical clasico e implica
profundizar los estudios para comprender mejor la respuesta a los
medicamentos antimalaricos, utilizando métodos moleculares mas sensibles
para detectar parasitos circulantes, lo que nos conlleva a preguntarnos:

“¢ Cual es la evolucion parasitologica y clinica durante 28 dias desde el inicio
de la administracion terapéutica supervisada de cloroguina mas primaquina

en malaria vivax no complicada utilizando métodos moleculares?”.



El objetivo principal de este estudio fue evaluar la evolucion parasitolégica y
clinica durante 28 dias desde el inicio de la administracion terapéutica de
cloroquina mas primaquina supervisada en malaria vivax no complicada en

dos comunidades de la Amazonia peruana, en el afio 2016.

Asimismo, tuvo por objetivos especificos: (i) caracterizar clinicamente los
pacientes con malaria vivax no complicada tratados con CQ mas PQ
supervisada en dos comunidades de la Amazonia peruana, en el afio 2016,
(i) comparar la evolucion parasitolégica durante 28 dias desde el inicio de la
administracion terapéutica de CQ mas PQ supervisada en malaria vivax no
complicada en dos comunidades de la Amazonia peruana, en el afio 2016,
utilizando PCR y microscopia, (iii) determinar la evolucién clinica durante 28
dias desde el inicio de la administracion terapéutica de CQ mas PQ
supervisada en malaria vivax no complicada en dos comunidades de la
Amazonia peruana, en el afo 2016 y (iv) determinar la sensibilidad y
especificidad del gota gruesa en el seguimiento parasitolégico durante 28 dias
desde el inicio de la administracion terapéutica de CQ méas PQ supervisada
en malaria vivax no complicada en dos comunidades de la Amazonia peruana,

en el afo 2016.

La peculiaridad de la infeccibn por P. vivax que incluso tras una Unica
inoculacion puede producir un reservorio de hipnozoitos y generar multiples
recurrencias cuyo mecanismo de activacion es desconocido, es una de las
razones principales para la transmisién de la malaria vivax a nivel mundial. Es
por esta razén, que la comprensién y abordaje de la malaria por P. vivax es
mas dificil y crucial en comparacién con otras especies para lograr el control

de la malaria.

Frente al cuestionamiento del concepto de cura radical en pacientes
infectados con P. vivax tratados con CQ mas PQ en dosis recomendadas por
la OMS, el siguiente paso es reestudiar, a nivel subpatente (utilizando técnicas
moleculares como la PCR), la evolucion de la parasitemia en los siguientes 28
dias después que los pacientes diagnosticados de malaria no complicada por

P. vivax inician tratamiento con CQ mas PQ en la dosis estandar segun la

4



Norma técnica de salud para la atencion de la malaria y malaria grave en el
Peru del Ministerio de Salud del Perd (MINSA).

No se han reportado estudios en la Amazonia peruana que hayan evaluado
la evolucion de la parasitemia post tratamiento con CQ mas PQ durante los
primeros 28 dias con métodos moleculares, por lo que esta propuesta es una
innovacion importante para entender la evolucion de la parasitemia en las
infecciones por P. vivax y futuros estudios podrian beneficiarse para
monitorizar la aparicidbn temprana de resistencia a los antimalaricos en

mencion.

En Loreto, aunque estd normado el tratamiento supervisado?!, la
administraciéon no es rutinariamente observada??, y las bajas dosis totales
pueden proporcionar una importante presion de seleccion para la aparicion de
resistencia. Dado que los estudios de eficacia terapéutica in vivo evaltan la
respuesta terapéutica posterior al cumplimiento del esquema de tratamiento,
en condiciones de la vida real la tasa de eficacia terapéutica podria estar
sesgada en lugares donde la adherencia al tratamiento es baja. Entonces,
evaluar la adherencia como complemento al estudio de eficacia sera

importante en futuros estudio.

La determinacion de la prevalencia de recurrencias se ve limitada por lo dificil
y costoso del seguimiento de pacientes en el tiempo, por lo que el presente
estudio se confind a evaluar sélo el seguimiento dentro del mes de iniciado el

tratamiento.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes
Ruebush et al, en 2003, realizaron ensayos de eficacia in vivo de CQ
durante 28 dias en tres establecimientos de salud de la regiébn amazonica
y uno de la costa norte del Pacifico. Enrolaron 242 pacientes (177 de la
region amazonica y 65 de la costa norte) con malaria por P. vivax. Todos
los sujetos recibieron una terapia de observacion directa con CQ,
25mg/kg, durante un periodo de tres dias. Un total de 212 (88%) de los
242 sujetos completaron su seguimiento de 28 dias. Cuatro de los 177
pacientes de la region amazoénica tuvieron una recurrencia de la
parasitemia P. vivax en los dias 21 y 28 después de iniciado el tratamiento.
Basados en la PCR, el genotipo del polimorfismo conformacional de una
sola hebra y los niveles de CQ- desetilcloroquina en sangre, que eran 2
97ng/mL en el momento de la reaparicion de la parasitemia, dos de esos
pacientes tuvieron infecciones resistentes a la CQ. Ninguno de los sujetos
estudiados en la costa norte del Pacifico tuvo parasitemia recurrente.
Quedando documentado los primeros casos de resistencia a CQ en

Per(l6,

Alvarez et al, en 2006, desarrollaron un ensayo clinico controlado aleatorio
no ciego para evaluar la eficacia de 3 dosis de PQ de 45, 105, y 210mg
administrados en dosis de 15mg/dia en 210 adultos con malaria por P.
vivax de la region noroeste de Colombia. La investigacion encontré que la
tasa de curacion de los estadios sanguineos de malaria por P. vivax en el
dia 28 de seguimiento fue de 100% en todos los grupos. Ademas,
determinaron que la reaparicion de la parasitemia después de los 6 meses
de seguimiento fue de 45%, 36.6% y 17.6%, respectivamente para cada
grupo, llegando a la conclusion que la administracion de 210mg es un

factor significativo de proteccion para la reaparicion de parasitemia?s.



Van den Eede et al., en 2011, en una cohorte prospectiva de 51 pacientes
de 4 comunidades del rio Nanay, con malaria por P. vivax tratados de
acuerdo con las directrices nacionales peruanas, colectaron
mensualmente durante 1 afio, muestras de sangre para microscopia y
posterior genotipificacion. Detectaron la presencia del anticuerpo contra la
proteina del circumsporozoito de P. vivax (CSP) para estimar una
exposicion reciente a infeccién por P. vivax, ademas todas las infecciones
por P. vivax confirmadas con PCR se genotipificaron usando 16
microsatélites polimorficos. Identificaron 84 infecciones recurrentes,
siendo sélo el 26% detectable por microscopia y la mayoria (71%) fueron
asintomaticas; tanto que, en 13 pacientes persistio indetectable por
microscopia durante varios meses consecutivos. La mediana para la
primera infeccidn recurrente fue 203 dias. El genotipo de la mayoria de
las recurrencias difirio de la del dia 0, mientras que entre una recurrencia
y otra se observaron menos diferencias. Concluyeron que, en el Peru las
infecciones recurrentes por P. vivax son comunes y muestran una alta
rotacion de genotipos en comparacion con el dia 0 y que, los pacientes de
P. vivax, incluso cuando son tratados de acuerdo con las directrices
nacionales, pueden seguir representando un importante reservorio de

parasitos que pueden mantener la transmision?'’.

Graf et al., en 2012, en una cohorte prospectiva de 540 participantes con
malaria por P. vivax de 3 establecimientos de salud de la ciudad de Iquitos,
divididos en 3 brazos de tratamiento, administraron CQ en la misma dosis
estandar y aleatoriamente uno de tres regimenes de PQ: (1) 0.5mg/kg/dia
por 5 dias, (2) 0.5 mg/kg/dia por 7 dias y (3) 0.25mg/kg/dia por 14 dias.
Se realiz6 gota gruesa en los dias 1, 2, 3, 7, 14, 21, y 28, después cada 2
semanas hasta los 6 meses, y en cada ocasion que los participantes
retornaron al establecimiento con sintomas de malaria. En caso de
recurrencia una muestra de sangre fue tomada para determinar niveles de
CQ en sangre y genotipo para P. vivax. Cuatro de los 540 pacientes
tratados con la combinacion de CQ y PQ tuvieron una recurrencia

sintomatica por P. vivax en los 35 dias siguientes al inicio del tratamiento.



El nivel total de CQ en sangre de uno de estos cuatro sujetos fue 95 ng/mi
el dia de la recurrencia. Reportando que, de acuerdo con los criterios de
resistencia de P. vivax a CQ, se presentd una cepa de P. vivax en Peru
con una tolerancia inusualmente alta a la combinacion de CQ + PQ*. Los

hallazgos de los tres grupos de PQ fueron publicados posteriormente.

Durand et al., en 2014, reportaron los hallazgos de los tres grupos de PQ:
de la cohorte previamente descrita por Graf et al., 201218, que enrolé 180
casos en cada grupo. Todas las recurrencias después de los 35 dias
fueran catalogadas como recaidas. Encontraron que las tasas de recaida
en los grupos (2) y (3) fueron similares (16/156 = 10.3% Yy 22/162 = 13.6%,
p=0.361) y més alta en el grupo (3) (48/169 = 28.4%, p<0.001 y p=0.001,
respectivamente), concluyendo que el régimen de 0.5 mg/kg/dia por 7
dias de PQ usado en Peru es tan eficaz como el régimen recomendado
de 0.25 mg/kg/dia por 1424,

Delgado-Ratto et al., en 2014, en una cohorte prospectiva de 37 pacientes
infectados por P. vivax en una comunidad rural de la Amazonia peruana,
administraron tratamiento con CQ mas PQ siguiendo las guias nacionales
para cura radical y realizaron seguimiento mensual por 2 afios con
muestreo para microscopia y sangre en papel filtro para PCR. En todas
las muestras con infeccion por P. vivax, se determin6 después el genotipo
usando 15 microsatélites. La estructura y dinamica de la poblacién de
parasitos fue determinada mediante el calculo de diferentes indices
genéticos y el uso de estadisticas espaciotemporales. Después de la cura
radical, todos los participantes fueron negativos por microscopia y PCR
en el dia 28, el 76% de los participantes del estudio experimentaron una
0 mas infecciones recurrentes por P. vivax al final de los 2 afios, la
mayoria de ellas subpatentes y asintomaticas. La poblacién de parasitos
mostré una limitada diversidad genética y una estructura clonal, siendo la
mayoria de las infecciones (84%) monoclonales y se observo la
persistencia de haplotipos muy frecuentes durante varios meses dentro

de los mismos participantes/hogares®®.



1.2 Bases tedricas

Etiologia de la malaria

La malaria es una enfermedad parasitaria transmitida por mosquitos del
género Anopheles que compromete la salud de millones de personas
cada afio, principalmente en zonas tropicales y subtropicales. Es causada
por protozoarios del género Plasmodium?®, del cual existen alrededor de
172 especies identificadas, pero solo 5 son de importancia médica en
humanos: P. vivax, P. falciparum, Plasmodium malariae (P. malariae),
Plasmodium ovale (P. ovale) y Plasmodium knowlesi (P. knowlesi)?®.
Estas 5 especies difieren entre si en morfologia, ciclo de vida y

presentacion clinica.

Ciclo bioldgico del Plasmodium

El Plasmodium en su ciclo biologico involucra 2 huéspedes, en los que se
desarrolla a través de 3 fases. El huésped definitivo es el mosquito
Anopheles hembra, donde se produce la fase sexual o esporogonica, que
dura de 8 a 16 dias, la cual inicia con la picadura del mosquito tomando
eritrocitos infectados con gametocitos que son la forma infectante para el
mosquito, que al interior de su intestino maduran a gametos masculino y
femenino para luego fusionarse formando un cigoto diploide, que se
desarrolla en ooquineto y se introduce en el epitelio intestinal
convirtiéndose en ooquiste, el cual crece y se divide produciendo miles de
esporozoitos haploides que migran a las glandulas salivales, desde donde
seran inoculadas en el torrente sanguineo del huésped intermediario, en
este caso el hombre donde se realiza la reproduccion asexual del parasito

y se producen las fases exoeritrocitica y eritrocitica.

En la fase exoeritrocitica, los esporozoitos inoculados por el mosquito
luego de 15 a 30 minutos llegan al higado e invaden las células hepaticas,
agui en 6 a 8 dias se diferencian en esquizontes (esquizogénesis) dando
lugar a la formacion de merozoitos que al quedar libres inician esta fase
nuevamente, o pueden liberarse al torrente sanguineo e invadir los

hematies iniciando la fase eritrocitica.



En el higado, los esporozoitos de P. vivax y P. ovale se diferencian en un
estadio latente llamado hipnozoito, que persiste en el higado y que al
activarse causa recaidas semanas, meses y hasta afios después de la

eliminacion de los estadios sanguineos que causaron la infeccién aguda?’.

En la fase eritrocitica, el merozoito ingresa al hematie y se diferencia en
trofozoito joven, luego adulto y finalmente en esquizonte al interior del cual
se encuentran de 8 a 16 merozoitos que al romper el hematie repiten el
ciclo cada 1 a 3 dias, y dependiendo de la especie, luego de 2 o 3

generaciones, algunos merozoitos desarrollan en gametocitos?>.

Biologia de Plasmodium vivax
P. vivax tiene caracteristicas biolégicas Unicas que hacen que su
comprension y abordaje sea mas dificil en comparacion con las demas

especies?,

a) Estadio de hipnozoito. El estadio quiescente hepatico si falla la cura
radical constituye un reservorio que puede activarse y sin haber
picadura de un vector infeccioso, generar multiples infecciones
recurrentes tan pronto como 16 dias o después de hasta 3 afios,
contribuyendo a la carga de la enfermedad y a la transmisiéon. El
hipnozoito es indetectable con los métodos diagndsticos actuales y el

desencadenante que lo activa contintia siendo desconocido?28,

b) Afinidad por los reticulocitos. Los merozoitos de P. vivax prefieren
invadir, aunque no exclusivamente, células mas jovenes, esto limitaria
las hiperparasitemias y su virulencia ya que solo 1 a 2% de los
hematies son reticulocitos. Sin embargo, pese a la baja carga
parasitaria, la destruccién repetida de los nuevos hematies puede
causar anemia cronica. Las bajas parasitemias en sangre periférica
dificultan su diagnostico por microscopiay por PDR retrasando el inicio

del tratamiento y posibilitan su transmision al mosquito?8.
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c) Fase sexual temprana. Los gametocitos de P. vivax se desarrollan
pronto al inicio la infeccion, y estan presentes en sangre periférica
frecuentemente antes del inicio de sintomas, aumentando el riesgo de

transmision de la infeccion al vector28.29,

Carga de la malaria para la salud publica

Aunque a nivel mundial se ha logrado progresos importantes en la
reduccion de la carga de enfermedad por malaria, esta continta siendo un
gran problema de salud publica global. En el informe mundial de malaria
2018, se estima que la tasa de incidencia de malaria en el mundo
disminuy6 en un 18%, de 72 a 59 casos por 1000 personas en riesgo
desde el afio 2010 al 2017, sin embargo, esta tasa se ha mantenido en 59
casos por 1000 personas en riesgo desde el 2015; y aunque hubo un
estimado de 20 millones menos de casos de malaria en 2017 que en 2010,
entre 2015 y 2017 los casos a nivel mundial se incrementaron, con un
mayor incremento en la region de las Ameéricas en contraste con la region

de Asia sudoriental que disminuyé en 58% en este periodo?.

En las Américas, los casos reportados se incrementaron en 14% desde el
2010 al 2017, mas aun, este incremento fue de 72% entre 2015 y 2017.
Sin embargo, 17 de los 21 paises endémicos tuvieron una reduccion
significativa, tal es que 11 de estos tienen el objetivo de lograr una
reduccion de mas del 40% en la incidencia de casos notificados para
2020, y otros 6 entre 20 a 40%, por el contrario, Panama, Peru, Venezuela

y Nicaragua tuvieron un incremento entre el 2010 y 20172

En el 2017, el 90% de los casos estimados se dieron en cuatro paises de
la region amazonica (Venezuela [53%], Brasil [22%], Colombia [8%)] y
Peru [7%]; y la transmision en estos paises es focalizada, en particular,
en Choco en Colombia, Loreto en Peru y Bolivar en Venezuela. Ademas,

el 74% de los casos en la regién son atribuibles a P. vivax?.
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La mortalidad por malaria a nivel mundial disminuyd en 28% en 2017
comparando con el 2010, con excepcion de las Américas, donde se

incrementd en 32%:2.

En el Perd, aun cuando se observa un incremento de 88% en los casos
reportados al 2017 comparado con 2010, se ha presentado una reduccion
significativa de casos en 30% desde el 2014 al 2018. En el afio 2018 se
presentaron 45,486 casos de malaria, con 36,084 casos por P. vivax y
9,402 por P. falciparum. Al igual que en el resto de la region la especie
predominante es P. vivax, con una razon de 4 a 1 frente a P. falciparum.
Las muertes atribuidas a malaria en el Pera fueron fluctuantes, desde 8

casos en el 2012 a 4 casos en el 2014 y hasta 10 casos en el 20173,

La malaria en el Peru esta focalizada en el departamento de Loreto, que
concentra 97% de los casos notificados el 2018. De tener el 40% de casos
a nivel nacional en 2010 paso6 a 96% en 2017. Asimismo, el numero de
casos mantuvo una tendencia a incrementarse hasta el 2014,
posteriormente se mantuvo estable, y si comparamos el 2018 con 2017
hubo una reduccion de 20%. En el dltimo quinquenio Loreto notific6 mas
del 99% de los casos de malaria por P. falciparum que el pais reporta y el
95% de P. vivax?*.

El vector mas comun en la zona amazoénica es Anopheles darlingi°.

Espectro de la enfermedad por malaria

El espectro de la infeccidn por malaria varia en funcion a la especie de
Plasmodium, asi como la carga parasitaria, el estado inmune y las
comorbilidades en el huésped; pudiendo presentarse desde una
parasitemia asintomatica hasta un cuadro grave y mortal, pasando por

una enfermedad febril inespecifica3.

En lugares donde la malaria es endémica y los individuos adultos han
alcanzado un grado de inmunidad, son frecuentes las infecciones

asintomaticass?.
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Aunque el cuadro clinico inicial muchas veces puede simular una infeccién
viral con sintomas inespecificos como cefalea, astenia, fatiga, mialgias y
artralgias, clasicamente la infeccion por malaria consiste en una triada:
escalofrios preceden a un episodio febril intenso y sudoracion. Posterior
a la sudoracion sigue un periodo asintomético de 24 o 48 horas hasta el
siguiente acceso febril®3. Esta presentacion periddica ocurre cada vez que

una generacion de merozoitos es liberada a la sangre por lisis del hematie.

La afinidad de los merozoitos por los diferentes estadios de los hematies
es especifica para cada especie. Mientras que P. vivax y P. ovale prefieren
células jovenes y P. malariae busca células maduras, en la infeccion por
P. falciparum hay una multiplicacion acelerada de parésitos que invaden
rapidamente hematies de todas las edades, alcanzando a ocupar mas del
30% de ellos ocasionando altos niveles de hemdlisis e incremento de las
complicaciones de la enfermedad con esta especie34. Aunque por mucho
tiempo la infeccibn por P. vivax fue considerada como benigna,
actualmente se conoce que también esta asociada a complicaciones
pudiendo llevar a la muerte3>%6, Las manifestaciones de malaria vivax
complicada incluyen la anemia grave, trombocitopenia, falla pulmonar, y
en menor frecuencia paludismo cerebral, pancitopenia, ictericia, rotura
esplénica, hemoglobinuria, falla renal y shock. La acidosis metabdlica y el

coma son raros en la enfermedad grave por P. vivax?®.

La letalidad de la malaria complicada puede llegar a ser de 10-20% incluso
con tratamiento y si no se trata la malaria complicada es casi siempre
fatal®’. Y el rango de la tasa de letalidad en enfermedad grave por P. vivax
es de 0 a 9.3%%°.

Ademés, como ya fue mencionado, en las infecciones por P. vivax y ovale
pueden producirse recaidas clinicas semanas, meses o afios después de
la infeccidn inicial y los sintomas subclinicos como cefalea, dolor de
espalda, nauseas y malestar general pueden ser muy leves o estar

ausentes luego de miiltiples infecciones?’.
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Tratamiento de la malaria no complicada por Plasmodium vivax

Para el tratamiento de las infecciones por P. vivax, la OMS recomienda
administrar CQ mas PQ con el objetivo de lograr la eliminacién tanto de
los estadios sanguineos como hepéticos, lo que se conoce como cura
radical, previniendo de este modo las recrudescencias y las recaidas

respectivamente!?.

De acuerdo con la Norma técnica de salud para la atencién de la malaria
y malaria grave en el Pert del MINSA, el tratamiento para la malaria no
complicada por P. vivax es: (i) CQ en una dosis inicial de 10 mg/Kg de
peso corporal, seguido de 10 mg/Kg el segundo dia y 5 mg/Kg el tercer
dia (dosis total de 25mg/Kg); vy (ii) PQ por 7 dias en una dosis de 0.5 mg/Kg
de peso corporal por dia (dosis total de 210mg/Kg)?3L.

Aunque la dosis recomendada de PQ por OMS es 0.25 mg/Kg de peso
corporal por dia por 14 dias, En el Pert, Durand et al.?4, no encontraron
diferencias entre ambos regimenes. Ademas, en una revision reportaron
gue la dosis total de PQ es el principal determinante de su eficacia, mas

gue la dosis diaria o el tiempo en que es administradase.

Vigilancia de la eficacia terapéutica de la cura radical

La OMS promueve que cada caso sospechoso de malaria sea
diagnosticado oportunamente, que cada caso confirmado sea tratado con
un medicamento de calidad garantizada y que se haga un seguimiento
oportuno de la enfermedad con un sistema de vigilancia consolidado. Esta

iniciativa es conocida en inglés como “test, track, treat”2.

No se han descubierto nuevas moléculas para el tratamiento de la malaria
en las ultimas décadas, por lo que la vigilancia y el tratamiento basados
en los casos confirmados evita que el uso inadecuado de medicamentos
antimalaricos acelere el desarrollo de resistencia, con la consiguiente falla

terapéutica de los medicamentos antimalaricos disponibles.
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Alcanzar la cura radical tiene implicancias para el control, eliminacion y
erradicacion de la malaria, por lo que la vigilancia de la eficacia terapéutica
de los medicamentos antimalaricos es de gran importancia para la
deteccién de falla terapéutica e identificar tempranamente la aparicion de
cepas resistentes. Para ello, la OMS preparé en 1996 un protocolo para
evaluar la eficacia de los medicamentos antimalaricos para P. falciparum;
sin embargo, ante la necesidad de una vigilancia sisteméatica de P. vivax

cuyas caracteristicas bioldgicas son diferentes, también fue incluido®2.

Existen cuatro métodos para el estudio de la eficacia de los medicamentos
antimalaricos: (i) estudio de eficacia terapéutica in vivo, (ii) prueba in vitro
de sensibilidad, (iii) estudio de marcadores moleculares asociados a

resistencia, y (iv) medicion de las concentraciones de los medicamentos®°.

Los procedimientos de vigilancia de la eficacia terapéutica in vivo fueron
estandarizados por primera vez por la OMS en 1964, y luego revisados
periédicamente a la luz de nuevos conocimientos. El protocolo actual para
el estudio de eficacia terapéutica in vivo elaborado en 2009 sigue siendo

el patron oro para evaluar la eficacia de los medicamentos antimalaricos*°.

El estudio de la eficacia terapéutica in vivo contempla la evaluacion de las
respuestas clinica y parasitoldégica. En protocolos previos, los criterios
para evaluar la respuesta terapéutica de P. falciparum eran diferentes de
P. vivax; sin embargo, debido a una alta prevalencia de falla terapéutica
temprana reportada después del tratamiento de P. vivax con CQ, el

protocolo actual sugiere la misma clasificacién para ambos®3.

El tiempo recomendado de seguimiento es de 28 dias como minimo a fin
de capturar la mayoria de fallas para la mayoria de medicamentos basado
en el tiempo de eliminacion de estos. Durante el seguimiento, la respuesta
terapéutica es evaluada usando la microscopia en conjunto con los signos
y sintomas en los dias 0, 1, 2, 3, 7, 14, 21 y 283,
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Finalmente, la respuesta terapéutica en el dia 28 es clasificada en cuatro
categorias: respuesta clinica y parasitologica adecuada, falla terapéutica

temprana, falla clinica tardia y falla parasitolégica tardia (Tabla 1)*2.

Tabla 1. Clasificacion de la respuesta al tratamiento

Falla terapéutica temprana (FTT)

e Signos de peligro o malaria grave en el dia 1, 2 o0 3, en presencia de
parasitemia;

e Parasitemia en el dia 2 mas alta que en el dia 0, independientemente de
la temperatura axilar;

o Parasitemia en el dia 3 con temperatura axilar 2 37,5°C; y

e Parasitemia en el dia 3 = 25% del conteo en el dia 0.

Falla clinica tardia (FCT)

e Signos de peligro o malaria grave en presencia de parasitemia en
cualquier dia entre el dia 4 y el dia 28 (dia 42) en pacientes que no
cumplen previamente ninguno de los criterios de falla terapéutica
temprana; y

e Presencia de parasitemia en cualquier dia entre el dia 4 y el dia 28 (dia
42) con temperatura axilar = 37,5°C en pacientes que no cumplen
previamente ninguno de los criterios de falla terapéutica temprana.

Falla parasitolégica tardia (FPT)

¢ Presencia de parasitemia en cualquier dia entre el dia 7 y el dia 28 (dia
42) con temperatura axilar < 37,5°C en pacientes que no cumplen
previamente ninguno de los criterios de falla terapéutica temprana o falla
clinica tardia.

Respuesta clinica y parasitolégica adecuada (RCPA)

¢ Ausencia de parasitemia en el dia 28 (dia 42), independientemente de la
temperatura axilar, en pacientes que no cumplen previamente ninguno de
los criterios de falla terapéutica temprana, falla clinica tardia o falla
parasitoldgica tardia.

El uso de tasas de cura de RCPA corregidas por PCR (o el complemento,
tasas de falla) también son aceptadas como criterio de valoracion primaria
0 secundaria, ya que mejoran la comparabilidad general entre ensayos

clinicos.

Esta correccion por PCR es realizada para el ajuste de las tasas de cura
inicialmente basadas en la evaluacion clinica y parasitolégica por
microscopia, porque ayuda a identificar si las fallas terapéuticas

detectadas son debidas a reinfecciones o son producto de
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recrudescencias y recaidas. Entonces el PCR es llevado a cabo para
comparar la(s) cepa(s) presente(s) el dia de la infeccion inicial y el dia de

la falla terapéutica al medicamento antimalarico'4.

Sin embargo, no se ha reportado el uso de PCR como método para la

evaluacion de la eficacia terapéutica in vivo, ademas de lo antes descrito.

De acuerdo con la OMS, el monitoreo de la eficacia terapéutica debe ser
realizado por todos los PNCM al menos una vez cada 2 afos utilizando
los protocolos estandar de la OMS, de manera que provea informacion
minima esencial que guie las politicas de los PNCM sobre el uso de

medicamentos antimalaricos?13,

Pues si la proporcion total de falla terapéutica del tratamiento es = 10%
luego de la evaluacion de la eficacia terapéutica in vivo, el medicamento
deberia cambiarse. Incluso si se observa una tendencia ascendente en
las tasas de falla debe llamar la atencion de los PNCM para un posible

cambio de medicamentos aunque no pasen el limite de 10%?2.

Factores que influencian la cura radical

Es importante diferenciar la resistencia a un antimalarico de una falla
terapéutica. Mientras que la resistencia es la capacidad de una cepa de
plasmodios de sobrevivir 0 multiplicarse a pesar de la dosificacion,
administracion y absorcion adecuadas de un medicamento antimalérico,
la falla terapéutica consiste en la persistencia o reaparicion de la
parasitemia, o la no resolucién de los sintomas clinicos a pesar de la

administracion de un antimalarico a dosis correctal?.

Aunque, la resistencia a los antimalaricos esté ligada a la falla terapéutica,
esta no es la Unica causa, pudiendo deberse a dosificaciébn prescrita
incorrecta, dosis total insuficiente, pobre adherencia, mala calidad de los
medicamentos, interacciones farmacoldgicas, absorcion disminuida,
vomito del medicamento, mal diagnostico de la especie de plasmodio,

variacion farmacocinética o la tolerancia innata de algunas cepas!?1°,
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Algunos factores pueden ser controlados mediante un mejor diagnaostico,
asegurando la calidad de los medicamentos, prescribiendo basado en el

peso corporal y administrando tratamiento directamente observado.

La falla terapéutica también puede ocurrir por reinfeccion, sin embargo,
en zonas endémicas donde la exposicion a mudltiples infecciones es
frecuente y ademas las recaidas en el caso de P. vivax pueden ser el

resultado de cepas heterélogas, resulta complicado distinguir entre ellas.

Genotipificacion de Plasmodium vivax
La presencia de hipnozoitos en las infecciones por P. vivax representan
un reto tanto para la evaluacién de la eficacia terapéutica como para el

establecimiento de medidas de control para la malaria.

En un estudio conducido en un area sin transmision conocida de P. vivax
y por lo tanto excluyendo razonablemente la probabilidad de reinfeccion,
se encontré que mas del 70% de las recaidas presentaron una nueva cepa
junto a la detectada en la infeccion primaria, y que el 60% presentd una

cepa diferente al momento de la recaida®*.

Las poblaciones de parésitos que tras la inoculacion e invasion hepética
se diferencian en hipnozoitos y que ante la falla del tratamiento radical
pueden permanecer latentes hasta que son activadas por un mecanismo
todavia desconocido, representan un problema critico para los ensayos
de eficacia de nuevos medicamentos antimalaricos contra los hipnozoitos.
Ya que la muestra de la infeccion inicial no nos proporciona informacion
sobre los genotipos de los hipnozoitos ya presentes, la genotipificacion de
las recurrencias no podra diferenciar si se trata de una nueva infeccion o
de una recaida por la activacion de los hipnozoitos que no fueron

eliminados por el medicamento en evaluacion4,

Actualmente, con las pruebas diagnoésticas disponibles no es posible

diferenciar entre recaidas, recrudescencias y reinfecciones de P. vivax?®.
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1.3 Definicién de términos basicos

Adherencia al tratamiento. Cumplimiento del esquema de tratamiento
de la malaria a dosis recomendada prescrito por un profesional de la
salud. Es decir, cuando el paciente cumple con todas las tomas de los

medicamentos antimalaricos prescritos*2.

Cura. Eliminacién de los sintomas y de los parasitos de la malaria que

causaron la enfermedad tratadal?.

Curado. Paciente que ha cumplido con el tratamiento y no presenta

sintomas ni parasitemia de malaria en su Ultimo control de laboratorio?*.

Cura radical. Comprende tanto la cura de los estadios sanguineos, asi
como la prevencion de las recaidas por eliminacion de los hipnozoitos en

infecciones por P. vivax y P. ovale'?,

Eficacia de tratamiento para P. vivax. Capacidad del tratamiento de P.
vivax para lograr la cura. Se mide por una tasa cuyo numerador es el
namero total de casos curados de malaria por P. vivax y el denominador
es la suma del numero total de casos curados mas los casos de falla

terapéutica de malaria por P. vivax?l.

Falla terapéutica. Persistencia o reaparicion de sintomas clinicos y/o

parasitemia de malaria a pesar de cumplir el tratamiento antimalarico?".

Gota gruesa positiva. Hallazgo de P. falciparum, P. vivax, P. ovale y P.

malariae, y P. knowlesi o formas mixtas en la prueba de gota gruesa??.

Hipnozoitos. Estadios de P. vivax y P. ovale que permanecen inactivos
en los hepatocitos del huésped durante un intervalo antes de madurar en
esquizontes hepaticos que luego liberardn merozoitos al torrente

sanguineo desencadenando la fase eritrocitica®?.
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Malaria no complicada. malaria sintomética sin signos de gravedad y/o

signos de insuficiencia de un érgano vital*2.

Parasitemia asintomatica. Parasitemia de malaria sin sintomas de

enfermedad??.

Parasitemia subpatente. Parasitemia de malaria inferior al umbral de

deteccion microscopica detectada sélo mediante pruebas moleculares*s.

Recaida. Reaparicion de la parasitemia asexual en la malaria por P. vivax
y P. ovale derivada de los hipnozoitos; ocurre cuando los estadios
sanguineos han sido eliminados pero los hipnozoitos persisten en el
higado y son activados por un mecanismo no conocido madurando en
esquizontes hepéticos que al liberar merozoitos al torrente sanguineo

desencadenan la fase eritrocitical?.

Recrudescencia. Reaparicion de la parasitemia asexual después del
tratamiento antimalarico con el mismo o los mismos genotipos que la
infeccién inicial causado por la eliminaciéon incompleta de los mismos.
Debe distinguirse de la reinfeccion por el genotipo que generalmente es
diferente que la enfermedad original*?.

Recurrencia. Reaparicion de la parasitemia asexual después del
tratamiento antimalarico, debido a recrudescencia, recaida (solo en las

infecciones por P. vivax y P. ovale) o una nueva infeccién??.

Resistencia a medicamentos. capacidad de los parasitos (cepa o
aislado) para sobrevivir o multiplicarse a pesar de la administracion y de
la absorcién de medicamentos en dosis iguales o superiores a las que se

prescriben habitualmente?.
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CAPITULO Il: VARIABLES E HIPOTESIS

2.1 Variables y definiciones operacionales

Variable dependiente

Eficacia terapéutica

Operacionalizacion de variables

presenta
persistencia o
reaparicion de
formas

asexuadas del
parésito
después del

tercer dia de
tratamiento o
durante el
control

Variable Definicién Definicion | Indicadores item Instrumen
conceptual |operacional to
Eficacia Capacidad de | Es una tasa | Eficacia Sintomas 1. Ficha de
terapéutica | un gue resulta|terapéutica. |presentes registro de
medicamento |de evaluar | Cuando el |desde 7 dias |datos
antimalarico | durante 28| sujeto en | antes hasta el | epidemio-
de lograr el|dias la | estudio dia 28 | légicos por
objetivo respuesta durante los 28 | posterior  al | paciente.
terapéutico clinica y | dias de |inicio de|2. Ficha
cuando es | parasitol6- | seguimiento | tratamiento de registro
administrado | gica del | presenta una|recogidos en|de datos
a dosis | tratamiento | respuesta los de
recomen- antimalérico | clinica y | cuestionarios | diagnés-
dada, el cual|a dosis | parasitologica | disefiados por |tico y trata-
es bien | recomen- adecuada el Amazonia | miento por
tolerado dada. (ausencia de|ICEMR que | paciente
y tiene minima signos corresponde a
toxicidad. Clasificando | clinicos y no |la evaluacion
se la | presenta de 13 signosy
respuesta persistencia o | sintomas
en reaparicion clinicos
respuesta formas relacionados
clinica y | asexuadas del | a malaria mas
parasitolé- | parasito). los resultados
gica de
adecuada vy |Falla microscopia.
en falla | terapéutica. |Ademas, de
terapéutica. | Cuando el | los resultados
sujeto en |que se
estudio obtengan de
durante los 28 |las  pruebas
dias de | moleculares.
seguimiento
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parasitolégico
posterior  al
tratamiento,

asi como la
persistencia o
reaparicion de

signos
clinicos de
malaria y
formas
graves.

2.2 Formulacién de la hipotesis
El tratamiento de cloroquina mas primaquina en dosis estandar de
acuerdo con la Norma Nacional de Malaria del Ministerio de Salud del
Peru elimina los sintomas de los pacientes diagnosticados de malaria no
complicada por P. vivax y produce una reduccion importante de la
parasitemia pero no elimina al parasito a nivel de los glébulos rojos, y que
permanece a niveles subpatentes por lo que serian capaces de continuar
perpetuando la transmision de malaria en los primeros 28 dias de

tratamiento.
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3.1

3.2

CAPITULO IIl: METODOLOGIA

Tipo y disefio de lainvestigacion

Se realizé un estudio de tipo cuantitativo y exploratorio. El disefio del
estudio es no experimental, de cohorte prospectiva, donde para evaluar la
eficacia terapéutica del tratamiento recibido, fueron seleccionados
individuos de las comunidades de Santa Emilia y San José de Lupuna que
tuvieron gota gruesa positiva para P. vivax y diagnéstico clinico de malaria
no complicada. El disefio del estudio se encuentra anidado en los
Proyectos del “Centro Amazoénico de Excelencia para la Investigaciéon de
Malaria” (Amazonian ICEMR por sus siglas en inglés)*44°, que llevé a cabo
cohortes poblacionales en los centros poblados San José de Lupuna y
Santa Emilia. Se colect6 informacién desde marzo del 2016 hasta enero
del 2017.

Poblacién y muestra

Descripcion de la poblacion
La poblacion de estudio estuvo constituida por 669 individuos mayores de

3 afnos residentes en los sitios de estudio.

Ubicacién geogréfica

Las areas de estudio incluyeron 2 comunidades endémicas de malaria de
la Amazonia Peruana. San José de Lupuna (SJL), una comunidad a 500m
de la orilla del rio Nanay, localizada a 10 Km de Iquitos y accesible sélo
por via fluvial, cuenta con 95 viviendas y una poblacion de 433 habitantes.

Sus habitantes se dedican principalmente a actividades agricolas.

Santa Emilia (SEM), es una comunidad en la quebrada Nahuapa,
localizada a 144 Km de viaje por los rios Marafién, Tigre y Nahuapa desde
la ciudad de Nauta, tiene 236 habitantes distribuidos en 40 viviendas. Sus

habitantes también se dedican principalmente a la agricultura.

Graéfico 1. Ubicacién geogréfica de las comunidades de estudio. Santa Emilia y San

José de Lupuna, en el departamento de Loreto
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Ambas comunidades estan localizadas en el departamento de Loreto, en
el Nororiente del Pera. Este departamento cubre el 30% del territorio
peruano (368 851 km2) con una poblacion de 883 510 habitantes (Censo
Nacional 2017). Su clima es tropical lluvioso, la temperatura promedio
anual es de 28°C, varia entre 17°C a 20°C de junio a julio y un maximo de
36°C en los meses de diciembre a marzo. La humedad promedio es 84%
y la precipitacion anual es de 4m. Presenta una estacion lluviosa de
noviembre a mayo y una estacion seca de junio a octubre, aunque hay

precipitaciones la mayor parte del afo.

Criterios de seleccion

a. Criterios de inclusion. Se incluyé individuos con las siguientes
caracteristicas:

a. Haber tenido 3 0 mas anos al momento del enrolamiento.
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b. Haber proporcionado consentimiento y/o asentimiento informado.
c. Haber tenido diagndstico parasitologico de P. vivax por microscopia
y diagnéstico clinico de malaria no complicada al momento del

enrolamiento.

b. Criterios de exclusion. Fueron excluidos del estudio:
a. Mujeres que hubieran estado gestando al momento del diagndstico.
b. Participantes que al reevaluar la microscopia y/o hacer el PCR tenian

una infeccién inicial mixta o una monoinfeccién con P. falciparum.

Tamafio muestral
La muestra se calcul6 usando la formula para estimar una proporcion para
poblaciones finitas:

N =Zi+p(1—p)

"TEWN-D+22p-p)
Donde:
n : muestra
N : total de la poblacion
Za : coeficiente prefijado para el nivel de confianza
p X proporcion esperada del parametro poblacional
d : precision deseada del muestreo

Se calculé6 que como minimo, las muestras de 29 individuos seran
necesarias, bajo el supuesto que CQ mas PQ tienen una tasa de eficacia
de 98%1'%-1°, considerando un nivel de confianza de 95% y una precision
de 5% para una poblacién censada de 669 habitantes. Se asumié una
tasa de pérdida de 20% en el seguimiento, por lo que el tamafio ajustado

de la muestra es 31 participantes.
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Procedimiento de muestreo

Se realiz6 un muestreo no probabilistico por conveniencia o accidental y

se selecciond 31 individuos de acuerdo con los criterios de seleccion
desde marzo del 2016 hasta enero del 2017.

3.3 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Técnicas de recoleccién de datos

Se empleé 2 técnicas: i) registro de datos secundarios para la informacion

clinica y epidemioldgica de los individuos, y ii) pruebas estandarizadas

para las mediciones biofisiologicas de los especimenes.

Instrumentos de recoleccién de datos

Los datos fueron recolectados usando fichas de registro de datos (Anexo

2) tanto para la informacion de los individuos como para los resultados de

los procedimientos de laboratorio que se describen a continuacion.

3.4 Procedimientos de recoleccién de datos

Se realiz6 de la siguiente manera:

Entre mayo del 2015 a septiembre del 2016 en SEM se realizaron
visitas mensuales de deteccion activa intensiva de casos (DAIC) en
toda la poblacion, visitas semanales de deteccion activa de casos
(DAC) en individuos febriles y visitas diarias al trabajador comunitario
de salud para deteccion pasiva de casos (DPC). Adema4s, entre agosto
del 2016 y enero del 2017 se realizé DPC en el centro de salud de SJL.
Desde marzo del 2016 hasta enero del 2017, cuando se obtuvo una
gota gruesa positiva por cualquiera de los métodos de busqueda de
casos, antes del inicio del tratamiento se tomé 5 muestras de sangre
en papel filtro (Whatman grado 3, Whatman, Springfield Mill, EE.UU.)
para el diagnéstico y la cuantificacién de la carga parasitaria por PCR
en tiempo real (QPCR), y la segunda parte se almaceno en RNA Protect
a -70°C para deteccion de gametocitos y confirmar la viabilidad de los

parasitos cuantificados con gPCR de transcripcion reversa (RTqPCR).
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Las muestras fueron codificadas, asignando el codigo de participante
del estudio primario y un codigo de muestra propio del estudio.

Estos individuos recibieron tratamiento directamente observado y con
dosificacion por peso de acuerdo con las guias nacionales por un
miembro del estudio y si vomitaron dentro de los 30 minutos del
tratamiento, una segunda dosis similar fue administrada. Ademas, se
registré informacion de sintomas en los 7 dias previos al diagndstico.
El dia en que el individuo recibid su primera dosis de tratamiento
antimalarico fue denominado dia O.

Adicionalmente, los dias 2, 3, 7, 14, 21 y 28 posteriores al inicio de la
terapia antimalarica se colectaron muestras para microscopia y gPCR.
Se recolect6 la siguiente informacion a partir de las bases de datos
anonimizadas del estudio primario: a) datos epidemiolégicos en la
Ficha de registro de datos epidemioldgicos por paciente y, b) datos de
sintomas, tratamiento y de laboratorio en la Ficha de registro de datos
de sintomas, diagndstico y tratamiento por paciente (Anexo 2).

En las muestras de gota gruesa y sangre en papel filtro se realizaron

los siguientes procedimientos:

Microscopia de diagnostico. Todas las gotas gruesas fueron
revisadas dos veces, la primera por un técnico en campo y la segunda
por un técnico experto del MINSA para confirmar la presencia/ausencia
de parasitos (asexuados y sexuados) y la especie de plasmodio. La
densidad parasitaria fue estimada por cada 200 leucocitos asumiendo
una concentracion de 6000 leucocitos/uL. La gota gruesa fue
considerada negativa si no se encontrd ningun parasito después de

revisar 100 campos?®.

Extraccion de ADN. ElI ADN de las muestras de sangre en papel filtro
fue extraido mediante el uso del kit comercial E.Z.N.A.® Blood DNA
Mini Kit. Para ello se cort6 una tira de 3x6mm de papel filtro impregnado
con sangre el cual se coloco en un tubo Eppendorf de 1.5 ml y se le
agreg6 250 pl de buffer TEN 2X (0.1 M Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA
pH 8.0, 1 M NaCl), 50 yL de SDS (Dodecilsulfato sodico) al 10%, y 180
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ML de agua ultrapura. Se incub6 por una hora a 65°C con agitacion
constante. Luego se procedio a la extraccion de ADN siguiendo las
indicaciones del manual del kit. Finalmente, la muestra fue eluida en 50
pl de buffer de elucién o buffer tris EDTA (buffer TE) precalentado a
65°C, y se almacend a -20°C hasta su posterior uso en los procesos

moleculares.

Confirmacién de mono infeccién. La presencia de infecciones mixtas
de P. vivax y P. falciparum pueden generar resultados erréneos en el
analisis, por ello todas las muestras gota gruesa positiva por P. vivax

en el dia 0 fueron confirmadas por gPCR.

Cuantificacién de carga parasitaria por gPCR. Todas las muestras
de sangre en papel filtro de los individuos seleccionado fueron
cuantificadas por gPCR. La identificacion y cuantificacion de la especie
de plasmodio fue realizada de acuerdo con el protocolo adaptado de
Mangold et al.*’. El método esta dirigido a detectar la subunidad 18S
del &cido ribonucleico ribosomal utilizando los siguientes cebadores 5-
TAACGAACGAGATCTTAA-3 and 5-GTTCCTCTAAGAAGCTTT-3. La
reaccion de PCR fue realizad a un volumen final de 25 uL la cual incluyo
12.5 L de PerfeCTa SYBR Green FastMix (Quantabio, EE.UUU.), 300
nM de cada primer y 5 yL de ADN. La amplificacién se realizé en un
termociclador Real-Time PCR CFX Connect TM Bio-Rad (Bio-Rad, EE.
UU.), y las condiciones de ciclado consistieron en una
desnaturalizacion inicial a 95°C por 2 minutos, seguido por una
amplificacion por 40 ciclos de 20 segundos a 95°C, 20 segundos a
52°C, y 30 segundos a 68°C con adquisicion continua de imagen, luego
una extension a 68°C por 3 minutos. Terminada la amplificacion se
realiz6 una curva de hibridacion que consisti6 en un incremento de
0.5°C y adquisicion de imagen cada 5 segundos a partir de 65°C hasta
90°C y finalmente las especies fueron identificadas por analisis de la
curva de temperatura de melting (Tm), con una Tm de 73°C (x1°C) para
P. falciparum y 77°C (x1°C) para P. vivax. La cuantificacion absoluta

de la concentracion de ADN (moléculas/uL) y la carga parasitaria
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(parasitos/pL) se realizé en base a una curva estandar elaborada a
partir de un constructo del plasmido pGEM-PV-18srRNA (desde 2x106
a 2 mol/uyL) y una muestra de alta concentracion de P. vivax (desde

3x1032 a 3 parasitos/pL).

Confirmacion de laviabilidad del parasito en la muestrade sangre.
Debido a la degradacion del ARN no se pudo realizar este

procedimiento, ni cuantificar los gametocitos.

3.5 Técnicas de procesamiento y analisis de datos
Los datos epidemioldgicos, clinicos, de diagndéstico y tratamiento fueron
ingresados por doble digitacion en una hoja de Microsoft Excel 365
(Microsoft Corp., Redmond, Washington) y luego los analisis fueron
realizados usando el software R version 3.60 (Equipo Central de
Desarrolladores R, Fundacién R, Austria). Los datos parasitoldgicos y
clinicos fueron registrados ademas en el Formulario de entrada de datos
para la evaluacion de la eficacia terapéutica 28d-v.84-2019.xlsx,

desarrollado por el Programa Global de Malaria de la OMS#,

Las caracteristicas de los pacientes en el dia 0 fueron resumidas en
tablas, las variables categoricas se resumieron como frecuencias con
proporcion y se compararon entre comunidades usando la prueba chi -
cuadrado, mientras que las variables continuas se resumieron como
medias * desviacion estandar (DE) o medianas con rango intercuartil
(RIC) y fueron comparadas con pruebas paramétricas (t de Student) o no

paramétricas (U de Mann-Whitney).

Para evaluar la evolucion parasitoldgica y clinica durante 28 dias desde el
inicio de la administracion terapéutica de CQ mas PQ supervisada en
malaria vivax no complicada, las guias para el estudio de la eficacia
terapéutica in vivo de la OMS fueron empleadas!®. Los datos fueron
analizados con el Formulario de entrada de datos para estudios de 28 dias

de OMS mediante dos métodos:
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a) Analisis de supervivencia de Kaplan-Meier. Donde fueron incluidos
todos los individuos enrolados en el estudio (incluyendo los retirados y
los que abandonaron el estudio).

b) EI método tradicional. En este analisis, no se incluyeron a los

individuos retirados del estudio o los que abandonaron el estudio.

Un individuo que abandoné el estudio fue definido como aquel con
ausencia de muestra en alguno de los dias de seguimiento. Un individuo
retirado del estudio fue aquél que presenté una infeccion mixta o una

mono infeccion por P. falciparum durante el seguimiento.

Se evalud la tasa de eficacia usando qPCR para la evaluacion de la
respuesta parasitoldgica, se llevd a cabo un andlisis de supervivencia de
Kaplan-Meier y se utilizd6 la prueba de rango logaritmico de Mantel-
Haenszel para comparar la incidencia acumulativa de eficacia terapéutica

entre la evaluacién parasitologica por microscopia y por qPCR.

Las tasas de prevalencia fueron dadas con un intervalo de confianza
binomial exacto de 95% (95% IC). De este modo, se calculd la frecuencia
y proporcion de individuos que tuvieron FTT, FCT, FPT o RCPA, segun

se define en la Tabla 1.

Las tasas de eliminacién de la parasitemia por P. vivax fueron expresadas
como el numero de casos que eliminaron los parasitos los dias 2, 3, 7, 14,
21y 28 dias, sobre el total de pacientes incluidos en el estudio. Se realizo
el andlisis de supervivencia de Kaplan-Meier y se elaboraron curvas de
eliminacién en funcion del tiempo y la prueba de rango logaritmico de
Mantel-Haenszel se utiliz6 para comparar la incidencia acumulativa de

eliminacién de la parasitemia entre los métodos de evaluacion.
Las tasas de eliminaciéon de la fiebre fueron expresadas como el numero

de casos que dejaron de reportar fiebre en los dias 2, 3, 7, 14, 21y 28

dias, sobre el total de pacientes que reportaron o presentaron fiebre en el
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dia 0. No se realiz6 curvas ni andlisis de supervivencia para el tiempo de

eliminacion de la fiebre.

Adicionalmente, se calcularon tasas de prevalencia de parasitemia
asintomatica y subpatente de las muestras del dia 0 y durante los
seguimientos. Se definio como asintomatico a la ausencia de sintomas de

malaria (fiebre, cefalea, escalofrios).

Finalmente, se realizé una tabla de contingencia con los resultados el
seguimiento parasitolégico para evaluar el desempefio de la gota gruesa

teniendo como referencia el gPCR.

3.6 Aspectos éticos
La aprobacion ética del estudio primario se obtuvo del Comité Institucional
de Etica en Investigacién de la Universidad Peruana Cayetano Heredia
(cédigo 64024) y del Programa de Proteccion de Sujetos Humanos de la
Universidad de California en San Diego (Proyecto 100765), y la
aprobacion ética del presente estudio fue obtenida de la Universidad

Peruana Cayetano Heredia (codigo 100466).

Se obtuvo ademas autorizacion de la Direccion Regional de Salud de

Loreto y permisos de las autoridades comunales locales.
Se obtuvo el consentimiento / asentimiento de todos los participantes con

los documentos de consentimiento aprobados. Todos los métodos se

llevaron a cabo de acuerdo con las directrices aprobadas.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

Caracterizacion clinica de los pacientes
Un total de 31 pacientes fueron seleccionados. En general y por cada lugar
de estudio, mas de la mitad de los participantes fueron del sexo masculino,

ademas, dos tercios de los pacientes fueron menores de 15 afios.

Las caracteristicas sociodemogréficas, la historia de episodios previos de
malaria y antecedentes relacionados al episodio actual se muestran en la
Tabla 2. No hubo diferencias entre las comunidades relacionadas al sexo o
edad. La proporcién de participantes que residian mas de 10 afios en su
comunidad fue significativamente mayor en SJL (100%) que en SEM (20.8%).
La diferencia se mantuvo respecto al tiempo residiendo en el hogar, mayor en
SJL (50.7%) que en SEM (8.3%). Para los participantes mayores de 18 afios,
la proporcion de quienes terminaron secundaria fue 100% en SJL y 0% en
SEM, aunque las diferencias podrian estar influenciadas por la menor

proporcién de mayores de edad en ambas comunidades.

La proporcion de individuos que tuvieron 4 o mas episodios de malaria en su
vida fue de 75% y 100% en SEM y SJL respectivamente. Alrededor del 70%
presentd 2 o mas episodios de malaria en el Ultimo afio, 66.7% en SEM y
71.4% en SJL. Mas del 70% de participantes presentaron al menos un
episodio de malaria vivax en el ultimo afio, 70.8 en SEM y el 100% en SJL. La
proporcion de participantes que tuvieron al menos un episodio de malaria
falciparum en el dltimo afio fue mayor en SEM (66.7%) que en SJL (28.6%)
pero sin diferencia significativa. La presencia de un familiar en el hogar con
antecedente de malaria en el ultimo mes fue baja en ambas comunidades,
20.8% en SEM y 42.9% en SJL.

Mas del 80% de los pacientes presentaron algun sintoma de malaria (fiebre o

dolor de cabeza al momento del diagnéstico de malaria, sin diferencias entre

comunidades.
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Tabla 2. Caracteristicas de pacientes con malaria vivax no complicada tratados con

cloroquina mas primaquina en dos comunidades de la Amazonia peruana comunidad

San José de

Santa Emilia Lupuna Total
n % n % n %

Sexo Masculino 15 62.5 4 57.1 19 61.3

Femenino 9 37.5 3 42.9 12 38.7
Edad <5 2 8.3 0 0 2 6.5
(En afios) 5a15 16  66.7 3 429 19 613

> 15 6 25.0 4 57.1 10 32.3
Tiempo en la comunidad <2 5 20.8 0 0 5 16.1
(En afios) * 2a9 14 583 0 0 14 452

=210 5 20.8 7 100.0 12 38.7
Tiempo en el hogar <2 5 20.8 0 0 5 16.1
(En afios) ** 2a9 17 708 3 429 20 645

=10 2 8.3 4 57.1 6 194
Grado de instruccién sin instruccion 0 0 0 0 0 0
(mayores de 18 afios) *  Primaria 3 50.0 0 0 3 30.0

completa

Secundaria 0 0 4 100.0 4 40.0

completa

Estudios 3 50.0 0 0 3 30.0

superiores
Episodios de malariaen <4 6 25.0 0 0 6 194
su vida >4 18 75.0 7 100.0 25 80.6
Episodios de malariaen 0 3 12.5 0 0 3 9.7
dltimo afo 1 5 20.8 2 28.6 7 22.6

2a3 6 25.0 4 57.1 10 32.3

=4 10 41.7 1 14.3 11 35.5
Malaria vivax en el Si 17 70.8 7 100.0 24 77.4
ultimo afio No 7 29.2 0 0 7 22.6
Malaria falciparum en el Si 16 66.7 2 28.6 18 58.1
ultimo afio No 8 33.3 5 714 13 419
Familiar con malariaen  Si 5 20.8 3 42.9 8 25.8
el dltimo mes No 19 792 4 57.1 23 742
Presencia de sintomas Si 20 83.3 7 100.0 27 87.1
de malaria No 4 16.7 0 0 4 12.9
Uso de mosquiteros Si 24 100.0 7 100.0 31 100.0

* Diferencia significativa entre comunidades (p<0.01)
** Diferencia significativa entre comunidades (p<0.05)

El 100% de los pacientes reportaron uso de mosquitero la noche anterior al

diagndstico en ambas comunidades.
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Tabla 3. Caracteristicas biofisiolégicas de pacientes con malaria vivax ho complicada

tratados con cloroquina mas primaquina en dos comunidades de la Amazonia

peruana

Santa Emilia San José de Total
Lupuna
Edad (En afios)
media (DE) 16.3 (19.1) 20.4 (13.7) 17.2 (17.9)
min — méax 4-87 10-49 487
Temperatura axilar (°C)
media (DE) 37.6 (0.8) 37.8(0.8) 37.6 (0.8)
min — méax 36.2-39.6 37.2-39.2 36.2-39.6

Parasitemia por microscopia (parasitos/pL) *
mediana (RIC) 1120 (3572)
min — max 32 -9920
Parasitemia por qPCR (parasitos/L)
mediana (RIC) 403.5 (3193.5)
min — max 2.3-70470.7

Gametocitemia por microscopia (gametocitos/uL)

mediana (RIC)
min — max

24 (148.5)
0 — 2920

6790 (9400)
2800 — 90980

1613.8 (15149.6)
101.2 — 21735.8

320 (1320)
0 — 1800

1620 (5710)
32 — 90980

641.7 (5620.6)

2.3-70470.7

48 (320)
0 — 2920

* Diferencia significativa entre comunidades (p<0.01)

En la Tabla 3, se resumen las caracteristicas biofisiologicas de los pacientes.

La edad media fue similar entre comunidades, y los participantes tuvieron

entre 4 y 87 afios. La temperatura media de los pacientes fue de 37.6°C al

momento del diagndstico, no hubo diferencias entre comunidades.

La gota gruesa positiva de cada participante fue confirmada para este estudio

y se realiz6 la cuantificacibn de pardsitos asexuales y gametocitos. Las

diferencias observadas en las parasitemias entre SEM y SJL fueron

estadisticamente significativas (p=0.004). El gPCR fue realizado para

confirmar la monoinfeccion el dia del diagndstico y cuantificar la parasitemia,

mas, debido a la degradacion del ARN no se pudo cuantificar gametocitos. No

hubo diferencias entre comunidades en las parasitemias por gPCR.
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Gametocitos fueron encontrados por microscopia en 18 pacientes, no hubo

diferencias en la gametocitemia entre comunidades.

Comparacion de la evolucion parasitolégica durante 28 dias desde el

inicio de la administracion terapéutica utilizando PCR y microscopia

Tabla 4. Tabla de supervivencia de la respuesta parasitolégica y clinica de pacientes
con malaria vivax no complicada tratados con cloroquina mas primaquina en dos

comunidades de la Amazonia peruana

Incidencia Incidencia
Casos en Evento Abandonos Eventos

Dia riesgo (FT) y retirados acumulados 3?;?;;;?: acduen}t;:la;a
0 31 Ausente 0
31 FTT 1 . .
30 FTT . 2 0.935 0.065
14 29 Censurado  Abandoné 2
21 28 Censurado  Abandoné 2
28 27 FPT 3 . .
28 26 FPT 4 0.866 0.134
28 25 Ausente 4
28 24 Ausente 4
28 23 Ausente 4
28 22 Ausente 4
28 21 Ausente 4
28 20 Ausente 4
28 19 Ausente 4
28 18 Ausente 4
28 17 Ausente 4
28 16 Ausente 4
28 15 Ausente 4
28 14 Ausente 4
28 13 Ausente 4
28 12 Ausente 4
28 11 Ausente 4
28 10 Ausente 4
28 9 Ausente 4
28 8 Ausente 4
28 7 Ausente 4
28 6 Ausente 4
28 5 Ausente 4
28 4 Ausente 4
28 3 Ausente 4
28 2 Ausente 4
28 1 Ausente 4
28 0 Ausente 4
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Para evaluar la evolucién parasitolégica y clinica de los pacientes incluidos en
el estudio, se elabor6 una tabla de supervivencia (Tabla 4) tal que permitiera

visualizar los eventos por caso durante los 28 dias de seguimiento.

Como puede observarse, fueron incluidos 31 pacientes en el dia 0, y se realizé
la evaluacion de acuerdo con la guia para el estudio de la eficacia terapéutica
in vivo de la OMS. De aquellos, 2 pacientes no completaron el seguimiento de
28 dias, pues abandonaron el area de estudio por razones laborales en los
dias 14 y 21. Ningun participante fue retirado del andlisis. En el dia 2 de
seguimiento, 2 pacientes presentaron una falla terapéutica y fueron
clasificados como FTT por un incremento de la parasitemia con respecto al
dia 0. Finalmente, 2 pacientes presentaron una recurrencia en el dia 28,
clasificAandose como FPT acumulando 4 pacientes con FT y por consiguiente

25 pacientes con RCPA.

Gréfico 2. Curva de supervivencia de Kaplan-Meier de la respuesta parasitoldgicay
clinica de pacientes con malaria vivax no complicada tratados con cloroquina mas

primaguina en dos comunidades de la Amazonia peruana
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La incidencia acumulada de falla terapéutica en el dia 28 fue 13.4% (95% IC,
1.2% — 25.6%). En el Gréfico 2, puede observarse la curva de la incidencia

acumulada de la eficacia terapéutica evaluada en 28 dias de seguimiento.

Tabla 5. Analisis de supervivencia de la respuesta parasitoldgica y clinica segun
microscopiay qPCR de pacientes con malaria vivax no complicada tratados con

cloroquina més primaquina en dos comunidades de la Amazonia peruana

Tiempo Casosen Fallas Incidencia

riesgo acumulada ES 95% IC
(en dias) (n) (n) de eficacia
Microscopia 2 31 2 0.935 0.044  0.853-1.000
28 27 2 0.866 0.062  0.752-0.998
gPCR 2 31 1 0.968 0.032  0.908 — 1.000
7 29 2 0.901 0.054 0.801-1.000
14 26 1 0.866 0.062  0.752-0.997
21 23 2 0.791 0.076  0.655-0.956
28 19 2 0.708 0.088  0.555-0.903

En la Tabla 5, se resume la comparacion entre las 2 pruebas diagndsticas. En
general, con el gPCR se identificaron m&s muestras con plasmodios
detectables y a diferencia de la evaluacidon realizada con la metodologia
estandar usando microscopia, al hacer uso del gPCR en el seguimiento, se
identificaron infecciones por P. falciparum que fueron censuradas del andlisis
de Kaplan-Meier y retiradas del andlisis por tasas de prevalencia de acuerdo
con el protocolo para retiro de pacientes. Es decir, ademas de los 2 pacientes
gue abandonaron el area de estudio, fueron retirados 4 pacientes en los dias
3 (1), 7 (1) y 21 (2) por infeccibn con otra especie de plasmodio. Se
presentaron 8 FT durante el seguimiento (1 FTT y 7 FPT) y luego de 28 dias
se identificaron 17 RCPA, de acuerdo con el andlisis de supervivencia, la
incidencia acumulada de eficacia fue de 70.8% (95% IC, 55.5% — 90.3%).

Si bien el gPCR detectdé mas fallas terapéuticas que la microscopia, en este
estudio no se encontraron diferencias estadisticas entre los dos métodos
diagnésticos (p=0.14) como puede observarse en el analisis con la prueba de

rango logaritmico (Gréfico 3).
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Grafico 3. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier de la respuesta parasitolégicay
clinica segin microscopiay qPCR de pacientes con malaria vivax no complicada

tratados con cloroquina mas primaquina en dos comunidades de la Amazonia

peruana
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Tal como sugiere la OMS, también es presentado en la Tabla 6 el analisis por
tasas de prevalencia. Para este analisis no fueron considerados los pacientes
que abandonaron el estudio o que fueron retirados, teniendo como
denominador para las tasas de falla y eficacia detectados por microscopia a
29 pacientes y por g PCR a 25.

La tasa de RCPA o tasa de eficacia terapéutica en el dia 28 fue 86.2% (95%
IC, 68.3% — 96.1%) para el régimen de CQ mas PQ en pacientes con malaria
vivax no complicada. La tasa de FT global luego de 28 dias de seguimiento
fue 13.8% (95% IC, 3.9% — 31.7%) y las tasas de FTT y FPT fueron 6.9%
(95% IC, 0.8 — 22.8) cada una.
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Tabla 6. Proporcion de falla terapéutica segin microscopiay gPCR de pacientes con
malaria vivax no complicada tratados con cloroquina mas primaquina en dos

comunidades de la Amazonia peruana

n % 95% IC
Microscopia

FT 4 13.8 3.9-317
FTT 2 6.9 0.8-22.8
FCT 0 0 0-11.9
FPT 2 6.9 0.8-22.8

RCPA 25 86.2 68.3 —96.1

Total de pacientes evaluados 29

Retirados 0 0.0

Abandonos 2 6.5

Total de pacientes seguidos 31

gPCR

FT 8 32.0 14.9 - 535
FTT 1 4.0 0.1-204
FCT 0 0 0-13.7
FPT 7 28.0 12.1-49.4

RCPA 17 68.0 46.5-85.1

Total de pacientes evaluados 25

Retirados 4 12.9

Abandonos 2 6.5

Total de pacientes seguidos 31

FT: falla terapéutica, FTT: falla terapéutica temprana, FCT: falla clinica tardia, FPT:

falla parasitolégica tardia, RCPA: respuesta clinica y parasitolégica adecuada.

En el andlisis de prevalencia por qPCR, la tasa de RCPA fue 68.0% (95% IC,
46.5% - 85.1%), la tasa de FTT fue 4.0% (95% IC, 0.1% - 20.3%) y la tasa
de FPT fue 28.0% (95% IC, 12.1% - 49.4%).

El tiempo de eliminacion de la parasitemia fue comparada entre las
observaciones de microscopia y gPCR. Las tasas de eliminacion de parasitos
por dia se muestran en la Tabla 7.

En el dia 2, 24 pacientes presentaron una gota gruesa negativa (77.4% [95%
IC, 58.9% — 90.4%]), mientras que por gPCR solo 10 de ellos habian resultado
negativo en la prueba (32.3% [95% IC, 16.7% — 51.4%]) en este mismo

periodo.
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Tabla 7. Tiempo de eliminacion de parasitemia por dia segun microscopiay gPCR en

pacientes con malaria vivax no complicada tratados con cloroquina mas primaquina

en dos comunidades de la Amazonia peruana

microscopia gPCR
n (%) 95% IC n (%) 95% IC p-valor*

Tiempo de eliminacion de
parasitos

Dia 2 24 (774) 589 90.4 10(323) 167 514

Dia 3 6 (19.4) 7.5 375 13(41.9) 245 609

Dia 7 1(3.2) 0.1 16.7 6 (19.4) 7.5 375

Dia 14 - 2 (6.4) 0.8 214 0.00022

* Prueba de rango logaritmico

Grafico 4. Curvas de eliminacion de la parasitemia por dias segliin microscopiay

gPCR en pacientes con malaria vivax no complicada tratados con cloroquina mas

primaguina en dos comunidades de la Amazonia peruana
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Soélo 1 paciente permanecié con gota gruesa positiva en el dia 3 de
seguimiento (3.2% [95% IC, 0.1% — 16.7]), alcanzandose el 100% de
eliminacién de parasitos en el dia 7. En tanto que por gPCR, en el dia 3
parasitos detectables en sangre fueron observados en 8 pacientes y para el
dia 7, todavia podian identificarse parasitos en 2 pacientes (6.4% [95% IC,

0.8% — 21.4%], alcanzando el 100% de eliminacion de parasitos en el dia 14.

En el Gréfico 4 se muestran las curvas de eliminacién en funcién del tiempo.
El tiempo en que los parasitos de plasmodio fueron detectables en sangre fue
significativamente mayor cuando fueron observados por gPCR (dia 7) que por
microscopia (dia 3) (p=0.00022).

Tabla 8. Tiempo de eliminacién de la parasitemia por carga parasitaria en el dia 0
segun microscopiay gPCR en pacientes con malaria vivax no complicada tratados

con cloroquina mas primaquina en dos comunidades de la Amazonia peruana

Parasitemia en el dia 0 n tiempo de eliminacion p-valor*
(parasitos/uL) de parasitos (mediana)

Por microscopia

< 3000 18 2.0
3000 a 5999 6 2.0
= 6000 7 2.0 0.46
Por gPCR
<= 3000 22 3.0
3001 a 5999 3 3.0
> 6000 6 7.0 0.00048

* Prueba de rango logaritmico

Se comparé el tiempo de eliminacién de parasitos de acuerdo con la carga
parasitaria en el dia O (Tabla 8). El tiempo de eliminacion de parésitos fue
significativamente mayor con una carga parasitaria 26000 en el dia 0
(p=0.00048) cuando se evalué por gPCR, en tanto que por microscopia no
hubo diferencias en el tiempo de eliminacion como se observa en las curvas

de eliminacién del Gréfico 5.
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Gréfico 5. Curvas de eliminacion de la parasitemia por carga parasitaria en el dia 0

segln microscopia (izquierda) y gPCR (derecha) en pacientes con malaria vivax no

complicada tratados con cloroquina mas primaquina en dos comunidades de la

Amazonia peruana
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Evoluciéon clinica durante 28 dias desde el inicio de la administracion

terapéutica

Tabla 9. Tiempo de eliminacién de fiebre por dia en pacientes con malaria vivax no

complicada tratados con cloroquina mas primaquina en dos comunidades de la

Amazonia peruana

n (%) 95% IC
Tiempo de eliminacion de
fiebre
Dia 2 15 (65.2) 42.7 83.6
Dia 3 4(17.4) 5.0 38.8
Dia4 4(17.4) 5.0 38.8

Total de febriles 23

El tiempo de eliminacion de la fiebre, se realizé en base al auto reporte del

sintoma debido a que solo se obtuvo el registro de temperatura en el dia O.

Asi tenemos en la Tabla 9, que de 23 pacientes con fiebre o que reportaron

haber tenido fiebre en el dia 0, el 65.2% no presentaron fiebre desde el dia 2,
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es decir, solo 8 pacientes permanecieron febriles, 4 persistian febriles en el
dia 3y el 100% de pacientes se reportaron sin fiebre en el dia 4.

La evaluacion de la evolucion clinica de los pacientes durante los 28 dias de
seguimiento no reporté sintomas de malaria grave o presencia de reacciones

adversas al tratamiento recibido.

Tabla 10. Prevalencia de parasitemia segun microscopiay qPCR

Microscopia qPCR
N % 95% ICs n % 95% ICs
Muestras dia 0 31 31
Parasitemia positiva 31 100.0 86.3 99.7 31 100.0 86.3 99.7
P. vivax 31 100.0 86.3 99.7 31 100.0 86.3 99.7
Parasitemia Asintomatica 4 129 4.2 30.8 4 129 4.2 30.8
Parasitemia Sintomatica 27 871 69.2 958 27 87.1 69.2 9538
Muestras seguimiento 181 181
Parasitemia positiva 10° 55 28 10.2 42 232 174 30.2
P. vivax 10° 55 2.8 102 37 204 15.0 27.2
P. falciparum 0 00 01 26 5 28 10 6.7
Parasitemia Asintomatica 9 50 24 95 34 188 135 254
Parasitemia Sintomatica 1 0.6 00 35 8 44 21 8.8
Parasitemia Subpatente - - - - 34 18.8 135 254
Parasitemia Asintomatica
subpatente - - - - 27 149 10.2 21.1

a 2 muestras fueron negativas por qPCR

Un total de 212 muestras fueron obtenidas para este estudio que fueron
examinadas por microscopia y gPCR. Fueron realizadas 31 muestras en el
dia 0 y 181 durante los seguimientos, para las cuales se calcularon tasas de

prevalencia de parasitemia (Tabla 10).
En el dia 0, los pacientes que reportaron sintomas solo presentaron fiebre o
cefalea y ningun paciente presentd vomitos o diarrea. La prevalencia de

infecciones sintomaticas fue de 87.1% (95% IC, 69.2% - 95.8%) (Tabla 10).

La prevalencia de asintomaticos en el dia 0 fue 12.9% (95% IC, 4.2% -

30.8%). La prevalencia de parasitemia asintomatica en el seguimiento fue
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5.0% (95% IC, 2.4% — 9.5%) por microscopia y 18.8% (95% IC, 13.5% —
25.4%) por qPCR.

La prevalencia de parasitemia subpatente fue 18.8% (95% IC, 13.5% — 25.4%)
y la prevalencia de parasitemia subpatente asintomatica fue 14.9% (95% IC,
10.2% — 21.1%)).

Sensibilidad y especificidad de la gota gruesa en el seguimiento parasitolégico

durante 28 dias desde el inicio de la administracion terapéutica

Tabla 11. Capacidad predictiva de la microscopia comparada con el qPCR

95% IC
Prevalencia de la enfermedad 23.2% 17.4% 30.2%
Diagnosticos concordantes 80.1% 73.4% 85.5%
Sensibilidad 19.0% 9.1% 34.6%
Especificidad 98.6% 94.4% 99.8%
Valor predictivo positive 80.0% 44.2% 96.5%
Valor predictivo negativo 80.1% 73.2% 85.7%
Cociente de probabilidades positivo 13.2 2.9 60.0
Cociente de probabilidades negativo 0.8 0.7 1.0

La microscopia sigue siendo el método de referencia o la prueba oro para la
deteccion e identificacion de plasmodios*®. En este estudio, se realizé una
tabla de contingencia con los resultados de los seguimientos para comparar

su desempefio teniendo como referencia el g°PCR (Tabla 11).

La prevalencia de parasitemia por gPCR fue 23.2% (95% IC, 17.4% - 30.2%).

Se encontré una concordancia diagnoéstica en 145 de las muestras (80.1%,
[95% IC, 73.4% — 85.5%]). Del total de muestras discordantes con parasitemia
identificada por qPCR, 23 muestras fueron por P. vivax y 4 por P. falciparum.
Ademas, 2 muestras con parasitemia por P. vivax detectada por microscopia
fueron negativas por gPCR, estas fueron reportadas y confirmadas con bajas

parasitemias por un microscopista experto del MINSA (16 y 48 parasitos/uL).
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La sensibilidad de la gota gruesa teniendo como prueba de referencia el gPCR
fue 19.0% (95% IC, 9.1% — 34.6.0%) y el valor predictivo positivo fue 80.0%
(95% IC, 44.2% — 96.5%).
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CAPITULO V: DISCUSION DE LOS RESULTADOS

En el Perd, se han realizado escasos estudios que evallen la eficacia
terapéutica del tratamiento antimalarico en la Ultima década'®-9, el dltimo de
ellos realizado por Delgado-Ratto et al. en el 2014. Estos estudios, evaluaron
clasicamente la proporcion de recurrencias posterior al tratamiento de malaria,

reportando proporciones de falla terapéutica inferiores al 2%.

En este estudio se reporta la tasa de falla terapéutica al tratamiento
antimalarico basado en la evolucion clinica y parasitologica de los pacientes,
de acuerdo con la clasificacion para estudios de eficacia terapéutica in vivo'3,
habiéndose encontrado una incidencia acumulada de 13.3% de falla
terapéutica durante el seguimiento de 28 dias. Excluyendo los sujetos que no

completaron los 28 dias de seguimiento, la tasa de falla terapéutica fue 13.8%.

En el protocolo previo de OMS del 2002°°, no eran consideradas las FTT para
la evaluacion de eficacia terapéutica in vivo del tratamiento de malaria vivax
no complicada. Sin considerar la FTT, la incidencia de falla terapéutica hubiera
sido 7.1% y la tasa de falla 6.9% a los 28 dias.

Al individualizar cada caso de FTT, observamos que por microscopia ambos
presentaron un incremento de la parasitemia en el dia 2 respecto al dia 0,
criterio para FTT segiin OMS de acuerdo con los hallazgos de Ratcliff et al?,
sin embargo, en los seguimientos posteriores no se intensificd y se resolvio,
en tanto que al comparar con la parasitemia por qPCR, ésta no presento

incremento ni se detect6 recurrencias durante el seguimiento.

Aun asi, la tasa de falla terapéutica reportada en este estudio, superior al 10%
sugerido por OMS como limite de alerta para determinar la eficacia terapéutica
de un medicamento o un esquema de tratamiento antimalarico, debe llamar la
atencion sobre los posibles factores asociados que estarian influenciando su

baja respuesta.
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Las principales causas de falla terapéutica como dosificacidbn prescrita
incorrecta, dosis total insuficiente, pobre adherencia, absorcion disminuida por
presencia de vomitos o diarreas!?!®> fueron controladas, pues todos los
pacientes incluidos en el analisis recibieron tratamiento directamente
observado por un personal de salud que dosificé y prescribié basado en el
peso de cada paciente, ademas de observar por media hora y ante la

presencia de vomitos administrar una dosis suplementaria.

El mal diagnéstico de la especie de plasmodio, fue controlado por revisién de
cada muestra de gota gruesa por un microscopista experto, y la monoinfeccién
en el dia 0 fue confirmada por gPCR. Aunque en el seguimiento de 28 dias
con gPCR fueron detectadas infecciones por P. falciparum, ninguno de estos
pacientes fue clasificado como falla terapéutica al final del seguimiento.

Otras posibles causas de falla terapéutica, como el efecto de la deficiencia
enzimética de la CYP2D6 que reduce la actividad de la primaquina no
pudieron ser evaluadas. También debe contemplarse la posibilidad de cepas
resistentes, pero para evaluar se requiere dosificar la concentracién de

cloroquina en sangre'.

En el andlisis exploratorio se busc6 asociacion entre falla terapéutica y
algunos factores del huésped y su interaccidn con el parasito tales como la
comunidad de procedencia, el sexo, la edad, episodios previos de malaria
vivax en el Ultimo afio, la carga parasitaria en el dia 0 y el tiempo de

eliminacion de los parésitos, no encontrdndose ninguna relacion significativa.

La mayor frecuencia de deteccion de falla terapéutica, el mayor tiempo
observado en la eliminacion de parésitos, asi como la mayor frecuencia de
deteccidn de parasitos por el gPCR estuvo ligada a su mejor desempefio para

detectar bajas parasitemias comparado con la microscopia.

En general un buen microscopista en condiciones de campo puede identificar

hasta 50 parasitos/uL®, en contraste el qPCR tiene un limite de deteccién de
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0.02 parasitos/pL. En este estudio, de las 34 parasitemias subpatentes

detectadas por gPCR, 29 tuvieron parasitemias inferiores a 50 parasitos/pL.

Estas caracteristicas del gPCR respecto a la microscopia, sugieren una mejor
utiidad de esta herramienta. Sin embargo, no hubo diferencia significativa

para la evaluacion de la eficacia terapéutica.

Aunque el uso del PCR no mostré beneficios para la evaluacién de la eficacia
terapéutica en un mes de seguimiento, su utilidad en la deteccion y tratamiento
de infecciones secundarias, en el seguimiento a largo plazo y mediante otros

métodos debe todavia ser explorado.

Por otro lado, la interpretacion de la parasitemia medida por qPCR en estudios
realizados en areas endémicas de P. vivax debe ser realizada con precaucion,
ya que actualmente no se dispone de una prueba de laboratorio confiable que

pueda distinguir recaidas de reinfecciones?®.

Las limitaciones de este estudio incluyen la evaluacion de la eficacia
terapéutica del esquema CQ mas PQ mas alla de los 28 dias de seguimiento

para la determinacion de recurrencias a largo plazo.

También es importante sefalar que, aunque la muestra fue calculada basada
en los reportes previos de recurrencia inferior al 2% dentro de los 28 dias, el
mayor numero de fallas terapéuticas reportadas en este estudio sugieren que
para implementar otro estudio similar, una proporcion de 10% de falla

terapéutica debe ser considerada en el calculo de la muestra.

La aparicion de parasitemias de P. falciparum después que el dia 0 todas las
infecciones fueron declaradas mono infecciones de P. vivax, sugiere la
posibilidad de que reinfecciones por P. vivax durante el seguimiento también
podrian haber ocurrido, esto no puede controlarse cuando los sujetos viven
en lugares endémicos y debe evaluarse a nivel molecular si las recurrencias

se tratan de recaidas o de reinfecciones.
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CAPITULO VI: PROPUESTAS

La tasa de falla terapéutica reportada en este estudio, superior al 10%
sugerido por OMS como limite de alerta para determinar la eficacia terapéutica
del tratamiento antimalérico y considerando que en Loreto la administracion
de antimalaricos no es rutinariamente observada y la adherencia al esquema
de CQ mas PQ es de 62.2%??, debe llamar la atencién para implementar un

estudio a mayor escala.

Se propone realizar un estudio clinico prospectivo de un brazo para evaluar la
eficacia terapéutica del esquema de tratamiento actual de malaria vivax no
complicada en el Perd. El tamafio de muestra de la cohorte debe considerar
la proporcion de falla terapéutica de 13% y una proporcion esperada de
pérdidas de 20% considerando los pacientes que abandonan el estudio o

podrian ser retirados.

Para el seguimiento de los participantes, ademas del esquema empleado en
este estudio, aungque no existe un consenso del periodo de seguimiento para
evaluar recaidas a largo plazo, debe realizarse un seguimiento mensual por 6
meses adicionales. Por otro lado, debe incluirse una evaluacion adicional

cuando los participantes reporten un episodio febril.

Para evaluar la posibilidad de cepas resistentes como causa de falla
terapéutica en el primer mes, debe incluirse una muestra de sangre en el dia

de la recurrencia para dosificar los niveles de CQ y sus metabolitos activos.
Para asegurar que los parasitos detectados por el gqPCR son viables y no

trazas de ADN, debe considerar métodos de toma de muestra que preserven

el ARN para realizar PCR por transcriptasa reversa (RT-PCR).
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CAPITULO VII: CONCLUSIONES

La eficacia terapéutica del esquema de tratamiento CQ méas PQ para malaria
vivax no complicada en dos comunidades de la Amazonia peruana CQ mas
PQ fue 86.6%.

La incidencia acumulada de eficacia con el uso de gPCR para evaluar la

respuesta parasitologica fue 70.8%.

La prevalencia de parasitemias detectadas por gPCR fue alta. La prevalencia

de subpatencia fue 18.8% y de subpatencia asintomatica 14.4%.

La mayor frecuencia de deteccion de falla terapéutica, el mayor tiempo
observado en la eliminacion de pardsitos, asi como la mayor frecuencia de
deteccion de parasitos por el gPCR en este estudio, sugeriria una mejor
utiidad de este método comparado con la microscopia, sin embargo, la

diferencia para evaluar eficacia terapéutica no fue significativa.
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CAPITULO VIll: RECOMENDACIONES

El Programa nacional de malaria del Ministerio de Salud en conjunto con
el Plan Malaria Cero deberian implementar un estudio de eficacia
terapéutica in vivo para los esquemas de tratamiento vigentes de malaria
no complicada tanto por P. vivax como por P. falciparum en la region

Loreto en puntos centinelas ubicados en lugares de alta transmision.

Considerando que en condiciones controladas la eficacia terapéutica fue
menor a la esperada, es importante asegurar que la prescripcion del
tratamiento sea la correcta, deben implementarse estudios que evalten la
prescripcion adecuada de tratamiento antimalarico de esa manera se
reduce la presion de seleccion sobre las cepas de parasitos y se retrasa

la aparicion de resistencia y falla terapéutica.

La sensibilidad mayor del gPCR para la deteccion de bajas parasitemias
y de infecciones secundarias que no fueron tratadas, sugieren que su
utilidad en la vigilancia de malaria seria importante, sin embargo,
implementar su uso es complicado por las condiciones de personal y
equipos que requiere. Debe estudiarse otras técnicas moleculares que al
igual que la microscopia o las PDR puedan implementarse en distintos

niveles de resolucion diagnoéstica.
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ANEXOS



Anexo 1. Matriz de consistencia

. Tipo L Instrumento
Titulo de la Preguntade - L T 1oy Poblacién de
L S Objetivos de la Investigacién Hipotesis disefio de : de
Investigacion | Investigacion estudio estudio recoleccion
Eficacia JCudl es la Objetivo general El tratamiento de | Tipo de | Poblacion. Datos
t?rapeu_nca (,je evoIU(_:tlolr] . Evaluar la evolucién parasitolégica y clinica durante 28 dias clqroquw_]a mas ((e:studl_ct). i ;og_ct)s ; Igs Eecundarlosa
cloroquina mas p?r§15| o(;)glcaty desde el inicio de la administracion terapéutica de prlmaq_umg uantitativo. | aoitantes de datses del
pr|r|naquma_ en gén'g‘?‘ lérande cloroquina mas primaquina supervisada en malaria vivax no suplery|sa_ a en Diseft as dad Aa 0s ~~ de
majaria ~ vivax Jalas desde complicada en dos comunidades de la Amazonia peruana, maiaria vivax no | DISeno. comunidades - Amazonia
no complicada | el inicio de la | o ol afio 2015 complicada Cohorte de San José | ICERM.
en dos | administracion ' elimina los | retrospectiva | de Lupuna y
comunidades terapéutica Objetivos especificos sintomas de los Santa Emilia
de la Amazonia sluperV|§ada de | 1 Caracterizar los pacientes con malaria vivax no pac:jentes y mayores de 3
peruana cloroquina mas complicada tratados con cloroquina mas primaquina produce una anos.
primaguina en reduccion

malaria  vivax
no complicada?

supervisada en dos comunidades de la Amazonia peruana,
en el afio 2015.

2. Comparar la evoluciéon parasitolégica durante 28 dias
desde el inicio de la administracion terapéutica de
cloroquina mas primaquina supervisada en malaria vivax no
complicada en dos comunidades de la Amazonia peruana,
en el afio 2015, utilizando PCR y gota gruesa.

3. Evaluar la evolucion clinica en 28 dias desde el inicio de
la administracion de cloroguina mas primaquina
supervisada en malaria vivax no complicada en dos
comunidades de la Amazonia peruana, en el afio 2015.

4. Determinar la sensibilidad y especificidad de la gota
gruesa en el seguimiento parasitoldgico durante 28 dias
desde el inicio de la administracion terapéutica de
cloroquina mas primaquina supervisada en malaria vivax no
complicada en dos comunidades de la Amazonia peruana,
en el afio 2015.

importante de la
parasitemia pero
no elimna al
parasito a nivel
de los gl6bulos
rojos, y que
permanece a
niveles

subpatentes por

lo que serian
capaces de
continuar

perpetuando la
transmisién  de
malaria.

Muestra.
Muestreo no
probabilistico.
Se
seleccionaran
30 pacientes
con
diagnostico
parasitolégico
de P. vivax
por gota
gruesa.




Anexo 2. Instrumentos de recoleccion de datos

Ficha de registro de datos epidemiolégicos por paciente

Dato a colectar

variable que relaciona las bases de datos del
Amazonian ICEMR

NUmero orden correlativo

variable numérica continua

edad

en afnos

Sexo

1=masculino 2=femenino

Comunidad donde viven

Lugar donde se detecté la infeccion

Diagnoéstico por gota gruesa en la
admision

1=P. vivax 2=P. falciparum

Especie en la muestra admision

1=P. vivax 2=P. falciparum

fecha del diagndstico de malaria por
gota gruesa

Fecha dd/mm/aa

Revision gota gruesa inicio

1=P. vivax 2=P. falciparum 3=mixta

Fecha que firmo consentimiento
informado

Fecha dd/mm/aa

fecha que firmé el reconsentimiento

Fecha dd/mm/aa. 99/99/99= No firmé

Cddigo casa

Utilizar cédigo vivienda de ficha de censo

Tiempo comunidad

En afos

Tiempo en el hogar

En afos

Relacion con jefe familia

Usar cédigos de ficha de censo, casillero 21

Grado de instruccion

Usar cédigos de ficha de censo, casillero 22.1

Numero episodios malaria en su vida

Usar cédigos de ficha de censo, casillero 26

NuUmero episodios malaria en Gltimo
afo

Usar codigos de ficha de censo, casillero 24

NUmero episodios malaria vivax en
ultimo afio

Usar cédigos de ficha de censo, casillero 25

Numero episodios malaria falciparum
en Ultimo afo

Usar codigos de ficha de censo, casillero 26

Otro familiar con malaria en los 30
dias previos

Usar cédigos de ficha de febriles, casillero 52

Uso de mosquitero

Usar codigos de ficha de censo, casillero 66




Ficha de registro de datos de sintomas, diagndstico y tratamiento por paciente

Dato a colectar

variable que relaciona las bases de datos del
Amazonian ICEMR

Cdédigo muestra gota gruesa (gg)

tiene cédigo identificacién del paciente + g (gota
gruesa) + dia de la toma de muestra

Fecha que se procesé el examen gg

dd/mm/aa

Resultado lectura gg por especie

0= negativo, 1=P. vivax, 2=P. falciparum, 3= mixta

Resultado cantidad parasitos . L.
variable numérica
asexuales
Resultado cantidad parasitos : -
: variable numérica
gametocitos

Resultado de la revisibn de la gg
asexuados

variable numérica

Resultado de la revision de la gg
gametocitos

variable numérica

Sintomas de malaria

1=si 2=no 9=desconoce. Sacar de ficha F2
(seguimiento y/o febriles) segin dia.

Tipo de sintoma

0= no, 1= fiebre, 2= cefalea, 4=otro

Cddigo de la muestra por PCR

tiene cddigo identificacion del paciente + dia de la
muestra

Fecha de proceso por PCR

Fecha dd/mm/aa

Resultado muestra por especie por
PCR

0= negativo, 1=P. vivax, 2=P. falciparum, 3= mixta

Resultado muestra CT por PCR

variable numérica

NuUmero de parasitos por PCR

variable numérica

Esquema tratamiento

0= no tratamiento, 1=CQ+PQ (estandar)

Tratamiento supervisado (los 7 dias
en P. vivax

0= no, 1=si, 9=desconocido

Tratamiento supervisado dia 1

0= no, 1=si, 9=desconocido

Tratamiento supervisado dia 2

0= no, 1=si, 9=desconocido

Tratamiento supervisado dia 3

0= no, 1=si, 9=desconocido

Tratamiento supervisado dia 4

0= no, 1=si, 9=desconocido

Tratamiento supervisado dia 5

0= no, 1=si, 9=desconocido

Tratamiento supervisado dia 6

0= no, 1=si, 9=desconocido

Tratamiento supervisado dia 7

0= no, 1=si, 9=desconocido

Seguimiento dia 14

0= no, 1=si, 9=desconocido

Seguimiento dia 21

0= no, 1=si, 9=desconocido

Seguimiento dia 28

0= no, 1=si, 9=desconocido

Sintomas de malaria seguimiento dia
02

1=si 2=no 9=desconoce. Sacar de ficha F2

(seguimiento y/o febriles) segun dia.

Sintomas de malaria seguimiento dia
03

1=si 2=no 9=desconoce. Sacar de ficha F2

(seguimiento y/o febriles) segln dia.

Sintomas de malaria seguimiento dia
04

1=si 2=no 9=desconoce. Sacar de ficha F2

(seguimiento y/o febriles) segln dia.

Sintomas de malaria seguimiento dia
05

1=si 2=no 9=desconoce. Sacar de ficha F2

(seguimiento y/o febriles) segln dia.

Sintomas de malaria seguimiento dia
06

1=si 2=no 9=desconoce. Sacar de ficha F2

(seguimiento y/o febriles) segun dia.

Sintomas de malaria seguimiento dia
07

1=si 2=no 9=desconoce. Sacar de ficha F2

(seguimiento y/o febriles) segln dia.




Dato a colectar

variable que relaciona las bases de datos del
Amazonian ICEMR

Sintomas de malaria seguimiento dia
14

1=si 2=no 9=desconoce. Sacar de ficha F2
(seguimiento y/o febriles) segun dia. Sirve
sintomas 2 dias antes o 2 dias después de fecha
que corresponde

Sintomas de malaria seguimiento dia
21

1=si 2=no 9=desconoce. Sacar de ficha F2
(seguimiento y/o febriles) segun dia. Sirve
sintomas 2 dias antes o 2 dias después de fecha
gue corresponde

Sintomas de malaria seguimiento dia
28

1=si 2=no 9=desconoce. Sacar de ficha F2
(seguimiento y/o febriles) segin dia. Sirve
sintomas 2 dias antes o 2 dias después de fecha
gue corresponde




