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Resumen

En paises considerados endémicos de malaria a pesar de las estrategias rea-
lizadas anualmente para el control y erradicacién de esta enfermedad exis-
ten brotes aislados de malaria debido probablemente a portadores asinto-
maticos, presencia de individuos con fenotipo Duffy negativo o movimientos
poblacionales. El sector “50 casas” de la provincia de Esmeraldas-Ecuador
reline todas estas caracteristicas por lo que el objetivo de esta investiga-
cion fue determinar la presencia del fenotipo Fy(a-b-)y su relacién con el
Plasmodium vivax. Se realizd una encuesta a cada miembro de las familias
participantes y luego de aceptado y firmado el consentimiento informado
se tomaron muestras sanguineas para la realizaciéon de pruebas serolégicas
en blsqueda de anticuerpos y antigenos de P. vivax, fenotipificaciéon del
sistema Duffy y pruebas de PCR en tiempo real para la determinacion de
ADN de Plasmodium vivaxy P. falciparum. Los resultados demostraron que
existe una asociacién estadisticamente significativa entre el fenotipo Duffy
y malaria por P, vivax (p<0,05). Ante esta situacién los organismos de con-
trol deberan proponer nuevas estrategias para la deteccién de portadores
asintomaticos y medidas preventivas para evitar nuevos brotes de malaria,
asi como determinar si P. vivax ha encontrado un nuevo mecanismo de in-
vasion en individuos portadores del fenotipo Fy(a-b-).

Palabras claves: Duffy * malaria * fenotipo * Plasmodium vivax

Duffy antigen typing as an indirect method to identify
asymptomatic malaria individuals

Abstract

Despite the strategies carried out annually for the control and eradication
in countries considered endemic for malaria, there are isolated outbreaks
probably due to asymptomatic carriers. These involve the presence of indi-
viduals with Duffy negative phenotype or population movements. The neigh-
bourhood “50 casas” of the province of Esmeraldas-Ecuador has all these
characteristics, so the purpose of this research was to determine the pres-
ence of the Fy(a-b-) phenotype and its relationship with the Plasmodium
vivax. A survey was carried out into each member of the participating fam-
ilies and after accepting and signing the informed consent, blood samples
were taken to perform serological tests in search of antibodies and antigens
of P. vivax. The phenotyping of Duffy system and real-time PCR tests for
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DNA determination of Plasmodium vivax and falciparum was realized. The results showed that there is a
statistically significant association between the Duffy phenotype and P. vivax malaria (p<0.05). In view
of this situation, the control agencies should propose new strategies for the detection of asymptomatic
carriers and preventive measures to hinder new outbreaks of malaria and determine if P. vivax has found
a new invasion mechanism in individuals with the Fy(a-b-) phenotype.

Keywords: Duffy * malaria * phenotyping * Plasmodium vivax

Tipificacdo do antigeno Duffy como método indireto para identificagao
de individuos assintomaticos de malaria

R esumo

Nos paises considerados endémicos para malaria, apesar das estratégias realizadas anualmente para o
controle e erradicagdo desta doenca existem surtos isolados de maléria, resultantes provavelmente de
portadores assintomaticos, presenga de individuos com fendtipo Duffy negativo ou movimentos popu-
lacionais. O setor “50 casas” na provincia de Esmeraldas-Equador reline todas essas caracteristicas.
Portanto o objetivo desta pesquisa foi determinar a presenga de fendtipo Fy(a-b-) e sua relagdo com
Plasmodium vivax. Foi realizada uma enquete para cada membro das familias participantes e apds a
aceitagéo e assinatura do Consentimento informado, foram coletadas amostras de sangue para a realiza-
cdo de testes soroldgicos em busca de anticorpos e antigenos do P. vivax. Além de testes de fenotipagem
do sistema Duffy e PCR em tempo real para determinagdo de DNA de Plasmodium vivax e P. falciparum.
Os resultados mostraram que existe uma associagdo estatisticamente significante entre o fendtipo Duffy
e a malaria por P. vivax (p<0,05). Perante esta situag&o os drgéos de fiscalizag&o terdo que propor novas
estratégias para a detecg¢éo de portadores assintomdaticos e medidas preventivas para evitar novos surtos
de medidas de maléaria bem como determinar se P. vivax tem encontrado um novo mecanismo de invasdo

em individuos portadores do fenétipo Fy(a-b-).

Palavras-chave: Duffy * malaria * fenétipo * Plasmodium vivax

Introduccién

El sistema Duffy fue descrito por primera vez en los
anos 60, en un paciente hemofilico multitransfundido
y desde entonces ha sido considerado de interés en
reacciones transfusionales y como causante de la en-
fermedad hemolitica del recién nacido (1). Investiga-
ciones posteriores consideraron al sistema Duffy como
débilmente inmunogénico. Sin embargo, su polimorfis-
mo antigénico permiti6 establecer patrones fenotipicos
caracteristicos entre los pobladores y su relacion entre
las comunidades, pero su interés crecié notablemente
al momento que fue relacionado con la dependencia
antigénica del Plasmodium vivax para establecer una in-
feccion eritrocitaria (1). La presencia de los antigenos
del sistema Duffy es necesaria para que P. vivax pueda
invadir las células eritrocitarias y causar la enfermedad
(2)(3), por lo que se consider6 que el efecto protector
innato a la malaria estaria relacionado con la estructura
de la membrana del eritrocito y la respectiva ausencia
de estos antigenos (4). Es decir, el fenotipo Duffy nega-
tivo al no presentar esta proteina o receptor de quimio-
cinas impide la unién del merozoito a la superficie de
la membrana eritrocitaria y por consiguiente, no se pro-
duce la infeccién malarica (5). A pesar de la importante
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evidencia clinica y epidemiolégica en relaciéon con la
proteccion contra P. vivax en individuos carentes de es-
tos antigenos, otros estudios han sugerido la existencia
de infeccion por esta especie en ausencia de la expre-
sion de la proteina (Fy), fenémeno que indica que el
parasito ha evolucionado en su forma de infeccion a los
eritrocitos (2) (3). En Ecuador existe poca informacién
relacionada con los fenotipos del sistema Duffy en po-
bladores de zonas endémicas de malaria, por lo que el
objetivo principal de este estudio fue identificar las com-
binaciones fenotipicas en los pobladores y determinar si
aquellos que poseen el fenotipo Fy(a-b-) han desarrolla-
do una inmunidad innata ante el parasito y se han con-
vertido en portadores asintomaticos o si se encuentran
infectados y han desarrollado la enfermedad como lo
menciona la publicacion de Ntumngia, ef al.(6).

Materiales y Métodos

Es un estudio de tipo descriptivo transversal de asocia-
cion de variables llevado a cabo en el sector “50 casas” de
Esmeraldas, zona ecuatoriana endémica de malaria. Se
analizaron un total de 384 muestras de pobladores (60
familias) oriundos de la region. La hipétesis planteada



fue: el sistema eritrocitario Duffy negativo estd presente
en los individuos asintomaticos de malaria por P. vivax.

Autorizacién y consentimiento informado

Se obtuvo la aprobacion para esta investigacion de la
Directora Distrital de Salud 080D1-Esmeraldas. El con-
sentimiento informado fue aprobado por el comité de
bioética CEISH ntmero 106-CEL

Encuestas: se realiz6 una encuesta al jefe de hogar de las
familias que intervinieron en el estudio y que cumplian
con el criterio de inclusién de ser residentes del sector
“50 casas” por un minimo de tres anos debido a que en
esta zona existe movimiento poblacional en gran escala.

Pruebas de Laboratorio-Fase preanalitica
y control de calidad

Se realiz6 el control de calidad de los antisueros
(anti-Fy* y anti-Fy’) siguiendo la metodologia del Ma-
nual Técnico de la Asociacién Americana de Bancos de
Sangre, 2012. Tarjetas DG Gel Coombs Lote 15026.01
Grifols, fueron examinadas y validadas de acuerdo con
las recomendaciones especificadas en el inserto de la
casa comercial.

Identificacion del sistema Duffy

Se utilizé la metodologia en gel con antiglobulina
humana (DG GEL® Coombs) y antisueros anti-Iy* - Fy’
Blood grouping reagente-ALBA sera REF z151U Quotiente-Bio-
diagnostics previamente validados.

Control interno: se emplearon células comerciales de
fenotipo conocido Fy(a+b+) del panel ID-DiaPanel-P
BIO-RAD.

Pruebas para deteccién de antigenos y anticuer-
pos de malaria

Para la deteccion de antigenos se utilizé la prueba
inmunocromatografica Diagnostic Malaria Antigen (SD
BIOLINE Malaria rapid test (Pf/p.v)y para la identifica-
cioén de anticuerpos contra malaria se emple6 la prueba
inmunoenzimatica Diapro Elisa Ab (Malaria Ab3 rd Im-
munoassay para Plasmodium sp. en suero o plasma hu-
mano. Code MALAB. CE 96/192/480/960 Tests), en cada
ensayo se incluyeron controles internos de pacientes
diagnosticados como positivos y negativos para malaria
por P. vivaxy P. falciparum.

Amplificacion del ADN

Se utiliz6 la prueba de PCR-Tiempo Real para analizar
todas las muestras con fenotipo Fy(a-b-) con resultados
reactivos y no reactivos en ELISA, la técnica de amplifica-
cion fue realizada en base al estudio de Carvalo, et al. (2).
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Realizacién de la prueba de PCR

Se utilizé6 Gold TagMan para detectar P. falciparum y
P, vivax mediante sondas marcadas bajo las siguientes
condiciones: 10 min a 94 °C para lograr una actividad
AmpErase uracil-N-glicosilasa 6ptimo, 15 seg a 94 °C
para activar la ADN polimerasa AmpliTaq Gold, y 1
min a 59 °C durante 55 ciclos. Cada experimento in-
cluy6 una mezcla de reaccién sin ADN, una muestra
humana sin la enfermedad como control negativo y
controles positivos para las especies de P. vivax y P. fal-
ciparum (2).

Lectura de los resultados

Se bas6 en la amplificacion de las muestras que con-
tenian los antigenos parasitarios mediante la interpre-
tacion de las curvas de melting.

Andlisis estadistico

Programa IBM SPSS Statistic V0.22; estadistica des-
criptiva para representacion de las medidas de frecuen-
cia. La relacion entre las variables categoricas fue anali-
zada mediante la prueba estadistica de independencia
chi-cuadrado con un intervalo de confianza del 95%
que lleva implicito un valor $<0,05.

Resultados

Sistema eritrocitario Duffy

El analisis de resultados mostré la presencia de las
cuatro combinaciones fenotipicas del sistema eritroci-
tario Duffy en los pobladores del sector “50 casas” de
la provincia de Esmeraldas. El de mayor frecuencia fue
el fenotipo Fy(a-b-) 39,8%, seguido del Fy(a+b-) con un
porcentaje del 35,2%. (Tabla I). Al relacionar los fe-
notipos del sistema eritrocitario Duffy y la etnia de los
pobladores se establecié que el fenotipo Fy(a-b-) estaba
relacionado con individuos que se identificaban con la
etnia afroecuatoriana (130/384) p<0,01, en los pobla-
dores que se reconocian como mestizos el fenotipo mas
comun fue el Fy(a+b-), mientras que el fenotipo Iy(a+b+)
estaba distribuido tanto en pobladores mestizos como
en afroecuatorianos (Tabla II).

El nimero de familias que intervinieron en este
estudio fue de 60, y se identific6 que tnicamente en
3(2%) familias los miembros presentaron los cuatros
fenotipos del sistema Duyffy incluido el fenotipo Fy(a-b-);
en 11(7%) familias se expresaron tres fenotipos Duyfy
y en 32 (20%) habia integrantes que expresaban Uni-
camente el fenotipo Fy(a-b-); los restantes grupos fa-
miliares presentaron dos fenotipos del sistema Duffy
(Figura 1).
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Tabla |. Frecuencia de fenotipos del sistema Duffy

Fenotipo Frecuencia Porcentaje
Fy(a-b-) 153 39,8
Fy(a-b+) 67 17,4
Fy(a+b-) 135 35,2
Fy(a+b+) 29 7,6
Total 384 100

Malaria y sistema eritrocitario Duffy

Setenta y ocho individuos mencionaron que fueron
diagnosticados de malaria una sola vez en su vida, de los
cuales treinta y cuatro presentaron el fenotipo Fy(a-b-)y
resultados reactivos para la presencia de anticuerpos
IgG anti-malaria. En contraste de los 262 pobladores
que mencionaron no haber padecido episodios de ma-
laria, 111 eran portadores del fenotipo Fy(a-b-) y 43 de
estos fueron reactivos en la prueba de EIA anti-malaria
IgG, indicativo de inmunidad contra Plasmodium spp.
(Tabla IIT).

Las 43 muestras reactivas para anticuerpos anti-mala-
ria fueron ensayadas por PCR en tiempo real y se detec-

t6 que 2/43 (4,65%) vy 1/43 (2,32%) de ellas presenta-
ban ADN de P. vivaxy P. falciparum respectivamente. En
contraste, en las muestras con fenotipo Fy(a-b-) y nega-
tivas para anticuerpos en pruebas de EIA se identifico
que 9/111 (8,10%) tenian ADN del Plasmodium vivaxy
5/111 (4,54%) para P. falciparum (Tabla IV).

Analisis de asociacién de variables

Se determiné que la correlacién entre el fenotipo
Iy(a-b-) y 1a no presencia de malaria por P. vivax era es-
tadisticamente significativa ($p<0,01). De los 11 pobla-
dores que fueron positivos para la presencia de ADN
de Plasmodium vivax, 8 mencionaron en la encuesta no
haber padecido episodios de malaria, mientras que 3
reconocieron haber sido diagnosticados de malaria al
menos una vez en su vida, pero se desconoce si fue oca-
sionada por Plasmodium falciparum, lo que constituye
una limitante del estudio realizado.

Sin embargo, con los datos obtenidos y con una pro-
babilidad de p<0,01 se acepta la hipétesis de que los po-
bladores del sector “50 casas” con fenotipo Duffy Iy(a-b-)
eran portadores asintomaticos de malaria y que algunos
de ellos habian sufrido episodios de malaria por lo me-
nos una vez en su vida.

Tabla Il. Relacién entre la etnia de los pobladores de “50 casas” de la provincia de Esmeraldas
y el fenotipo Duffy.

Etnia
Fenotipos (Duffy) Mestizos % Negros % Blancos % p-valor
Fy(a+b+) 9 9,37 20 6,89 0,01
Fy(a+b-) 41 42,70 93 32,06 1 100,0 0,01
Fy(a-b+) 20 20,83, 47 16,20 0,05
Fy(a-b-) 26 27,08 130 44,82 0,01

m Fy(a+b)(a-b)(a+b+)(a-b-)
B Fy(a+b-)(a-b+)(a+b+)
= Fy(a+b-)(a-b-)

m Fy(a-b-)

Figura 1. Distribucion porcentual de los fenotipos del sistema Duffy en familias del sector “50 casas”.
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Tabla I1l. Ndmero de veces que los pobladores del sector “50 casas” mencionan tener malaria, su relacion con el fenotipo Duffy
y resultados de pruebas seroldgicas.
Resultados
Fenotipo Duffy
Pruebas PDR Pruebas de EIA
N* de V‘::;Z:e sufrig n Fy(a+b+) | Fy(a+b-) Fy(a-b+) Fy(a-b-) Positivo Negativo | Reactivo | Negativo

1 78 2 33 9 34 0 78 37 41
2 19 3 11 3 2 0 19 13 6
3 14 3 2 6 3 0 14 11 3
4 7 1 1 3 2 0 7 6 1
5 2 1 1 0 0 0 2 0 2
7 1 0 0 1 0 0 1 1 0
8 1 0 0 0 1 0 1 1 0

No sufrié malaria 262 20 86 45 111 0 262 43 219

Tabla IV. Relacidn entre fenotipo Duffy negativo, resultados EIA y PCR-RT de los pobladores
del sector “50 casas” de la provincia de Esmeraldas.

Fy(a- b-)
n=154
EIA PCR-RT
n % P. vivax % P. falciparum %
Reactivos 43 27,93 2 4,65 1 2,32
No Reactivos 111 72,07 9 8,10 5 4,50
p<0,01

Discusion y Conclusiones

El fenotipo Fy(a-b-) es prevalente en los habitantes de
etnia negra y confiere un efecto protector a infecciones
parasitarias por P. vivax (7) aunque son susceptibles a
otras especies de Plasmodium. En este estudio se estable-
ci6 que los habitantes del sector “50 casas” presentaban
el fenotipo Fy(a-b-) en un 39,8% de los pobladores, de
los cuales 130 se identificaron étnicamente como “ne-
gros” y 26 como “mestizos”, con lo que se confirma la
teoria establecida por muchos autores sobre la relaciéon
del fenotipo Fy(a-b-)y la etnia negra (1) (2) (7). De este
modo, la distribucién global de este fenotipo senala
una elevada prevalencia en Africa, mientras que en
América se identific6 en un 6%, en Asia en un 3,12% y
en Europa solo en un 0,15%. Contrariamente, el feno-
tipo Fy(a+b+) esta presente en todo el mundo en aproxi-
madamente un 0,29% (1). En este estudio se determiné
una prevalencia de 7,6% de este fenotipo.

Para que se produzca la fase eritrocitaria del P. vivax
se requiere de la invasién a los reticulocitos que expre-
san los antigenos del grupo sanguineo Duffy (7). Tres
(2%) de las 60 familias que intervinieron en el estudio
fueron portadoras de los 4 fenotipos caracteristicos de

este sistema Fy(a+b+)(a+b-)(a-b+)(a-b-), 2 (7%) expresaron
los tres fenotipos, 14 (23%) dos fenotipos y 32 (20%)
eran portadoras del fenotipo Fy(a-b-). Cavasini, et aliden-
tificaron que en areas en las que se presentaba heteroge-
neidad del sistema Duffy se diagnosticaron infecciones
de P. vivax en individuos carentes de los antigenos Fya
y Iyb debido probablemente al constante contacto con
vectores infectados (8). De igual manera las observacio-
nes realizadas en el estudio de Ménard et al., mostraron
evidencias de que P. vivax era capaz de producir infec-
cion y enfermedad en individuos con fenotipo Fy(a-b-)
(9). Por el contrario, en Nueva Guinea, los individuos
portadores de este fenotipo mostraron una baja preva-
lencia de la infeccién por P. vivax (9).

Actualmente se ha postulado evidencia que indica
que el P. vivax ha encontrado una nueva via de invasiéon
en personas Fy(a-b-). Esta relacién se encontré en algu-
nas regiones en el mundo: en el oeste de Kenia, region
occidental de la amazonia en Brasil, en Madagascar, en
Guinea Ecuatorial y Angola lugares en los que se han
reportado casos de malaria en individuos portadores
del fenotipo Duffy negativo (2) (8)(10).

Para determinar si los pobladores de sector “50 casas”
presentaban inmunidad anti-IgG contra la malaria se
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realizaron pruebas serolégicas utilizando la metodo-
logia de enzimoinmunoensayo (EIA). A pesar de que
esta metodologia de tamizaje proporciona resultados
presuntivos de malaria por P. vivax, es un indicativo
de la respuesta inmune humoral del individuo. Casti-
llo y Ramirez, sugirieron que las pruebas de deteccion
de malaria debian ser elegidas de acuerdo con la po-
blacién; asi en zonas endémicas deben utilizarse prue-
bas de alta sensibilidad y especificidad debido a que
la aparicion de anticuerpos comienza en pocos dias y
aumenta de manera significativa en pocas semanas, y
persiste por meses o inclusive anos en pacientes semi-
inmunes de zonas endémicas (11); en este estudio se
determinaron 77 individuos con resultados reactivos
por EIA.

También es comun la presencia de anticuerpos anti-
malaria en individuos que padecen episodios de mala-
ria repetitivos y que habitan en areas endémicas dando
lugar al desarrollo de una inmunidad parcial (12). En
este estudio, 42 pobladores mencionaron haber pade-
cido episodios de malaria y fueron reactivos para anti-
cuerpos anti-malaria EIA. De acuerdo con la literatura
la inmunidad parcial impide las manifestaciones cli-
nicas de la enfermedad. Los pobladores de “50 casas”
portadores del fenotipo Duffy Iy(a-b-) mencionaron en
la encuesta no haber padecido episodios de malaria, sin
embargo dos de ellos fueron positivos para la presencia
del ADN de P. vivax.

Las infecciones asintomaticas por P. vivax son el
principal problema en muchas regiones del mundo,
debido a que existen individuos con inmunidad natu-
ral que puede deberse a anomalias congénitas de los
glébulos rojos como lo es la ausencia de antigeno Duyffy
(inmunidad protectora), o al constante estimulo de los
antigenos parasitarios en zonas hiperendémicas. Esta
inmunidad aunque no es protectora, evita las compli-
caciones de la enfermedad y aumenta asi el ntiimero de
portadores asintomaticos dentro de una poblacion (13)
(14). En el sector “50 casas” se evidencié que existen
individuos portadores del fenotipo Fy(a-b-) con resulta-
dos reactivos en EIA y positivos en la prueba molecu-
lar de deteccion de ADN de P. vivax, lo cual permitio
entender que existe una inmunidad protectora la que
deberia verificarse.

Existe gran evidencia que indica que la invasion eri-
trocitaria por P. vivax se da a través del sistema Duyffy
(5), lo que concuerda con este estudio que determiné
que el fenotipo Fy(a-b-) y malaria asintomatica estan aso-
ciadas (<0,01). King, et al. determinaron una relaciéon
del antigeno Fya con la proteccion de sufrir episodios
de malaria, mientras que el Iyb se asocié con un mayor
riesgo de presentar la enfermedad (7). Los resultados
de este estudio mostraron que existian 96 pobladores
portadores del antigeno Fy(b)y 164 presentaban el anti-
geno Iy(a), por lo que existe una inmunidad protectora
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pero también un riesgo de transmision de malaria en el
sector. Por otro lado, estudios realizados en el vector de
malaria “Anopheles” en zonas endémicas y pobladores
Duffy negativos identificaron la presencia de P. vivax en
el vector corroborando asi la existencia de portadores
asintomaticos de malaria (9). Este tipo de investigaciéon
deberia realizarse también en zonas endémicas ecuato-
rianas.

Menard, et al. observaron una reduccion significativa
de la infecciéon por P. vivax y malaria clinica en indivi-
duos Duffy negativos en comparacion con los individuos
que eran portadores del fenotipo Duffy (9). En los po-
bladores del sector “50 casas” esta presente el fenotipo
Fy(a+b+) que facilita la infeccion del P. vivax lo que ha
ocasionado en los ultimos meses la ocurrencia de brotes
de malaria. A pesar de que se detect6 ADN de P. vivax
en los pobladores con fenotipo Fy(a-b-), estos mencio-
naron en las encuestas que nunca habian sufrido episo-
dios de malaria (hay que considerar que los habitantes
de zonas endémicas reconocen la sintomatologia de la
enfermedad).

Se ha demostrado que la parasitemia de P. vivax se
correlaciona con el riesgo de paludismo subclinico; sin
embargo, los individuos portadores del fenotipo Fy(a-b-)
y de zonas endémicas han desarrollado una inmunidad
natural. De acuerdo con los datos obtenidos en este es-
tudio podria suceder esto en los pobladores del sector
“b0 casas”. Sin embargo, esto no ocurre con el P. falcipa-
rum endémico de la region; éste ingresa a través de una
proteina que actia como receptora y es codificada por
el gen BSG que pertenece a las superfamilias de inmu-
noglobulinas que dan lugar a los antigenos del sistema
eritrocitario OK (15).

Finalmente, los resultados obtenidos en el presen-
te estudio permitiran alertar al sistema de salud sobre
nuevas formas de prevencion de los brotes de malaria
en zonas endémicas especialmente las relacionadas con
P. vivax. También contribuiran a la creacion de un nue-
vo algoritmo de deteccion y a considerar la factibilidad
de fenotipificacion del sistema Duffy en los bancos de
sangre de regiones endémicas. También deben reali-
zarse nuevos estudios en individuos Duffy negativos con
resultados positivos para la presencia de P. vivax. De
esta forma se determinara si existe una nueva forma de
infeccion vy si estos individuos presentan otro receptor
como lo mencionan otros autores.
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