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Resumen

La malaria es una enfermedad parasitaria potencialmente mortal y un problema de salud publica
a nivel mundial. En Colombia se reportan anualmente alrededor de 100.000 casos de malaria,
en su mayoria asociados con infecciones por P. falciparum y P. vivax. Dentro de la poblacion
con mayor riesgo de desarrollo de complicaciones por malaria se encuentran las mujeres
embarazadas debido al estado de inmunosupresion natural propio de éste estado. Como
consecuencia, el desarrollo de malaria gestacional conlleva manifestaciones que incluyen
anemia materna, parto pre-término y bajo peso al nacer. Aunque se han estudiado los efectos
adversos de la malaria en las maternas y neonatos, se desconoce la relacion entre la diversidad
genética de los paréasitos infectantes y el desarrollo de infeccion asintomatica en gestantes. El
presente estudio explora caracteristicas de la diversidad genética en infecciones por P.
falciparum en gestantes con malaria para determinar diferencias genéticas asociadas a la
infeccion asintomatica y sintomatica en gestantes de zonas endémicas de Colombia, utilizando
la técnica de analisis de fragmentos de microsatélites y determinando pardmetros poblacionales

como heterocigosidad esperada, multiplicidad de la infeccion y diferenciacion genotipica FST.

Los resultados del analisis de diversidad genética en este trabajo sugieren que los parasitos de
P. falciparum en la infeccion de gestantes con malaria sintomatica y asintomética son diferentes
ya que existen diferencias en la frecuencia de alelos, en la diversidad de haplotipos y la
estructura poblacional reconociendo tres subpoblaciones diferentes. Los microsatélites
estudiados Poly-a, TA1, TA109, TA87 y PfPK2 son herramientas asequibles para evaluar la
diversidad genética entre las poblaciones de parésitos que infectan gestantes en regiones

endémicas de Colombia.

Palabras claves: Malaria, Genotipificacion, Microsatélites, Plasmodium falciparum.



Abstract

Malaria is a potentially deadly parasitic disease and a public health problem worldwide. In
Colombia, around 100,000 cases of malaria are reported annually, mostly associated with
infections by P. falciparum and P. vivax. Among the populations with higher risk of
developing complications due to malaria are pregnant women due to the effect, among other
processes, of the state of natural immunosuppression of pregnancy. As a consequence, the
development of gestational malaria involves manifestations that include maternal anemia,
pre-term delivery and low birth weight. Although the adverse effects of malaria in maternal
and neonates have been studied, the relationship between the genetic diversity of infecting
parasites and the development of asymptomatic infection in pregnant women is unknown.
The present study explores characteristics of the genetic diversity of P. falciparum in
pregnant with malaria to determine genetic differences associated with asymptomatic and
symptomatic infection of pregnant from endemic areas of Colombia, using the technique of
analyzing microsatellite fragments and determining population parameters such as expected

heterozygosity, multiplicity of infection and genotypic differentiation FST.

The results of the analysis of genetic diversity in this work suggest that the parasites of P.
falciparum in the infection of pregnant women with symptomatic and asymptomatic malaria
are different since there are differences in the frequency of alleles, in the diversity of
haplotypes and the population structure recognizing three different subpopulations. The
microsatellites studied Poly-a, TAL, TA109, TA87 and PfPK2 are affordable tools to assess
genetic diversity among parasite populations that infect pregnant women in endemic regions

of Colombia.

Keywords: Malaria, Genotyping, Microsatellites, Plasmodium falciparum.
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1. Introduccion

La malaria es una enfermedad parasitaria potencialmente mortal y considerada un problema
de salud publica mundial y nacional. En Colombia cerca del 85% del territorio cuenta con
las condiciones para la trasmision de la enfermedad y se estima que alrededor de 25 millones
de personas se encuentran en riesgo de contraer la infeccion (1). Cada afio en Colombia se
reportan cerca de 100 mil casos de malaria sintomatica, principalmente por P. falciparum y
P. vivax y cerca de sesenta personas mueren a causa de la infeccién, segun reportes del
SIVIGILA (Sistema de Vigilancia en Salud Publica) (2).

Dentro de las poblaciones con mayor riesgo de infecciones complicadas con malaria se
encuentran los nifios menores de 5 afios de edad, adultos de la tercera edad y mujeres en
gestacion (3-5). En gestantes, los efectos de la malaria tanto en la madre como en el neonato,
pueden incluir, entre otros, anemia materna, parto pre-término y bajo peso al nacer; todas
estas complicaciones reportadas en infecciones sintomaticas (6). La asociacion entre las
complicaciones maternas y el desarrollo de infeccion asintomatica ain no esta del todo
dilucidada. En Colombia se han reportado casos de infeccion asintomatica en zonas
endémicas para malaria. En el departamento de Cérdoba se reportdé una prevalencia de
infeccion asintomatica de 14,6 % (7) y en Uraba se report6 un 10,2 % de casos con malaria
asintomatica en mujeres gestantes (8). La alta prevalencia de malaria asintomatica en
gestantes, contrasta con la falta de informacion sobre las caracteristicas de estas infecciones
en Colombia (9). La diversidad genética de los parasitos puede verse relacionada con el
desarrollo de la malaria asintomatica gestacional, tal como se ha reportado en las Islas
Salomén, donde existe una alta prevalencia de infecciones asintomaticas con una baja
diversidad genética en infecciones por P. falciparum (10). Existe poca informacion sobre la
relacién de la diversidad genética y la infeccion asintomatica en Colombia, donde se esperan
bajas tasas de clonalidad y por tanto poca diversidad. Por lo anterior, la exploracién a nivel

molecular de pardmetros de diversidad genética del parasito permitird determinar su



influencia en el desarrollo y severidad de la infeccion y el desarrollo de infeccidn

asintomatica en gestantes.

El analisis de genotipos basados en marcadores moleculares como microsatélites es de gran
utilidad para determinar la diversidad genética ya que muchos de estos son neutros o casi
neutros e indican un alto grado de variabilidad alélica (11). Estudios sobre la variacion en la
longitud de locus de microsatélites, en infecciones reportadas en varias regiones del mundo,
demuestran la existencia de una alta variabilidad genética que se relaciona con patrones de
epidemiologia variables y posiblemente con las diferentes presentaciones clinicas de la
malaria (12). En este trabajo se exploran parametros de diversidad genética de parasitos de
P. falciparum provenientes de gestantes con malaria sintomatica y asintomatica de zonas
endémicas de Colombia, y de esta manera, se espera aportar al conocimiento sobre las
caracteristicas moleculares del parasito y su relacion con la presentacion clinica de la malaria

gestacional.



2. Planteamiento de la pregunta o problema de investigacion

La salud de las madres, los recién nacidos y los nifios son prioridad para las agendas politicas
mundiales y son la expresion del grado de equidad de un pais (13). En Colombia los
programas de salud sexual y reproductiva establecieron como meta garantizar a las mujeres
una maternidad segura, para lo cual, la investigacion en éste campo ha sido considerada
prioritaria (14). Debido a los multiples efectos que tiene la malaria durante la gestacion, tanto
en la madre como el neonato, y a la alta prevalencia de infeccion en este grupo poblacional
ariesgo en zonas endémicas, el estudio de casos de malaria durante la gestacion es prioritario
con el fin de realizar intervenciones terapéuticas y epidemiolégicas oportunas. Sin embargo,
el desarrollo de infeccion asintomatica en las gestantes, debido entre otras causas al estado
de inmunosupresion natural del embarazo, limita la capacidad de administracion de
tratamiento eficaz debido a la ausencia de manifestaciones patentes de infeccion (fiebre,
densidad parasitaria detectable, etc.) y por la limitada capacidad diagndstica de los métodos

de laboratorio.

Con el fin de explorar las caracteristicas genéticas de P. falciparum presentes en la infeccion
asintomatica en gestantes se plantea como pregunta de investigacion: ¢existen diferencias en
la diversidad genética en parasitos que causan infecciones asintomaticas en gestantes de

zonas endémicas de Colombia?

Con esta pregunta de investigacion, éste trabajo busca explorar la diversidad genética de P.
falciparum en infecciones asintomaticas y sintomaticas en gestantes de zonas endémicas de
Colombia, con el fin de contribuir al conocimiento sobre las caracteristicas moleculares y
genéticas de P. falciparum y su relacién con la presentacion clinica de la malaria gestacional

y sus complicaciones.



3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Caracterizar la diversidad genética de P. falciparum en gestantes con malaria

asintomatica y sintomatica de zonas endémicas de Colombia.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Determinar los genotipos de P. falciparum en gestantes con malaria asintomatica y

sintomatica provenientes de zona endémica.

3.2.2. ldentificar si existen diferencias en la diversidad genética de los parasitos causantes

de infeccidn asintomaética y sintomaética en gestantes con diagnéstico de malaria.



4. Hipotesis de investigacion

La diversidad genética de P. falciparum exhibe diferencias en infecciones de gestantes

sintomaticas y asintomaticas de zonas endémicas de Colombia



5. Marco teorico y estado del arte

5.1. Ciclo de vida de Plasmodium spp. y caracteristicas clinicas de la malaria

La malaria o paludismo es una enfermedad que se remonta a la antigliedad, existen reportes
de su presencia en la civilizacién egipcia, cerca de 3000 afios a. C., donde se sugiere como
la causa de muerte de millones de pobladores egipcios e incluso faraones de la época (15).
Cerca de 400 afios A.C., Hipdcrates describi6 la fiebre tipica ondulante de la malaria y la
clasifico dependiendo de su frecuencia, como febris tertiana (fiebre cada tercer dia) y febris
quartana (fiebre cada cuarto dia) para describir sus rasgos clinicos (16). El nombre malaria
o paludismo proviene del italiano medieval mal aria “mal aire” o paluster “pantano”, idea
que surgio de los antiguos romanos que creian que esta enfermedad venia de terribles humos
de pantanos (17). Curiosamente la malaria no se menciona en los "libros médicos" de los
mayas 0 aztecas, por lo que al parecer se sugiere que ingreso al continente Americano tras
las expediciones de los colonizadores europeos que viajaban con pobladores africanos

esclavos (18).

La malaria es una enfermedad parasitaria producida por miembros del phylum Apicomplexa
del género Plasmodium que se trasmiten a través de la picadura del mosquito hembra del
género Anopheles (19). Actualmente existen seis especies que pueden causar malaria en los
seres humanos P. vivax, P. falciparum, P. malariae, P. knowlesi, P. ovale wallikeri y P. ovale
curtisi (20-21).

El ciclo de vida de los paréasitos del género Plasmodium se divide en dos fases de desarrollo:
la primera tiene lugar en el mosquito vector donde se presenta una fase esporogonica de
reproduccion sexual obligada del parésito y la segunda fase en los seres humanos donde

existe una fase de reproduccion asexual denominada esquizogénia (Fig. 1).



Figura 1. Ciclo de vida de Plasmodium spp..
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Después de la picadura del mosquito infectado, los esporozoitos ingresan al torrente
sanguineo e inmediatamente se dirigen hacia las células hepaticas donde las infectan y se
inicia el ciclo exo-eritrocitico. En este lugar los esporozoitos maduran a esquizontes
hepaticos que posteriormente se rompen y liberan numerosos merozoitos al torrente
sanguineo infectando directamente a los eritrocitos donde se realiza el ciclo eritrocitico,
pasando por los estadios de anillo, trofozoito y esquizonte. Algunos merozoitos se
convertiran en gametocitos los cuales son ingeridos por el mosquito y por reproduccién
sexual se formara el zigoto, posteriormente se da una multiplicacion del parasito en el
intestino medio y finaliza cuando el parasito se establece en las glandulas salivales del

mosquito para repetir el ciclo (22).

Los sintomas tipicos de la malaria incluyen fiebre, escalofrio, sudoracion y dolor de cabeza,
muchas veces puede causar ademas nauseas y vémito. En casos graves, puede causar
ictericia, convulsiones, comay la muerte, por lo que el diagndstico y el tratamiento oportuno
son fundamentales para evitar complicaciones o muerte por malaria (23). Actualmente el

estandar de oro de diagnostico convencional continla siendo la gota gruesa, a pesar de su
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baja sensibilidad comparada con las alternativas de diagnostico molecular para enfrentar los

retos de deteccion de la malaria asintomatica (20).

5.2. Epidemiologia de la malaria en el mundo y en Colombia

La malaria sigue siendo un problema de salud publica mundial, segin el informe mundial
sobre el paludismo 2017 de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (24), En el afio
2016, se estima que ocurrieron alrededor de 216 millones de casos de paludismo en todo el
mundo, estos casos se reportaron en su mayoria en los paises de Africa subsahariana (90%),
seguidos por Asia Oriental con el (7%) , la region del Mediterraneo Oriental con un (2%) y

un 1% en otras regiones.

Actualmente se reportan casos de malaria en alrededor de 91 paises considerados como casos
autoctonos. De estos, 15 paises pertenecen al Africa subsahariana (Fig. 2). Se estima que la
tasa de incidencia del paludismo disminuy6 en un 18% a nivel mundial, de 76 a 63 casos por
cada 1000 habitantes en riesgo entre 2010 y 2016. La region de Asia Oriental registré un gran
descenso con un 48%, seguido de las Américas con un 22% Yy la region africana no

subsahariana con un 20%.

Figura 2. Transmision global la malaria
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En las Américas, se considera que 132 millones de personas viven en areas de riesgo de
contraer malaria. En el afio 2016 se registraron alrededor de 568.000 casos en las Américas,
donde se ven involucrados nueve paises de la region Amazénica: Colombia, Bolivia, Brasil,
Guyana Francesa, Guyana, Per(, Surinam, Ecuador y Venezuela y 8 paises de Centro
Ameérica: El Salvador, Belice, Costa Rica, Haiti, Honduras, Nicaragua, Panama y México.
Ademas, se registraron cerca de 220 muertes a causa de esta enfermedad, por lo que la OPS
Organizacion Panamericana de la Salud inst6 a los paises a fortalecer las acciones de
vigilancia y control de la enfermedad, en especial las medidas relacionadas con la deteccion

temprana de casos, el diagnostico oportuno y el inicio inmediato del tratamiento (25).

En Colombia el programa nacional de lucha contra la malaria se han acogido a la “Estrategia
técnica mundial contra la malaria 2016-2030” donde se establecen objetivos ambiciosos para
reducir los casos y las muertes por malaria desde la “Era de la erradicacion de la malaria”
(25). Asimismo, se ha establecido tomar medidas de control vectorial, de diagnostico y de
acceso al tratamiento en grupos poblacionales en riesgo, desde la perspectiva de la malaria
sintomatica. Sin embargo, el reto es bastante grande al considerar aquellas infecciones de
baja densidad parasitaria, infecciones sub-microscépicas e infecciones asintomaticas que
pueden ser reservorio de parasitos en la comunidad y contribuir a los altos indices de malaria
a nivel mundial y nacional (26). En Colombia se registraron para el afio 2016 cerca de
100.000 casos de malaria, principalmente por las especies P. vivax y P. falciparum, estos

casos concentrados en un 90% en los departamentos de Choco, Antioquia, Narifio y Cérdoba
(Fig. 3).

En el mundo se ha establecido que los grupos con mayor riesgo de contraer la enfermedad
son los nifios menores de cinco afos, los adultos de la tercera edad y las mujeres gestantes.
Estas Gltimas se consideran un grupo de alta susceptibilidad y vulnerabilidad para contraer
malaria. Esto se debe tanto a las adaptaciones inmunoldgicas ocurridas para lograr la
tolerancia a los tejidos fetales y placentarios, como al contexto socio-cultural propio de las
zonas malaricas, cuya dinamica expone con mayor frecuencia a ciertas maternas a las fuentes

de transmision y a los peligros derivados de la enfermedad (27).



Figura 3. Distribucion geografica de malaria en Colombia
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Fuente: Reporte Sivigila, INS, 2012, Boletin No. 50- 2012 Vigilancia de la Malaria en Colombia.

5.3. Fisiologia e inmunidad en el embarazo

La gestacién es un estado donde la mujer se ve expuesta a grandes cambios fisiologicos e
inmunolégicos. Dentro de los cambios fisioldgicos se pueden presentar alteraciones
respiratorias como el aumento de la frecuencia respiratoria. También se expresan cambios a
nivel cardiovascular donde se ve aumentado el ritmo cardiaco, el gasto cardiaco y el volumen
sanguineo. Existen cambios gastrointestinales donde aumenta la salivacion y el cambio del
reflujo gastrointestinal. Otros cambios que se pueden apreciar estan relacionados con
alteraciones renales, hematologicas, hepaticas, del sistema nervioso central, musculo
esqueléticas entre otras (28). Todos estos cambios fisiologicos se dan para mantener, alojar

y suplir todas las necesidades metabolicas del feto.
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Los cambios inmunologicos en la gestante se dan principalmente para mantener un feto
integro a pesar de que posea aloantigenos paternos, de esta manera el sistema inmunoldgico
materno es llevado a un estado de tolerancia evitando el rechazo y muerte fetal (29). La
tolerancia inmunoldgica es un estado donde interaccionan celular y molecularmente la madre

y el feto, con el fin de conseguir una supervivencia de la especie.

Dentro de los mecanismos destacados en la tolerancia inmunoldgica durante la gestacion
encontramos la presencia de las células NK uterinas (UNK) las cuales disminuyen su
actividad litica basadas en expresion de receptores tipo KIR, la expresion de moleculas HLA
clase I no clésicas como HLA-C, HLA-E y HLA-G en la placenta que disminuye la actividad
de las células NK y de linfocitos T citotoxicos, la actividad de los linfocitos T que expresan
altos niveles de citoquinas tipo 2 y disminuyen las citoquinas tipo 1, lo que promueve una
respuesta anti inflamatoria. Ademas de la presencia de las células Treg, enzimas como IDO
(indoleamina 2, 3-dioxigenasa) y el aumento de hormonas como la progesterona y el
estrogeno (30), hacen posible la supervivencia del feto, pero pueden favorecer el

establecimiento de algunas enfermedades infecciosas.

5.4. Malaria gestacional

Las mujeres en gestacion se consideran mas susceptibles a contraer infecciones por malaria
debido a los cambios fisioldgicos e inmunoldgicos que estas presentan. Se ha determinado
que durante el progreso de la malaria gestacional se pueden evidenciar complicaciones en la
gestante y el feto que pueden ir desde alteraciones placentarias como la intervellositis masiva
cronica, el engrosamiento de la ldAmina basal, dafios en la barrera del sincitiotrofoblasto, hasta
alteraciones mas sistémicas en las que se destacan la anemia severa, la insuficiencia cardiaca

congestiva y la muerte fetal (31).

Las mujeres primigestantes que han desarrollado malaria gestacional, usualmente no poseen
una inmunidad contra los antigenos VAR2CSA , por consiguiente las complicaciones de una
infeccion por malaria pueden ser mas severas (32), en comparacidén con mujeres multiparas

gue han desarrollado malaria gestacional y donde existe previamente una produccion de
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anticuerpos tipo 1gG contra antigenos VAR2CSA que se pueden relacionar con menor tasa

de parto pre-término, mayor peso al nacer y menor grado de anemia.

Cuando una gestante entra en contacto con el parasito se despliega una respuesta
inmunoldgica no tan eficaz, lo que conduce a tener tres veces mas probabilidad de sufrir
infecciones graves comparadas con mujeres no gestantes (33). Los efectos de la gravedad de
la enfermedad en gestantes estan relacionados con la supresion inmunoldgica y la habilidad
de algunos parasitos de secuestrarse en la placenta materna (34), los parasitos de P.
falciparum que crecen intracelularmente expresan antigenos especificos en las membranas
de los eritrocitos infectados, antigenos VAR2CSA que son reconocidos por receptores en la
placenta tipo condroitin sulfato A (CSA), que se expresan en células trofoblésticas y causan
una fijacion de estos eritrocitos infectados en el tejido placentario. Esto ocasiona una
respuesta inflamatoria local, con infiltrados de monocitos y macréfagos, principalmente, que
terminan en la produccion de moléculas pro-inflamatorias como TNF, IL-8, IL-6 ¢ IFNy y
varias otras quimioquinas, lo que interfiere con la respuesta protectora que se desarrolla para
mantener a la gestante y al feto a salvo. Este tipo de respuesta inflamatoria muchas veces
cursa de manera asintomatica en mujeres previamente expuestas a maltiples infecciones con

el parésito y que usualmente habitan en zonas de trasmision elevada (35).

5.5. Malaria asintomatica

La malaria asintomaética es una infeccion en la cual se presentan parasitos en cualquier
densidad en ausencia de fiebre u otros sintomas clinicos en individuos que no han recibido
tratamiento (36). Se estima que la proporcion de este tipo de individuos portadores de la
infeccion sin ningln sintoma puede ser mayor a la proporcion de pacientes con sintomas de
malaria. La relevancia de las infecciones asintomaticas esta determinada en gran parte por la
epidemiologia de la enfermedad. Desde este punto de vista, se ha demostrado que puede
darse una transmision a partir de individuos asintomaticos con infecciones parasitarias
submicroscépicas, muchos de los cuales mantienen bajos niveles de parasitemias con
gametocitos circulantes por periodos de tiempo prolongados (37). El papel de los pacientes
asintomaticos en la transmision de la malaria puede considerarse como el de reservorio

silencioso que contribuye sustancialmente a la transmision de la enfermedad.
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En Colombia varios estudios han permitido definir que la proporcién de individuos
asintomaticos tiene relevancia epidemioldgica, como se demuestra en uno desarrollado en
Tierra Alta (Cordoba) donde se report6 que la prevalencia de infecciones asintomaticas por
P. vivax y P. falciparum se mantiene en un rango entre 6,6% y 15% (38). Otro estudio,
también en Cordoba, reportd una prevalencia de infeccidn asintomatica de 14,6 % (7) y en
Uraba se report6 un 10,2 % de casos con malaria asintomatica en mujeres gestantes (8). La
alta prevalencia de malaria asintomatica en este Gltimo grupo de estudio se considera de alto
riesgo y contrasta con la falta de informacion sobre las caracteristicas de estas infecciones
(9). Por lo anterior, el reconocimiento de los factores de riesgo y de morbilidad asociada a
este tipo de infecciones en gestantes, permitirian el disefio de intervenciones apropiadas para

el manejo de la malaria asintomatica gestacional.

5.6. Diversidad genética

La diversidad genética estd considerada como el conjunto de todas las caracteristicas
genéticas presentes dentro de una especie y dan lugar a una gran variedad de fenotipos
diferentes. En Plasmodium spp. su diversidad genética se caracteriza por dos eventos
principales: primero, la alta tasa de mutagénesis y segundo, la recombinacion genética
meidtica propia de una especie con una fase sexual obligada en el mosquito vector, lo que
permite la distribucion aleatoria de genes ubicados en cromosomas diferentes, y eventos de

entrecruzamiento entre genes lo que genera nuevos genotipos del parasito (39).

Existen reportes donde se evidencia que la diversidad genética en Plasmodium spp. puede
variar de un lugar a otro dependiendo de las caracteristicas epidemioldgicas de cada region
y se ha mostrado una fuerte asociacion con el factor de trasmision (40). En sitios de baja
trasmision, el mosquito vector puede ingerir gametos de un mismo clon por lo que al
recombinarse se originan zigotos diploides homocigotos con un genotipo igual al clon inicial
(41). En contraste, en sitios de alta trasmision los hospedadores pueden tener infecciones con
maultiples clones donde cabe la posibilidad de que el mosquito vector ingiera varios clones
diferentes y se originen zigotos diploides heterocigotos con un genotipo diferente al clon

inicial. Estudios recientes han demostrado que la llamada super infeccion o infeccion
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parasitaria por multiples picaduras del vector con diferentes genotipos del parasito no es la
Unica causa de infecciones con multiples clones; la multiplicidad de la infeccion se puede dar
también por la inoculacion de mdaltiples clones presentes en un solo vector (42). Esta
recombinacion genética permanente puede dar origen a parasitos con caracteristicas
genéticas responsables de crear diferencias fenotipicas evidenciadas en la manifestacion
clinica en el hospedador. Hasta el momento, en Colombia la mayoria de investigaciones se
han enfocado en dilucidar la presentacion clinica de la enfermedad, la relacion patégeno-
hospedero, la busqueda de vacunas y estrategias de acceso al diagnostico y tratamiento
oportuno. Pocos estudios han explorado la relacion que existe entre la genética poblacional

del parésito y el fenotipo clinico de la infeccion en el hospedero humano.

Una forma de estudiar la diversidad genética de los paréasitos es a través del analisis de
marcadores genéticos como los microsatélites, los cuales permiten diferenciar poblaciones
por el numero de repeticiones en fragmentos especificos de sus secuencias de ADN. La
variacion en el numero de repeticiones crea diferentes alelos lo que permite generar un perfil
genético especifico que puede estar relacionado con la estructura gendmica, la funcion y el
perfil de algunas enfermedades. Estos microsatélites generalmente se encuentran en zonas no
codificantes del ADN, son neutros, co-dominantes y poseen una alta tasa de mutacion lo que
los hace muy polimdrficos y Utiles para establecer diversidad genética. Las secuencias de
microsatélites son marcadores genéticos adecuados para distinguir genotipos estrechamente
relacionados, debido a un alto grado de variabilidad, haciéndolos adecuados en estudios

poblacionales asociados a fenotipos clinicos (43).

5.7. Microsatélites en estudios de diversidad genética

El analisis de genotipos basados en marcadores moleculares como microsatélites son Utiles
para determinar la diversidad genética ya que muchos de ellos son neutros o casi neutros e
indican que existe un alto grado de variabilidad alélica (11). Estudios en malaria relacionados
con variacion de la longitud de 12 loci de microsatélites en Plasmodium spp., en 465
infecciones recolectadas en 9 zonas de todo el mundo, indican que existe una gran
variabilidad genética que se relacionan con patrones de epidemiologia variables y

posiblemente, con los fenotipos clinicos presentes en esta patologia (12).
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Es necesario comprender la estructura genética de la poblacion de parésitos para entender la
epidemiologia, diversidad, distribucion y dindmica de infecciones por Plasmodium spp..
Estudios de estructura poblacional basados en genes neutrales permiten la investigacion de
las interacciones dindmicas entre la transmision, la inmunidad y los posibles fenotipos
clinicos que son cruciales para establecer los programas de control y eliminacion de la

malaria.

5.8. Parametros poblacionales usualmente reportados en estudios de diversidad
genética de Plasmodium spp..

Estudios genéticos y de biologia molecular han demostrado que las personas que viven en
areas endémicas, pueden albergar multiples genotipos de Plasmodium spp.. y que estas
diferencias genotipicas entre los parasitos pueden desempefiar un papel importante en el
desarrollo de la inmunidad especifica de cada genotipo y esto contribuye a diferencias
fenotipicas clinicas en los pacientes (44). La multiplicidad de la infeccion (MOI), que es una
medida epidemioldgica, se refiere a la cantidad de genotipos de parasitos diferentes que
infectan a un solo hospedero, en algunos estudios también se informa como un indicador
genético del estado inmunoldgico, la intensidad de transmision y el estado clinico de los
pacientes (45).

En estudios de genética de poblaciones relacionadas con Plasmodium spp. es conveniente
medir la variacién genética de una poblacién respecto a un locus particular. Esto se define
como la frecuencia de heterocigotos para un locus determinado y se calcula obteniendo
primero la frecuencia de individuos heterocigotos en cada locus y determinando
posteriormente la media de estas frecuencias para todos los loci. Particularmente las
mediciones se realizan para una estructura genética diploide, aunque se conoce que los
parasitos de Plasmodium spp. en sangre son genéticamente haploides por lo que se considera
la heterocigosidad como una medida de comparacién para medir dos genotipos diferentes en
dos muestras independientes. La heterocigosidad esperada (HE) se calcula utilizando la

formula: HE=[n/(n-1)] (1 - £ pi2), donde n es el nimero de aislados analizados y p i la
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frecuencia del alelo i en la poblacién. Por lo tanto, los valores se estiman en relacion a todos

los parésitos que serian heterocigotos para un locus en particular (46).

Las diferencias en las frecuencias alélicas entre las poblaciones de paréasitos constituyen la
estructura genética poblacional. Una especie con alta estructura genética, se refiere a que se
pueden detectar fuertes diferencias en las frecuencias alélicas entre las poblaciones. Por el
contrario, en especies con baja estructura genética las poblaciones que la constituyen son casi
idénticas, nulas o con muy pocas diferencias en las frecuencias alélicas. Para medir esas
diferencias alélicas se utiliza el estadistico FST o indice de fijacion de Wright, el cual mide
la divergencia entre los grupos poblacionales, por lo que un valor de FST = 0, indica que las
frecuencias alélicas son idénticas en todas las poblaciones estudiadas, o sea que aun no ha
habido ninguna diferenciacion entre ellas y si el valor de FST = 1, la poblacion esta fija en
alelos diferentes o sea que son completamente diferentes las frecuencias alélicas de las

poblaciones que estudiamos (47).
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6. Metodologia

6.1. Estrategia experimental

En el presente estudio, fueron colectadas muestras de sangre de mujeres en estado de
gestacion de cuatro zonas endémicas de Colombia, con deteccion parasitoldgica o molecular
de infeccidn por P. falciparum. El proceso de tamizacion de las gestantes y su diagndstico se
resume en el anexo 13.1.6. Posterior a la extraccion de ADN, se realizé la amplificacion de
microsatélites por PCR anidada, se analizo la resolucion de cada fragmento por electroforesis
capilar y analisis de fragmentos y, finalmente, se determinaron parametros de diversidad
genética como MOI, HE y valores FST (Fig. 4).

Figura 4. Flujograma de la estrategia experimental

Muestras en papel filtro,
P. falciparum zonas
endémicas de Colombia

Grupo gestantes sintomaticas Grupo gestantes asintomaticas
N=17 N=14

Extraccion de ADN

Amplificacion de microsatélites
Poly-a, TA1, TA109, TA87 y PfPK2

Analisis de fragmentos

Analisis de diversidad genética
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6.2. Tipo de estudio
El presente es un estudio transversal y descriptivo para determinar pardmetros de diversidad
genética de parasitos de la especie P. falciparum en gestantes con malaria asintomatica de

zonas endémicas de Colombia.

6. 3. Consideraciones éticas

Para cada sujeto de investigacion se realiz6 un proceso de consentimiento informado en
conformidad con las pautas nacionales (Resolucion N° 008430 del 4 de octubre de 1993,
Capitulo IV, Republica de Colombia, Ministerio de Salud) e internacionales (Declaracién de
Helsinki y sus enmiendas, Asociacién Médica Mundial (WMA), (64% Asamblea General,
Fortaleza, Brasil, octubre 2013). Los protocolos de reclutamiento de pacientes y manejo de
las muestras fueron previamente revisados y aprobados por el comité de ética de la
Universidad de Antioquia, con acta de aprobacion 005 de 31 de marzo de 2016. El comité de
ética fue constituido mediante resolucion del consejo de facultad con acta 177 y esté regido
bajo la resolucion 003480 del 4 de octubre de 1993.

6.4. Poblacion y muestras del estudio

Este trabajo se desarrolld en el marco del proyecto “Malaria asintomatica durante la
gestacion: identificacion de biomarcadores y exploracion de alternativas diagnosticas”,
financiado por Colciencias (Cddigo 111572553345, convocatoria 725-2015), con la
participacién de la Universidad de Antioquia (UDEA), el Instituto Colombiano de Medicina
Tropical (ICMT) y el Centro Internacional de Entrenamiento e Investigaciones Médicas
(CIDEIM).

La captacion de los participantes y toma de muestras se realizaron en los municipios de El
Bagre (Antioquia), Apartadd (Antioquia), Quibdo (Choco) y Tumaco (Narifio), durante seis
meses y se tamizaron en total 768 gestantes. Los procedimientos realizados para el
diagnostico de malaria, e inclusion de pacientes se describen en el Anexo 1. Del total
tamizado se hallaron Gnicamente 17 gestantes con infeccion sintomatica y 14 gestantes con

infeccion asintomatica por P. falciparum. Las distribuciones de las muestras por areas se
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indican abajo (Fig. 5); 10 muestras con infeccién sintomatica (rojo) en Quibdo, 6 en Tumaco,

1 en Apartadd y con infeccion asintomatica (azul) 10 en Tumaco, 3 en Quibdd y 1 en El

Bagre.

Figura 5. Distribucion de las muestras colectadas por area de estudio
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Figura 5. Regiones geograficas de tamizaje de gestantes para este estudio. Las distribuciones de las muestras
por areas se indican en un diagrama de tortas, el color rojo indica infeccion sintomatica (Tumaco, Quibdo,

Apartadd) y en color azul infeccidn asintomatica (Tumaco, Quibdé y El Bagre)
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6.5. Extraccion de ADN gendmico y diagnostico por PCR anidada
Se colectaron cuatro circulos de 200 pl de sangre en papel filtro (Whatman # 3). Las muestras
de papel filtro se conservaron a temperatura ambiente (28 °C a 32 °C) en un lugar protegido

de la luz directa.

Se tomaron 3 mm?2 de papel filtro Whatman # 3 impregnados con sangre y se realizd
extraccion de ADN genomico usando QIAmp DNA Blood Micro Kit (Qiagen, Germantown,
MA, USA) vy siguiendo las instrucciones del fabricante. Se realizé la confirmacion del
diagnéstico de infeccion por Plasmodium mediante PCR anidada. Se determiné el género
usando un grupo de cebadores disefiados para amplificar fragmentos del gen ARN ribosomal
18 S especifico del género Plasmodium spp.. En la primera ronda de PCR se realiz6 una
amplificacion con los cebadores rPLUL1 y rPLU5 (universal) y posteriormente una
amplificacion de la zona especifica para género con los cebadores rPLU3 y rPLUA4.
Finalmente, se determind la especie P. falciparum con los cebadores rFALL y rFALZ2, segun
protocolo descrito por Singh et al 1999 (48).

6.6. Microsatélites y fluoréforos

Para determinar las caracteristicas genéticas de la poblacion de parasitos se estudiaron los
microsatélites Poly-a, TA1, TA109, TA87 y PfPK2, los cuales mostraron mayor proporcion
de polimorfismo segun (Menegon M. 2016) en un estudio donde empleo muestras de origen
colombiano (49). Estos microsatélites, se amplificaron empleando los cebadores descritos
por Su 'y Wellems (1996)(50), mediante PCR anidada segun protocolos por Anderson y Cols
1999 (51) (Tabla 1).
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Tabla 1. Marcadores de microsatélites, secuencia de los cebadores y marcacion

No.

Marcador

Polya
Polya-R
Polya-F
Polya. -
3(IR)
TAA109
TAA109-
3(F)
TAA109-R

TAAL109-F

TAAS7
TAA8T-
3(F)
TAA87-R

TAA87-F

PIPK2
PPK2-3(F)
PfPK2-R

PfPK2-F
TAL

TA1-3(F)

TA1-R

TALl-F

(fluorocromos).

Secuencia del cebador (5* a 3°)

ATCAGATAATTGTTGGTA
AAAATATAGACGAACAGA

GAAATTATAACTCTACCA

TAGGGAACATCATAAGGAT

CCTATACCAAACATGCTAAA

GGTTAAATCAGGACAACAT

ATGGGTTAAATGAGGTACA

ACATGTTCATATTACTCAC

AATGGCAACACCATTCAAC

CCTCAGACTGAAATGCAT
CTTTCATCGATACTACGA

AAAGAAGGAACAAGCAGA

CTACATGCCTAATGAGCA
TTTTATCTTCATCCCCAC

CCGTCATAAGTGCAGAGC

Marcaje

Ninguno
5’ VIC (Verde)

5’ 7bp cola de adenina
*(“ABDTAIL”)

Ninguno

5’ Tbp cola de adenina
(“ABDTAIL”)
5 6FAM (Azul)

Ninguno

5’ Tbp cola de adenina
(“ABDTAIL”)
5’VIC (Verde)

Ninguno

5’ Tbp cola de adenina
(“ABDTAIL”)
5’NED (Amarillo)

Ninguno

5’ Tbp cola de adenina
(“ABDTAIL”)
5’ 6FAM (Azul)

Intervalo de
tamafio en pares
de bases

125-190

160-180

90-115

160-190

160-190

21



6.7. Amplificacion de microsatélites por PCR anidada

La amplificacion de microsatélites se realizd por medio de PCR anidada, usando tres
cebadores simultaneos; sentido, antisentido y un tercer cebador con alineacion en uno de los
dos anteriores. La mezcla de reaccién y los ciclos térmicos de la PCR usada se describen en
la tabla 2. Los productos de amplificacion se confirmaron en un gel de agarosa al 1.5% y se

visualizaron en un transiluminador de luz UV.

Tabla 2. Condiciones quimicas para la amplificacion de microsatélites

Reactivos PCR 1y PCR Anidada Concentracion final
10x PCR buffer 1.5 1x
50 mM MgCl, 0.9 3.0 mM
2 mM dNTP(s) 3 400 uM
Cebador 1: 10 pM 0.48 320 nM
Cebador 2 : 10 puM 0.48 320 nM
*Cebador 3: 10 uM 0.48 320 nM
H.0 7.34
Taq (5u/ul) 0.3 1.5u
ADN 1
Total 15

*E| tercer cebador solo se utiliza en la PCR anidada.

PCR 1: 94° x 2 minutos, 94° x 30 segundos,42° x 30 segundos, 40° x 30 segundos, 65° x 40

segundos, 65° x 2 segundos, 15° «. 25 ciclos.

PCR anidada: 94° x 2 minutos, 94° x 20 segundos,45° x 20 segundos, 65° x 30 segundos,

65° x 2 segundos, 15° «. 25 ciclos.
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6.8. Electroforesis capilar y analisis de fragmentos

Los productos de amplificacion se diluyeron 1:10 con agua libre de nucleasas obteniendo 20
pl del amplificado con una concentracion de 50 ng/pl. En seguida, se separ0 en tubos
independientes para el analisis de fragmentos por electroforesis capilar en un secuenciador
automatizado ABI 3730 XL y Gene Scan (Servicio prestado por Macrogen, Seul, Korea) y
se utilizaron estandares de tamafio interno (Gene Scan 600-liz (600pb)), fluoroforos en DS-
33, con filtro DG5. Para automatizar la medicion del tamafio del alelo y para cuantificar
alturas de picos en muestras que contienen maltiples alelos por locus se descartaron datos de
muestras que amplificaron inespecificamente para locus particulares (altura maxima de pico:
200 unidades fluorescentes). Se clasificaron multiples alelos por loci si los picos eran

mayores al 33% de la altura de los alelos predominantes presentes.

6.9. Analisis de parametros de diversidad genética y analisis estadistico

Para establecer multiplicidad de la infeccion (MOI) (nimero de diferentes genotipos
detectados en una muestra) se determiné como el numero de alelos méas alto detectado en
cualquiera de los marcadores utilizados, aceptandose multiples alelos por locus si los picos

son mayores al 33% de la altura de los alelos predominantes presentes.

La variacion genética para cada locus de microsatélites en la poblacién se evalué calculando
tanto la cantidad de alelos por locus como la heterocigosidad esperada (HE) de los datos
haploides siguiendo: HE =[n/(n-1)] (1 - £ p i 2) donde n es el numero de aislamientos
analizados y p i representa la frecuencia de cada alelo diferente en un locus. Para determinar
la diferenciacion genética entre poblaciones (FST) se uso el estadistico F de Wright y los

calculos se realizaron en el software Arlequin version 3.5 (52).

Todos los analisis de limpieza de datos, célculos de MOI, HE, valores FST y construccion
de arboles de estructura poblacional se realizaron usando la plataforma Vivaxgen
(http://vivaxgen.menzies.edu.au), una plataforma web desarrollada por Menzies School of
Health Research, Australia, y Eijkman Institute for Molecular Biology, Indonesia (2013-
2015) para apoyar el analisis de microsatélites de Plasmodium spp..
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Después del andlisis de los pardmetros poblacionales se tomaros los datos y se digitaron en
una plantilla del programa Excel (Windows 2018), posteriormente se aplicaron pruebas de
analisis de varianza y pruebas de independencia para identificar asociacion entre las
variables. Las diferencias en MOI y HE entre subgrupos y especies se evaluaron usando la
prueba U de Mann-Whitney o Kruskal-Wallis. Se realiz6 un analisis de haplotipos agrupando
las diferentes combinaciones de alelos de microsatélites en la poblacién, ademas se realizé
el analisis de la estructura genética de P. falciparum en sub-poblaciones mediante el
programa STRUCTURE. 2.0., con Length of Burnin period:10000, MCMC:100000 y K:2-
10.
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7. Cronograma de Actividades

Nombre de tarea
P Cronograma de trabajo
' Lectura bibliografica
4 Aprobaciones
Desarrollo de protocolos

Evaluacion y aprobacion por comité de ética

Aprobacion obtenida
4 Diseiio anteproyecto
Bibliografia relevante
Avances introduccion
Avances objetivos e hipotesis
Avances marco tedrico y metodologia
Escritura final
4 Anidlisis experimental
Extraccion de ADN
PCR confirmatoria
Amplificacién de microsatélites
Anilisis de fragmentos
Anilisis bionformdticos y estadisticos
4 Redaccion de tesis
Avances introduccion
Avances pregunta y hipotesis
Avances metodologia y resultados
Avances discusién v conclusiones
Primera revision
Segunda revision
Entrega final

v Duraciénv Comienzo

160 dias
155 dias
23 dias
5 dias
11 dias
18 dias
16 dias
16 dias
5 dias
4 dias

7 dias
6 dias
54 dias
6 dias

5 dias
6 dias
14 dias
4 dias
67 dias
8 dias
6 dias
10 dias
16 dias
6 dias
6 dias
20 dias

lun 02/10/17

dom 08/10/17
lun 02/10/17
mar 03/10/17
dom 08/10/17
dom 08/10/17
lun 16/10/17
hun 16/10/17
dom 08/10/17
lun 16/10/17
vie 20/10/17
dom 29/10/17
vie 15/12/17
hun 11/12/17
lun 18/12/17
hun 01/01/18
vie 12/01/18
vie 26/01/18
jue 01/02/18
jue 01/02/18
sab 10/02/18
hn 19/02/18
vie 02/03/18
vie 23/03/18
dom 01/04/18
hun 09/04/18

vm

L
jue 10/05/18

jue 10/05/18
mar 31/10/17
dom 08/10/17
vie 20/10/17
mar 31/10/17
lun 06/11/17
lun 06/11/17
jue 12/10/17
jue 19/10/17
dom 29/10/17
vie 03/11/17
mié 28/02/18
sab 16/12/17
vie 22/12/17
lun 08/01/18
mié 31/01/18
mié 31/01/18
vie 04/05/18
hun 12/02/18
vie 16/02/18
vie 02/03/18
vie 23/03/18
vie 30/03/18
vie 06/04/18
vie 04/05/18

25



8. Presupuesto

El presente estudio se encuentra dentro del marco del proyecto “Malaria asintomatica durante
la gestacion: identificacion de biomarcadores y exploracion de alternativas diagnésticas”,
financiado por Colciencias con cédigo: 111572553345. El presupuesto estimado del presente

estudio se describe a continuacion:

RUBRO COLCIENCIAS CIDEIM TOTAL
(COP)

Equipos 0 4,200,000 4,200,000
Reactivos 2,000,000 2,000,000 4,000,000
Sintesis de cebadores 4,700,000 0 4,700,000
Anélisis de fragmentos 2,000,000 0 2,000,000
Software 1,500,000 0 1,500,000
Consumibles 3,600,000 0 3,600,000
Total 9,200,000 6,200,000 20,000,000
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9. Resultados

9.1. Diagnostico parasitologico y molecular de la malaria:

Se tamizaron en total 768 mujeres en estado de gestacion en los 4 sitios de estudio (192 en
cada lugar). De este total, 384 pacientes fueron tamizadas durante el control prenatal y 384
al momento del parto. Veinticuatro (24) gestantes fueron diagnosticadas microscopicamente
y siete por PCR para P. falciparum, las 31 muestras en total fueron diagnosticadas con gota
gruesa, PCR y LAMP para determinar mono-infeccién por P. falciparum (Fig. 6 y Fig. 7).
De estas, 17 pacientes, correspondiente al 2.2% (17/768), presentaron infeccion sintomatica
y 14 gestantes, equivalente al 1.8% (14/768), fueron clasificadas como infeccion
asintomética. En la tabla 3, se indican los grupos clinicos, el lugar de procedencia, el

diagnostico diferencial realizado, la microscopia evaluada, la parasitemia obtenida y el tipo

de ingreso.
Tabla 3. Descripcion de las muestras evaluadas
Fenotipo Codigos  Procedencia _ Diagnéstico Microscopia Parasitemia (p/pl) Tipo deingreso
Sintomaticos 3211 Tumaco Gota Gruesa Microscopico 1200 Control prenatal
3212 Tumaco Gota Gruesa Microscopico 420 Control prenatal
3213 Tumaco Gota Gruesa Microscopico 370 Control prenatal
3214 Tumaco Gota Gruesa Microscopico 2570 Control prenatal
3215 Tumaco Gota Gruesa Microscopico 4580 Control prenatal
3216 Tumaco Gota Gruesa Microscopico 5880 Control prenatal
6127 Apartadd Gota Gruesa Microscopico 4078 Control prenatal
7010 Quibdd Gota Gruesa Microscopico 2748 Control prenatal
7011 Quibdé Gota Gruesa Microscopico 464 Control prenatal
7143 Quibdd Gota Gruesa Microscopico 13613 Control prenatal
7144 Quibdd Gota Gruesa Microscopico 950 Control prenatal
7169 Quibdd Gota Gruesa Microscopico 2400 Control prenatal
7241 Quibdd Gota Gruesa Microscopico 1130 Control prenatal
7242 Quibdd Gota Gruesa Microscopico 2434 Control prenatal
7243 Quibdé Gota Gruesa Microscopico 3974 Control prenatal
7254 Quibdé Gota Gruesa Microscopico 740 Control prenatal
7256 Quibdé Gota Gruesa Microscopico 41211 Control prenatal
Asintomaticos 2078 Bagre LAMP-GG Microscopico 140 Control prenatal
3024 Tumaco LAMP-GG Microscopico 3640 Control prenatal
3051 Tumaco LAMP-GG Microscopico 1500 Control prenatal
3066 Tumaco LAMP-GG Microscopico 622 Control prenatal
3073 Tumaco LAMP Sub-microscopico ND Control prenatal
3090 Tumaco LAMP Sub-microscopico ND Control prenatal
3145 Tumaco LAMP Sub-microscopico ND Parto
3150 Tumaco LAMP Sub-microscopico ND Parto
3163 Tumaco LAMP Sub-microscopico ND Parto
3223 Tumaco LAMP Sub-microscopico ND Parto
3237 Tumaco LAMP Sub-microscopico ND Parto
7019 Quibdé LAMP-GG Microscopico 1320 Control prenatal
7026 Quibdé LAMP-GG Microscopico 1504 Control prenatal
7028 Quibdé LAMP-GG Microscopico 469 Control prenatal
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Los resultados de la amplificacion del género Plasmodium spp. y de las especies P.
falciparum y P. vivax revelan mono-infeccion por la especie P. falciparum 100% (31/31). Se
registra en estos hallazgos ausencia de infeccion por P. vivax e infecciones mixtas en la

poblacion estudiada.

Figura 6. Diagnostico molecular del género Plasmodium spp. en gestantes sintomaticas y asintomaticas. (A)
Amplificacion de 17 muestras de ADN extraidas a partir de sangre colectada en papel filtro provenientes de
gestantes sintométicas, las bandas de 240 pb indican infeccion por el género Plasmodium spp. (B)
Amplificacion de 14 muestras provenientes de gestantes sintomaticas, la banda de 240 pb indica una infeccion
por el género Plasmodium spp.. Como controles se utilizaron una muestra caracterizada molecularmente como
Plasmodium vivax y la cepa de referencia 3D7; se utiliz6 un marcador de peso molecular de 1kb (1kb plus,
invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA).
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Plasmodium falciparum

Plasmodium vivax
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Figura 7. Resultado de la amplificacion correspondiente al diagndstico de las especies P. falciparum y P. vivax
de muestras provenientes de gestantes sintomaticas y asintomaticas. (A) Se realizé una PCR a partir de ADN
extraido de sangre en papel filtro y se logré amplificar un fragmento de 205 pb que corresponde a un diagndstico
por P. falciparum; la banda de 117 pb solo aparecio en el control de P. vivax. (B) Diagnostico molecular de
muestras provenientes de gestantes asintomaticas revelan una banda de 205 pb que corresponde a una infeccion
por P. falciparum. Se utilizaron como control una muestra de P. vivax y la cepa de referencia 3D7; se utilizd
un marcador de peso molecular de 1kb (1kb plus, Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA).

9.2. Amplificacion de los microsatélites Poly-a, TA1, TA109, TA87 y PfPK2 por PCR
anidada en muestras de gestantes sintomaticas y asintomaticas:

Se realiz6 la amplificacion de 5 microsatélites de copia Unica con repeticiones de
trinucleotidos distribuidos en 3 cromosomas de P. falciparum. Los alelos de microsatélites
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en muestras de gestantes sintomaticas y asintomaticas evidenciaron tener patrones de bandeo
diferentes al visualizar los geles. La amplificacion de los microsatélites en muestras de
gestantes con infeccion sintomética (1-17) y asintomatica (18-31) en este estudio se indican

en la figura 8.

EELEE R
f ({5138
|

( (i ug

f (U ag

Sintomaticos TA1 = A Asintométicos
Polya =B

1,23,4,5678, TAAT09 = C 1,2,3,4,56,7,8,

9,10,11,12,13, TAAS7 = D 9,10,11,12,13,

14,15,16,17 PfPK2 = E 14,15,16,17

Figura 8. Resultado de la amplificacién de los microsatélites Poly-a, TA1, TA109, TA87 y PfPK2 de P.
falciparum provenientes de gestantes sintomaticas y asintomaticas. La amplificacion se realizo a partir de ADN
extraido de sangre en papel filtro y se logré amplificar los fragmentos correspondiente a cada uno de los
microsatélites de P. falciparum, se utilizaron como control positivo la cepa de referencia 3D7 y el marcador de
peso molecular de 1kb (1kb plus, invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA).

9.3. Genotipos de P. falciparum en gestantes con malaria asintomatica y sintomatica:
Se establecio el genotipo de todas las muestras provenientes de gestantes sintomaticas (17) y
asintomaticas (14) por analisis de fragmentos y se determiné la frecuencia alelica en cada

locus de microsatélite con base en los picos producidos en todos los loci y que estaban bien
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definidos con niveles minimos de "tartamudeo™ que permiten el establecimiento correcto de

los alelos. La distribucion alelica se indica en la figura 9.

Polya TA87
12 - - 12 " .
11 BB Sintomatico 11 Bl Sintomatico
18 BB Asintomatico 1'91 Wl Asintomatico
©
g s .g 8
S 7 5 7
3 6 3 6
35 g 5
L 4 & 4
3 3
2 2
1 1
0 0
150 153 156 180 195 101 104 113 128 134
Alelos Alelos
PfPk2 TA1
14. . st 12
E [ S"'_'mma""f“ 1 Bl Sintomatico
11 W Asintomatico 10 El Asintoméatico
s 10 s ?
5 9 2 3
c 8 £ 7
3
5 7 L6
[T o
2 5 e 5
[ T 4
3 3
2 2
1 1
0 0
133 148 163 172 178 170 176 188
Alelos Alelos
TA109
12
11 [l Sintomatico
1g Wl Asintomético
©
5 8
g 7
2 6
g s
g ¢
3
2
1
0
164 176 200 215

Alelos

Figura 9. Distribucién de frecuencia de la longitud alelica en pb de 5 microsatélites (Poly a, TA87, PfPK2,
TA1, TA109) de P. falciparum en muestras de gestantes sintomaticas (rojo) y asintomaticas (azul).

La longitud de cada alelo se da en incrementos de 3 pb en cada uno de los 5 microsatélites
(Poly a, TA87, PfPK2, TAL, TA109). Se evidencia en todos los microsatélites que almenos
un alelo se comparte en el grupo de gestantes sintomaticas y asintomaticas, polya (150),
TA87 (101,104), PfPk2 (172,178), TAL (176,188), TA109 (164,200), ademas se visualiza

una distribucion diferencial en la frecuencia de alelos Unicos de los diferentes loci de

microsatélites; en el grupo de gestantes sintomaticas se evidencian diferencias en los
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microsatélites polya (153), TA109 (176) y en el grupo de gestantes asintomaticas en los
microsatélites polya (195), TA87(113), PfPk2 (163), TA1(170).

El numero total de haplotipos detectados en muestras de gestantes sintomaticas infectadas
con P. falciparum es de 7, donde el 59% (10/17) poseen el haplotipo 3 como se indica en la
figura 10 y su genotipo se indica en la tabla 4. Los haplotipos detectados en muestras de
gestantes asintomaticas infectadas con P. falciparum es de 3, donde el 64% (9/14) poseen el

haplotipo 1 como se indica en la figura 12 y su genotipo se indica en la tabla 4.

Frecuencias de haplotipos Frecuencias de haplotipos
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Figura 10. Frecuencia de haplotipos encontrados en muestras de gestantes sintomaticas y asintomaéticas
infectadas por P. falciparum.Se indica la cantidad de genotipos encontrados para cada haplotipo.

Tabla 4. Haplotipos encontrados en el grupo de gestantes sintomaticas y asintomaticas

Sintomaticos Haplotipos Polya TA87 PfPK2 TAl TA109
1 153 104 172 188 176
2 150 104 172 176 200
3 153 101 172 188 176
4 150 101 178 176 200
5 150 104 178 176 164
6 153 101 172 188 215
7 150 104 178 188 164
Asintomaticos 1 195 113 163 170 164
2 180 101 172 176 200
3 150 104 133 176 164
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Las distancias genéticas basadas en los genotipos encontrados de las 31 muestras, se ilustran
en la figura 13, representada en un arbol de Neighbor-Joining el cual mide la distancia
estandar de Nei derivada de las frecuencias alelicas de los microsatélites analizados.

Sintomaticas
Asintomdticas I

Figura 11. Arbol de Neighbor-Joining. Indica el genotipo de 31 muestras de gestantes sintomaticas y
asintomaticas con infecciones por P. falciparum. Los simbolos en las puntas de las ramas indican las muestras
analizadas y los colores de las ramas indican la agrupacion de poblacién sintomatica y asintomética. EI primer
numero corresponde a las regiones donde se colectd cada muestra (3:Tumaco,7:Quibdo, 2:El Bagre,
6:Apartadd) vy los siguientes digitos el cddigo asiganado.

En la representacion de la distancia genetica de los diferentes genotipos analizados en el arbol
de Neighbor-Joining, se identifican tres grupos diferenciados, un grupo asintomatico con 9
datos que comparten el mismo genotipo con un fenotipo asintomatico, un grupo con 11 datos
gue comparten un genotipo con fenotipo sintomatico y un grupo con 8 datos que comparten

genotipos de fenotipos sintomaticos y asintomaticos.

9.4. Parametros poblaciones de P. falciparum en gestantes con malaria asintomatica y
sintomatica:

Se establecieron los parametros poblacionales como multiplicidad de la infeccion (MOI),
policlonalidad y Heterocigocidad (HE) para los grupos sintomaticos y asintomaticos, ademas
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una distincion entre las regiones de Tumaco y Quibdo. La multiplicidad de la infeccion entre
los grupos sintomaticos y asintomaticos es similar (MOI=1.4 frente a MOI=1.3 p=0.796) e
igual para la policlonalidad (41% frente a 36% p> 0.05). La diversidad genética de P.
falciparum no exhibié una mayor diferencia entre los grupos sintomaticos y asintomaticos
(HE = 0.496 frente a 0.538 p = 0.222); sin embargo si se encuentra una diferencia
significativa en la diversidad de la region de Tumaco frente a la de Quibdé (HE= 0.683 frente
a 0.579 p=0.012), datos indicados en la tabla 5.

Tabla 5. Parametros poblaciones de diversidad genética

Grupo y region # Muestras MOI, media,rango Policlonalidad, %  HE, media £ SD

Sintomaticas 17 1.4(1-2) 41 0.496+0.074
Asintomaticas 14 1.3(1-2) 36 0.538+0.031
Tumaco 16 1.3(1-2) 38 0.683+ 0.022
Quibdo 13 1.3(1-2) 38 0.579+0.097

La comparacion de las distancias genéticas (FST) de P. falciparum de muestras de gestantes
sintomaticas y asintomaticas mostré una diferenciacion significativa entre los grupos ( FST
= 0.44184 p <0.05), datos indicados en la tabla 6.

Tabla 6. Distancia genética (FST) entre poblaciones de P. falciparum de gestantes

sintomaticas y asintomaticas.

Grupo FST
Sintomaticas  Asintomaticas

Sintomaticas wAE

Asintomaticas 0.44184 wAE
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La estructura poblacional se ve representada en tres subpoblaciones que se relacionan segin
su genotipo, figura 12. Se evidencian 11 muestras en el subgrupo uno (rojo), 9 muestras en
el subgrupo dos (verde) y 11 muestras en el subgrupo tres (azul); se evidencia que el subgrupo
uno comparte alelos de los subgrupos dos y tres, el subgrupo dos no comparte ninguno y el

subgrupo tres comparte alelos en dos muestras.

Proporcién de mezclas aenéticas

337 3637 77 3333323333733777777773

110 212012 200120009092 902 3001222212

46 2 1212 6 516252757 93 11 41 1444 45 41

53 6 2768 9 4 464 033813 97 93 5501312 3¢%6 41
Muestras

Figura 12. Andlisis de la estructura genética de P. falciparum en sub-poblaciones mediante el programa
STRUCTURE. 2.0. (53), de muestras provenientes de gestantes sintomaticas y asintomaticas. Representacion
grafica de tres subgrupos (rojo-verde-azul), generados por el programa, con Length of Burnin period:10000,
MCMC:100000 y K:2-10, K:3 optimo.
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10. Discusion

10.1. Caracterizacion y diagnoéstico molecular de muestras provenientes de gestantes

con infecciones sintomaticas y asintomaticas por P. falciparum

En este trabajo se describe la diversidad genética de P. falciparum en gestantes con malaria
sintomética y asintomética de zonas endémicas de Colombia, apoyado en caracteristicas
genéticas y moleculares del paréasito y su relacion con la presentacion clinica de la malaria

gestacional.

Para este estudio se utiliz6 una coleccion de muestras clinicas, provenientes de gestantes con
malaria sintomaética y asintomatica de los municipios de El Bagre (Antioquia), Apartadd
(Antioquia), Quibdo (Choco) y Tumaco (Narifio), los cuales estan clasificados como de alto
riesgo para malaria, con un indice parasitario Anual (IPA mayor de 10) (54). Las muestras
utilizadas para este trabajo indican una mayor concentracion de casos en Tumaco y Quibdo,
y esto es de esperarse para la especie P. falciparum, ya que histéricamente se concentra en

estas dos regiones donde se reportan cerca del 90% de casos en Colombia anualmente (55).

El diagndstico de la malaria se realiza con pruebas como gota gruesa, pruebas
inmunocromatograficas o pruebas de diagnostico rapido (PDR) y pruebas moleculares. La
técnica de diagnostico convencional mas utilizada es la gota gruesa, en esta se visualiza el
parésito con la ayuda de un microscopio de luz, por lo que sigue siendo el estdndar de oro
para el diagnostico de la malaria en el laboratorio para cualquier tipo de pacientes incluidas
las gestantes (56). Uno de los inconvenientes que tiene esta prueba es su bajo poder para
detectar casos de pacientes con malaria asintomatica o sub-microscépica ya que solo puede
detectar infecciones del orden de 5 a 100 parasitos/pl de sangre (57). Técnicas moleculares
como PCR y LAMP, reconocen infecciones de hasta 0.05 parasitos/ul de sangre (58), lo que
las hace Utiles para diferenciar infecciones asintomaticas sub-microscépicas. Todas las
muestras tamizadas para este trabajo fueron confirmadas por la técnica molecular de PCR
anidada y los resultados estan en linea con lo reportado en la literatura, que las técnicas

moleculares son mas sensibles que las técnicas de diagndstico convencional por microscopia
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como la gota gruesa, ya que se diagnosticd un 4 % (31/768), de las muestras con técnicas
moleculares y tan solo 3.1% (24/31) de muestras con la técnica microscopica de gota gruesa.
Estos resultados sugieren que se estan pasando por alto algunas infecciones en gestantes que
no se evidencian con las pruebas convencionales, por lo que se hace necesario indagar sobre
herramientas moleculares para detectar esas gestantes con infecciones por malaria. Estos
resultados concuerdan con lo reportado en mujeres gestantes en Haiti, una zona de baja
trasmision, donde el tamizaje de 311 mujeres en gestacion resulto en un 1,2% (4/311) de
mujeres embarazadas que dieron positivo en la prueba de infeccion por malaria mediante
microscopia y RDT y cuando se usé una prueba molecular, en este caso qRT-PCR, el 16.4%

(51/311) de las mujeres embarazadas fueron positivas (52).

El diagnostico molecular por PCR anidada de las 31 muestras evaluadas demostrd la mono-
infeccion por P. falciparum, es importante sefialar que para realizar estudios de diversidad
genética en una especie es indispensable esta condicion y que los métodos moleculares son
los més convenientes para este fin (52).

10.2. Genotipos de P. falciparum en infecciones de gestantes sintométicas y

asintomaticas

La amplificacion de los microsatélites de P. falciparum y el tamafio preciso de estos,
generados en la electroforesis capilar, nos da como resultado los diferentes alelos de
microsatélites, y el nimero total de alelos por locus nos arrojan el genotipo del parasito en la
infeccion (59). En este estudio se establecid el genotipo de 17 muestras provenientes de
gestantes sintomaticas y 14 de gestantes asintomaticas con infeccidén por malaria, ademas se
determind la frecuencia de alelos en cada locus de microsatélite con base en los picos
generados por la electroforesis capilar en todos los loci. Los resultados indican que existen
diferencias entre los alelos del grupo de gestantes sintomaticas y gestantes asintomaticas; se
evidenciaron alelos Unicos en los microsatélites del grupo de gestantes sintomaticas en los
microsatélites polya (153) y TA109 (176) y en el grupo de gestantes asintomaticas en los
microsatélites polya (195), TA87(113), PfPk2 (163) y TA1(170). Estas diferencias en los
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alelos estudiados son el resultado de las diferencias de clones de P. falciparum circulantes en
las infecciones de gestantes y pueden contribuir a discernir diferencias en los fenotipos
clinicos, ya que los diferentes alelos contribuyen a establecer distincion de fenotipos (60).
Para establecer de manera mas precisa las diferencias en los alelos encontrados, se
instauraron diferencias o similitudes que puede tener la combinacion de los todos los alelos

encontrados y se conformaron los haplotipos.

El nimero total de haplotipos o combinaciones idénticas de los diferentes alelos encontrados
en muestras de gestantes sintomaticas infectadas con P. falciparum fue de 7, lo cual
representa el 59% (10/17) de las muestras en este grupo con el haplotipo 3 dominante. Para
el grupo de gestantes asintomaticas infectadas con P. falciparum se hallaron solo tres
haplotipos, donde el 64% (9/14) de las muestras en este grupo poseen un haplotipo
dominante. Por lo tanto, la mayor diversidad de haplotipos encontrados esta relacionado con
las infecciones sintomaticas. Es de destacar que en algunos estudios de resistencia a
antimaléricos y progresion clinica de la enfermedad se relacionan con los haplotipos
encontrados en Plasmodium spp.. por lo que se pueden relacionar esos haplotipos con un
fenotipo particular (61). Los haplotipos de las muestras encontrados en el grupo de gestantes

sintomaéticas son escasos por lo que se sugiere que podrian estar estrechamente relacionados.

Es indispensable aumentar el nimero de marcadores analizados para mejorar nuestra
capacidad para calificar mas haplotipos e inflar nuestras estimaciones de la diversidad de

haplotipos encontrados.

La distancia genética basada en los genotipos encontrados en las 31 muestras se ve
representada en un arbol de Neighbor-Joining el cual mide la distancia estandar de Nei
derivada de las frecuencias alélicas de los microsatélites analizados. En esta representacion
se identifican tres grupos diferenciados: un grupo asintomatico con nueve muestras que
comparten el mismo genotipo asintomatico, un grupo con once muestras que comparten un
genotipo sintomatico y un grupo con ocho muestras que comparten genotipos sintomaticos y
asintomaticos. Estos hallazgos revelan una clara diferenciacion entre un grupo de genotipos

estrechamente relacionado con el fenotipo sintomatico aislado de un grupo diferenciador
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asintomatico y junto a ellos, un grupo con una mezcla de alelos relacionados, que podrian ser

explicados por la recombinacion de P. falciparum en las zonas de estudio.

10.3. Analisis de parametros poblaciones de P. falciparum provenientes de gestantes

con malaria asintomatica y sintomatica

P. falciparum es un paréasito haploide en el ciclo eritrocitico en el humano, donde ocurre la
etapa de reproduccién asexual (62), por lo tanto la presencia de mas de un alelo en un locus
determinado en una muestra individual es indicativa de multiples clones de parasitos lo que
proporciona una medida de la deteccion de infecciones policlonales. Sin embargo, la calidad
y la cantidad de ADN del parasito pueden afectar la sensibilidad para detectar alelos menores
en infecciones policlonales. En teoria, es mas probable que se identifiquen clones menores
en muestras con cantidades mayores de ADN del parasito (51). Por esta razon, y en vista de
las diferentes calidades y cantidades de muestra evaluadas en este estudio, solo se aceptaron
alelos menores si su altura era al menos el 33% de la altura del alelo mayor, un umbral que

se ha aplicado en estudios de genética de poblaciones con marcadores de microsatélites (63).

En este estudio la multiplicidad de la infeccion entre los grupos sintomaticos y asintomaticos
es similar (MOI=1.4 frente a MOI=1.3 p=0.796) e igual resultado para la policlonalidad
(41% frente a 36% p> 0.05). Estos valores indican que las infecciones por P. falciparum del
grupo de gestantes sintomaticas tienden a tener mayor policlonalidad (41%). Sin embargo,
dado el nimero de muestras y microsatélites evaluados esta relacion no fue significativa.
Estudios en Colombia han reportado que las infecciones policlonales son significativamente
mas frecuentes en las infecciones prenatales con fenotipo sintomatico (64). El aumento en el
numero de marcadores examinados tedricamente mejoria nuestra capacidad para detectar

infecciones de clones multiples (65).

La diversidad genética de P. falciparum no exhibi6 una mayor diferencia entre los grupos de
gestantes sintomaticas y asintomaticas (HE = 0.496 frente a 0.538 p = 0.222). Sin embargo,

se encontro una diferencia significativa en la diversidad genética de los parasitos de la region
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de Tumaco con relacién a la de Quibdé (HE= 0.683 frente a 0.579 p=0.012). Los datos que
se consideraron para calcular la diversidad genética de P. falciparum entre los grupos de
gestantes sintomaticas y asintomaticas reunen muestras de dos municipios (Tumaco y
Quibd0), por lo que el calculo de diversidad genética podria estar afectado por la region de
estudio ya que cuando se evalla la diversidad genética de los dos lugares son
significativamente diferentes. Se debe realizar un estudio mas profundo en cada region para

evaluar la dindmica entre los grupos de gestantes en un area especifica.

La comparacion de las distancias genéticas FST de P. falciparum de muestras de gestantes
sintomaéticas y asintomaticas mostr6 una diferenciacion significativa entre los grupos (FST =
0.44184 p <0.05). Estos resultados indicarian una distancia genética significativa entre estos
dos grupos. Sin embargo, se debe considerar que las muestras se tomaron en intervalos de
tiempo cortos y que el calculo se realizd con base en dos regiones que representan la mayoria
de los datos por lo que hay que realizar calculos discriminando cada regién. En algunos
estudios realizados en Colombia comparan la distancia genética de cinco regiones de
Colombia; Amazonas, Buenaventura, Guapi, Tumaco y Quibdo e indican unas distancias
genéticas significativamente diferentes (FST= 0.40-0.70) (66).

La estructura poblacional usando andlisis Bayesiano en el programa STRUCTURE 2.0
demuestra que los datos individuales se pueden asignar a diferentes subpoblaciones con una
considerable confianza, incluso con un nimero limitado de marcadores de microsatélites. En
este estudio la estructura poblacional se ve representada en tres subpoblaciones que se
relacionan segun su genotipo: rojo, verde y azul. El subgrupo uno comparte alelos de los
subgrupos dos y tres, el subgrupo dos no comparte ninguno y el subgrupo tres comparte alelos
en dos muestras. Se evidencia una gran diferencia poblacional en el subgrupo dos (verde)
que son datos del grupo de gestantes asintomaticas y que se agrupan diferencialmente. Hay
que destacar que el lugar de reclutamiento no afecta este resultado ya que los datos hacen

parte de regiones diferentes, (El Bagre, Tumaco y Quibdo).

Estas diferencias dentro de la especie parecen no derivar ni de las diferencias en la

prevalencia de cada especie en el sitio de estudio, ni del uso de un mayor nimero de
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marcadores de microsatélites para caracterizar P. falciparum en estas poblaciones. Es
importante considerar que la fuerte estructura de la poblacion observada en Colombia puede
confundir los anélisis de asociacion porque la estructura de la poblacién puede generar

asociaciones invalidas entre el genotipo y el fenotipo.

En estudios relacionados con la diversidad genética en infecciones por P. falciparum en
gestantes y no gestantes en el noreste de Colombia, se evidencian diferencias en los genotipos
de parasitos asociados con el parto frente a poblaciones no embarazadas (64). Ademas de
este estudio se ha reportado diferencias en la diversidad genética asociada a la parasitemia,
donde existen diferencias en el genotipo de infecciones con alta y baja parasitemia (67). Otros
estudios se han reportado diferencias en el genotipo de los parasitos en poblaciones no
embarazadas relacionadas a la gravedad de la infeccion (68). Por lo que los resultados de
diferencias en la diversidad genética asociadas el fenotipo clinico indicado en este estudio

podria ser explorado.

Estudios epidemioldgicos y moleculares han establecido diferencias en la diversidad genética
relacionadas con la regién y trasmision de la enfermedad; se han encontrado altos niveles de
diversidad genética en regiones con transmision intensa y estable de la malaria (69), por lo
que el andlisis genético de parasitos en diferentes regiones puede dar informacion adicional
sobre la diversidad genética. Hay que evidenciar también el analisis basado en el tiempo, ya
que es importante la dinamica poblacional dentro y fuera de una region determinada. Se
necesitan ain mas estudios epidemioldgicos y moleculares que ayudaran a delinear el vinculo

entre los genotipos de P. falciparum con los fenotipos de la malaria en diferentes regiones.

Dado que el nimero de estudios y marcadores genéticos aplicados a muestras de las regiones
estudiadas en Colombia son muy limitados, se necesitan analisis mas exhaustivos de genética
de poblaciones en los parésitos que causan la malaria en Colombia, ademas los estudios
posteriores que se generen deben permitir suplir las limitaciones de nimero de muestras e

incluir andlisis genéticos con méas microsatélites.
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11. Conclusiones

Se determiné la presencia de alelos de microsatélites Unicos entre los grupos de

gestantes sintomaticas y asintomaticas con una alta frecuencia.

El andlisis de haplotipos revel6 un conjunto de alelos caracteristicos para gestantes

sintomaticas y asintomaticas que no se comparten entre los dos grupos.

Las agrupaciones de muestras basadas en las frecuencias alélicas revelaron tres
grupos genéticamente diferenciados, un grupo con alelos que generan un fenotipo
asintomatico, un grupo con alelos que generan un grupo sintomatico y un grupo que

comparten alelos de los dos fenotipos.

La diversidad genética de P. falciparum no exhibié una mayor diferencia entre los
grupos sintomaticos y asintomaticos. Sin embargo, se sugiere realizar un analisis
intrarregional para determinar asociaciones entre los fenotipos de infeccion y la

diversidad genética del parésito.

Las estructura genética basada en los valores FST de P. falciparum en muestras de
gestantes sintomaticas y asintomaticas mostrd una diferenciacion significativa entre

los grupos, lo que indica diferencias en las subpoblaciones estudiadas.
Los microsatélites estudiados Poly-a, TA1l, TA109, TA87 y P{fPK2 pueden

proporcionar informacion valiosa para discriminar entre las poblaciones de parasitos

gue infectan gestantes en regiones endémicas de Colombia.
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13. Anexos

13.1. Poblacién de estudio, diagndstico clinico y parasitolégico.

13.1.1. Ubicacion geograéfica

El reclutamiento de las participantes en el estudio se realiz6 en los municipios de El Bagre
(Antioquia), Apartadé (Antioquia), Quibdd (Chocd) y Tumaco (Narifio), los cuales son
municipios que estan clasificados como de alto riesgo para malaria con un indice Parasitario
Anual (IPA) mayor a 10 casos por 1000 habitantes (23).

13.1.2. Poblacién de estudio y tamafio de muestra

La poblacién de estudio esta conformada por tres grupos; gestantes que acudieron al control
prenatal, gestantes en los servicios de obstetricia en trabajo de parto y gestantes que acudieron
al servicio de urgencias con sintomatologia de malaria, en los diferentes hospitales locales
de las zonas de estudio, fueron evaluadas por personal de salud, médicos y enfermeras. Son
gestantes residentes de forma permanente en las zonas de estudio, sin sintomas aparentes de
malaria durante las Ultimas 48 horas para el primer y segundo grupo y que desearon participar
del estudio y firmaron el consentimiento informado. El tamafio de muestra de gestantes que
se incluyd, se calculé con la formula de Lwanga y Lemeshow para la estimacion de
proporciones (70), el cual arrojo un resultado de 768 participantes en total para el estudio en

las cuatro ubicaciones geogréficas.

13.1.3. Obtenciodn de las muestras

Las muestras de sangre se obtuvieron por puncién venosa (8 ml), usando tubos al vacio con
heparina sddica como anticoagulante. Previo a la toma de la muestra se realiza procedimiento
de asepsia con alcohol al 70%, con ayuda de torniquete se localiza la vena y se introduce la
aguja desechable. Para la distribucion de la sangre se tomaron 200 pl de sangre y se
distribuyeron en 4 circulos de papel (Whatman # 3), del resto de la sangre se realizo
diagnostico por Gota Gruesa siguiendo las instrucciones de la guia para la atencion clinica

integral de pacientes con malaria en Colombia (24), Prueba de Diagndstico Rapido (PDR)
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(Standard Diagnostics) y Amplificacion Isotérmica de la Polimerasa (LAMP)(kit, de Eiken
Chemical Co).

13.1.4. Pruebas diagnosticas de malaria

Diagnostico microscopico (50 ul de sangre total): Para la deteccion de Plasmodium spp. por
microscopia se realizaron 2 gotas gruesas y un extendido de sangre periférica, estas se
colorearon con Field y Giemsa, respectivamente. El recuento parasitologico se realiz6
contando el nimero de formas asexuales en 200 leucocitos. Antes de considerar una gota
gruesa como negativa, se observaron como minimo 200 campos microscopicos (24). Para el

control de calidad de las lecturas microscépicas, un segundo lector confirmo el diagnéstico.

Prueba rapida para malaria (10 pL de sangre total): Como alternativa diagnostica a la prueba
convencional de diagndstico (gota gruesa), se realizaron pruebas de diagndstico rapido
empleando un kit comercial en formato casette, para determinar la presencia de antigenos de
P. falciparum y/o P. vivax, siguiendo la recomendacion del fabricante.

Diagnostico molecular LAMP: A partir de sangre total (100 uL), se extrajo ADN mediante
ebullicion-centrifugacion a 95°C, por 5 minutos. Las condiciones Optimas para la
amplificacion por este método fueron estandarizadas previo a la aplicaciéon de la prueba.
Brevemente, se usaron 30ul de la muestra en 100uL de volumen de buffer de reaccion y SpL
de la Bst polimerasa, en presencia de cebadores especificos (minimo 4 por reaccion) y SYBR
Green (embebido en cera). La reaccion se llevo a cabo en un bafio maria a 65°C durante 60
minutos manteniendo la temperatura constante, una vez finalizado este paso se calentd el
tubo a 90°C para promover la fusion de la cera y dejar que el SYBR Green intercalara el
ADN, durante 10 minutos. Luego, los tubos fueron expuestos a luz U.V para visualizar la

fluorescencia.
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13.1.5. Alelos de microsatélites generados por la plataforma Vivaxgen.

Muestra Marcador
Poly-aipha TAS7 PfPK2 TA1 TA109
2078 185 113 163 170 164
3024 155 113 163 170 164
3051 195 113 163 170 164
3066 180 101 172 176 200
164
3073 185 113 163 170 164
3090 155 113 163 170 164
3145 150 104 178 176 200
133 164
3150 185 113 163 170 164
3163 150 104 178 176 200
133 164
3211 153 104 172 188 176
3212 150 104 172 176 200
164
31213 153 101 172 188 176
3214 150 101 172 176 200
178 164
3215 153 101 172 188 176
3116 150 104 178 176 164
200
3223 185 113 163 170 164
3237 155 113 163 170 164
6127 150 104 178 176 164
200
7010 153 101 172 188 176
7011 153 101 172 188 176
7018 155 113 163 170 164
7026 150 104 133 176 200
178
7028 150 104 133 188 200
178
7143 153 101 172 188 176
7144 153 101 172 188 215
71658 150 104 178 188 164
200
7241 153 101 172 188 176
7242 153 101 172 188 176
7243 153 101 172 188 176
7154 156 134 148 176 176
128
7256 153 101 172 188 176
176
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13.1.6. Proceso de tamizacion de las gestantes y diagndstico.

Puestos de salud
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L ]
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