Caracterizacion genética de Plasmodium vivax, a partir de aislamientos clinicos de
pacientes de los municipios de Tierralta y Puerto Libertador Cérdoba entre el periodo
2018-2019

Zuluaga- Avendario Shally *'2, Agudelo-Garcia Olga Maria®

Introduccion

La malaria humana es una enfermedad parasitaria que puede ser causada por cinco
especies: Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium
Ovale y, Plasmodium knowlesi. La infeccion se transmite de una persona a otra a través de la
picadura de mosquitos hembras del género Anopheles, las especies que se asocian al mayor
nimero de casos de malaria en el mundo son P. falciparum en los paises de Africa y P.vivax
en Asia y las Américas (1). Esta enfermedad se considera de gran impacto e importancia a
nivel mundial, ya que supone un problema epidemiolégico, social y de salud.

La enfermedad puede cursar tanto con cuadros asintomaticos, como sintomaticos hasta
cuadros mas graves que pueden llevar a la muerte (2). Las caracteristicas clinicas de la
enfermedad van a depender de la especie que causa la infeccion, las caracteristicas genéticas
de los parésitos y el hospedador, la concentracion de parasitos en sangre y el estado
inmunoldgico de la persona (3).

La infeccidon causada por Plasmodium durante la gestacién ha sido reportada como
una causa importante de anemia materna, bajo peso al nacer y partos prematuros, por lo cual
es considerado como un factor de riesgo para la mortalidad y morbilidad tanto materna como
infantil. En Colombia P. vivax es la especie que causa el mayor nimero de casos y ademas en
las mujeres puede causar malaria gestacional y placentaria (4-6).

La infeccién por P. vivax en el mundo se estima que puede estar entre 80-90 millones
de casos por afio, convirtiéndose en la segunda especie con el mayor numero de casos
reportados de malaria (7). En Colombia, la malaria sigue siendo un grave problema de salud
publica, debido a que cerca del 85% del territorio rural se encuentra por debajo de los 1.600
m.s.n.m y presenta condiciones climaticas, geograficas y epidemioldgicas propicias para la
transmision de la enfermedad, estando asi gran parte de la poblacion en area de riesgo (8).

La diversidad genética de P. vivax se ha documentado en estudios basados en los
analisis de algunos genes como el mspl y msp3-alfa (9-11) o algunas proteinas (12-14). En
los ultimos afios también se han utilizado los microsatélites los cuales son secuencias cortas
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polimorfismo consiste en la variacion en el nimero de repeticiones de la secuencia que puede
encontrarse en un individuo y en otro, tienen como caracteristicas que son altamente
polimorficos, selectivamente neutros y abundantes en el genoma. Estos marcadores
moleculares tienen un campo amplio de estudio ya que no solo se han usado a nivel de la
genética poblacional, sino también para identificacion parental, mapeo genético entre otras
(15-17), se ha encontrado como una herramienta para estudiar subpoblaciones en una misma
especie, mirar su evolucion y su diversidad genética.

Entre los afios 2001 y 2003 en cuatro paises India, Tailandia, Laos y Colombia se hizo
un estudio de nueve microsatélites donde se evaluaron los marcadores 1,501, 3,502 y 3,27 en
345 muestras con infeccion para P.vivax, se genotiparon con el fin de contrastar la estructura
genética de P. vivax en los diferentes paises, encontrandose para el microsatélite 1,501 un
rango de tamafo de 76-195 pb, para el 3,502 de 128 a 265 pb y para el 3,27 de 85 a 240 pb.
En cuanto a la diversidad (nimero medio de alelos) fue alta en todos los paises, excepto en el
Amazonas (Colombia) y la heterocigosidad esperada (la probabilidad de que dos alelos
seleccionados al azar de una poblacion sean diferentes) fue alta en todos los paises, los alelos
que se encontraron fueron 20-28 alelos en el locus 3, 27, de 10-15 alelos en el locus 1,501, y
7-14 alelos en el locus 3,502 (18).

En cuanto a Colombia tenemos que estos marcadores han sido evaluados en grupos
poblacionales diferentes incluyendo gestantes, donde encontraron alelos exclusivos de este
grupo de estudio, se encontré alta diversidad genética ya que encontraron diferentes nimeros
de alelos por marcador, ademéas cuando evaluaron la heterocigosidad esperada como otra
medida de diversidad genética obtuvieron un valor mayor al 50% en cada uno de los
microsatélites evaluados (6).

Todos estos estudios han documentado la alta variabilidad genética de P. vivax por
medio de los microsatélites incluyendo el microsatélite 1,501-3,502 y 3,27, sin embargo, la
comparacion de la diversidad genética de los marcadores puede diferir entre los lugares de
investigacion la extrapolacion de la informacion se hace complicado, ya que la diversidad
puede depender de los marcadores evaluados, de la dinamica de la poblacién de estudio en
cuanto a la carga parasitaria, sistema inmune e incluso de la técnica empleada, las mismas
condiciones ecologicas para el desarrollo del vector del parésito entre otros factores que
pueden influir.

En Colombia aun son pocos los estudios que tenemos de la variabilidad genética de P.
vivax, especialmente en poblacion gestante, siendo este un grupo descrito con mayor
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producto de la gestacion, es por esto que el estudio genético de las poblaciones parasitarias
que circulan en nuestras regiones es importante seguir investigandolo, con el propdsito de
mejorar estrategias de control que sean mas eficaces, basadas en la vigilancia de la
variabilidad genética, usando herramientas moleculares y enfoques de epidemiologia
molecular. Por eso, en este trabajo se propuso caracterizar genéticamente aislamientos
clinicos de P. vivax obtenidos a partir de pacientes gestantes y no gestantes de dos municipios
de Cordoba, empleando como marcadores moleculares para la genotipificacion 3

microsatélites que han sido estudiados previamente.

Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio descriptivo transversal, donde se caracteriz6 la diversidad
genética de aislamientos clinicos de P. vivax en poblacién gestante y no gestante, empleando
para la genotipificacion tres microsatélites.
Sitio de estudio

Este estudio se realizd en poblacion gestante y no gestante atendida en los hospitales
de los municipios de Tierralta y Puerto Libertador ambos ubicados en el departamento de
Cordoba, entre los afios 2018 y 2019. Estos municipios hacen parte de la region denominada
Uraba-Altos Sinu y San Jorge-Bajo Cauca, la cual representa cerca del 60% de los casos en
Colombia con una transmision alta y estable (19).
Poblacion y muestra

Este estudio incluyé 15 gestantes y 15 no residentes del municipio de Tierralta y
Puerto Libertador Cérdoba, quienes acudieron al puesto de diagnéstico de los municipios y
fueron positivos para malaria por P. vivax mediante gota gruesa y posteriormente confirmadas
por PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) en sangre periférica.
Criterios de inclusion y exclusion

Como criterios de inclusion se consideraron que los participantes del estudio debian
ser residentes permanentes de las zonas endémicas de malaria, que fueran diagnosticadas con
infeccion maléarica Unica por P. vivax, ausencia de signos de peligro o signos de malaria grave
segun los criterios adoptados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y que no
estuvieran recibiendo ningun tipo de tratamiento antimalarico a la hora de ingresar al estudio.
Para la inclusion se verifico la informacion diligenciada e indagando al paciente nuevamente
sobre su lugar de residencia, manifestaciones clinicas y tratamiento.

El dnico criterio de exclusidn que se tenia era que el participante rechazara firmar el

consentimiento informado.



Recoleccion de los datos

A los participantes se les presentd el consentimiento informado donde se les explico
las condiciones para el estudio, luego de que aceptaron y firmaron se diligencié un formulario
codificado y estandarizado el cual ya habia sido sometido a evaluacion en estudios previos,
dicho formulario contaba con preguntas dicotdmicas, politdmicas y abiertas con las cuales se
pretendia indagar sobre las variables demogréficas, antecedentes de exposicion a la malaria y
todos los signos y sintomas que presentaban cada uno de los participantes. El
diligenciamiento se desarroll6 de forma individual con el acompafiamiento de personal
entrenado en caso de presentarse alguna duda.

Procesamiento de las muestras

Se obtuvieron muestras de venopuncion en tubo EDTA con las cuales se realizaron
placas de gota gruesa y extendido de sangre periférica, para la determinacién de la especie y
la parasitemia. También se tomaron muestras en papel filtro whatman N° 3 para la extraccion
de DNA de sangre periférica, todas las muestras se enviaron al laboratorio de Salud y
Comunidad en Medellin, los papeles de filtro se guardaron en bolsas plasticas y se
almacenaron a -4°C para lograr su conservacion.

Pruebas para el diagnéstico de malaria

Las ldminas de gota gruesa fueron leidas por microscopistas entrenados, la densidad
parasitaria se determind contando el nimero de paréasitos en 200 leucocitos, con base en un
recuento promedio de 8000 leucocitos/ uL de sangre (20).

Para el diagnéstico por qPCR, se utiliz6 el DNA extraido previamente por el método
de Chelex-saponina (21) descrito en el protocolo PO-3216-SC-02 version 01 del grupo Salud
y Comunidad.

Para la amplificacion de los acidos nucleicos del paréasito se usé el protocolo de gPCR
estandarizado por nuestros colaboradores en Alberta, Canada (22), que corresponde a un
ensayo Tagman. Para todas las reacciones de PCR se usé un equipo ABI 7500 FAST con las
condiciones universales de ciclaje (95°C por 15 seg, 60°C por 1 min). EIl volumen final de
reaccion fue de 25 pL, con 12,5 pL de master mix universal Tagman (Applied Biosystems) y
5 uL de ADN molde. Las muestras con un valor de Ct menor a 45 se analizaron en una nueva
gPCR para determinar que la especie fuera P. vivax. La lista de los cebadores y las sondas se
presenta en la (Tabla 1).

Caracterizacion molecular
Con el DNA obtenido por el método de Chelex-Saponina, se realiz6 gPCR para
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infeccion Unica por P. vivax , se analizaron los microsatélites 1,501, 3,502 y 3,27 mediante
PCR anidada, donde se utilizaron cebadores especificos para cada uno de ellos; los cuales se
encontraban previamente reportados en la literatura (23) (Tabla 2). La reaccion de la PCR se
realizd con un volumen final de 20 uL, la cual contenia un buffer 1x, el MgCI2 estaba a una
concentracion de 3,5mM para los microsatélites 1,502 y 3,502 y 3 mM para el microsatélite
3,27; los dNTPs se usaron a 200 uM, de cada cebador 0,25 uM y de la Taqg polimerasa
HotStar 0,075Ul/uL. Para la primera reaccion se utilizaron 3 uL de DNA, luego se utiliz6 1
uL del producto de la primera PCR para la segunda amplificacion. EI programa de los ciclos
fue el siguiente: paso 1 desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 min, paso 2
desnaturalizacion 95°C por 1 min, paso 3 alineamiento 58°C durante 1 min, paso 4 extension
a 72°C por 1 min, paso 5 la extension final a 72°C durante 5 min, y el paso final a 4°C. Los
pasos 2 al 4 se repiten durante 30 ciclos.

Los andlisis de PCR se realizaron en un termociclador Biometric, los productos de la
PCR se almacenaron a 4°C protegidos de la luz, después se hizo electroforesis capilar en un
analizador genético utilizando LI1Z 600 como estandar interno de tamafio. Los resultados se
analizaron por medio del software GeneMapper (Applied Biosystems version 1.5), los
electroferogramas también se analizaron visualmente, los picos por encima de 1000 UFR
(unidades relativas de fluorescencias) se consideraron como verdaderos productos de
amplificacion. Se considerd la presencia de multiples alelos cuando en un locus se observo
méas de un pico y la altura del pico menor supera al menos 33% de la altura del pico
predominante (10). Los alelos se agruparon manualmente en funcion de su longitud de
repeticiones, 7pb para el microsatélite 1,501, 8pb para el microsatélite 3,502 y 4 pb el
microsatélite 3,27. Posteriormente, empleando el software GenAlEx se obtuvieron las
frecuencias alélicas, haplotipicas y los valores de heterocigosidad esperada para cada
microsatélite evaluado en los grupos de estudio.
Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados usando el programa estadistico SPSS y Excel como
herramienta para el disefio de gréaficos tablas entre otros. Se aplic6 un andlisis univariado
mediante la estimacion de frecuencias absolutas y relativas para las variables cualitativas y
medidas de resumen como mediana, rango intercuartilico, percentiles para las cuantitativas,
dependiendo de la prueba de normalidad de los datos la prueba de Shapiro Wilk.

Las variables sociodemogréficas se consideraran como independientes y asumieron los
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femenino), edad (numérica), lugar de procedencia, las variables clinicas también asumieron su
categoria seguin ausencia o presencia.

La diferencia de medianas en una variable cuantitativa para dos grupos independientes
se evalué con la prueba no paramétrica U de Mann Whitney. Las decisiones sobre
significancia estadistica se tomaron con una probabilidad del 5% (p<0.05).

Para el analisis de diversidad genética de los aislamientos caracterizados
genéticamente con los tres microsatelites, se empled el software GenAlEX 6.5 (24) para
obtener las frecuencias alélicas, haplotipicas y los valores de heterocigosidad esperada (He)
para cada microsatélite evaluado en los grupos de estudio. Ademads, toda la estadistica
descriptiva de los datos obtenidos se procesé y analizé con SPSS.

Resultados
Caracteristicas generales de la poblacion gestante y no gestante

El grupo de las gestantes estaba conformado por 15 mujeres, donde la mediana de la
edad fue 21 afios (rango de 18 a 23), se encontrd que 5 (33,3 %) estaban en el primer trimestre
de embarazo, 2 (13,3 %) en el segundo trimestre y 8 (53,4) % en el tercero. Las 15 mujeres
fueron diagnosticadas por medio de gota gruesa y confirmado su diagnéstico por la técnica de
gPCR.

De las gestantes evaluadas se encontrd de acuerdo a la paridad que el 33% (5/15) eran
primiparas, el 33% (5/15) eran secundiparas y 7 % (1/15) eran multiparas, el resto de
porcentaje 27% (4/15) de mujeres no respondieron, en cuanto a los episodios de aborto y
mortinato no refieren haberlo presentado, también se evalud el peso al nacer de los bebés
productos de gestaciones con infeccidn, el cual tuvo una mediana de 3000 g (con un rango de
2765-3522 g). En cuanto al nivel de hemoglobina encontrado fue de 10 g/dL (con un rango de
9-10,7 g/dL), la anemia se evidencio6 independiente del nimero de partos registrados por cada
una de las mujeres embarazadas. Las caracteristicas de la poblacion gestante se resumen en la
(Tabla 3).

La edad en el grupo de no gestantes fue de 28 afios, (rango de 18 a 39), se observa que
fue mayor respecto al grupo de gestantes, de la misma manera fueron diagnosticados por gota
gruesa y confirmada la infeccion por medio de gPCR.

El nivel de infeccidn cuantificado por gota gruesa (parasitos / uL de sangre) para el
grupo de gestantes de 5080 parasitos/ pL. de sangre siendo mayor que la mediana del grupo de
poblacion no gestantes con 2780 parasitos/ uL de sangre. En cuanto al tiempo de residencia

se encontro que la poblacion gestante ha vivido en esas zonas maléaricas hace 3 afios con un



rango entre 1 a 7 afios y la poblacion no gestante ha vivido cerca de 1 afio y medio en ese
lugar con rango de 2 meses a 17 afios. En cuanto a los casos de infeccion malérica se obtuvo
en ambos grupos han sufrido como minimo un ataque de infeccién en su vida (Tabla 4). La
gran mayoria de la poblacién del estudio son residentes de la zona rural y pertenecen al
régimen de salud subsidiado.

No se encontrd diferencia estadisticamente significativa entre la edad, parasitemia,
tiempo de residencia y el nimero de veces que les ha dado malaria entre ambos grupos de
estudios (gestante y no gestante).

Con relacion a las manifestaciones clinicas se encontrd que de las 15 gestantes 54%
(8/15) presentaron la triada (fiebre, sudoracion, escalofrios), cefalea 87% (13/15), nauseas
27% (4/15), dolor osteomuscular 67% (10/15), 40% dolor abdominal (6/15) y astenia 60%
(9/15), en el grupo de la poblacion no gestantes se registraron mas personas con la triada 80%
(12/15), igual proporcion de no gestantes en comparacion con las gestantes refirieron
presentar cefalea 87% (13/15) y dolor osteomuscular 67% (10/15), nauseas 47% (7/15) y
dolor abdominal 47% (7/15) y ninguno refirio astenia (Grafico 1).

Diversidad genética de Plasmodium vivax

El éxito del genotipado para cada marcador vario entre el 93% a 100% para muestras
de gestantes y no gestantes. En el grupo de gestantes en 1 sola muestra no se logré amplificar
un marcador, en cuanto al nivel de infeccion Plasmodial en esta muestra se tenia que era
mucho menor al compararlo con los de las otras muestras. En el grupo de no gestantes se
obtuvo amplificacion de los 3 marcadores en las 15 muestras evaluadas, los niveles de
parasitemia eran muy similares entre ellos.

En la diversidad genética para P. vivax se encontr6 que, en cuanto al nimero de alelos
observados por grupo de estudio, en las gestantes hay una mayor variabilidad en el
microsatélite 3,27 ya que se encontraronl13 alelos diferentes, ya en los microsatélites 1,501 y
3,502 se encontraron igual nimero de alelos siendo menos variables.

Para el grupo de no gestantes el microsatélite mas variable fue el 1,501 encontrandose
8 alelos diferentes, seguido del microsatélite 3,27 con 7 alelos y finalmente el 3,502 con 5
alelos diferentes, considerandose este ultimo el menos variable en dicho grupo de estudio. El
numero de alelos diferentes detectados en el grupo de las gestantes varié de 5a 13 y en las no
gestantes de 5 a 8. En cuanto a las infecciones policlonales fueron mas comunes en el grupo
de no gestantes (Tabla 5).

Cuando se compard el alelo predominante de cada marcador molecular en los grupos

de estudios, se encontré que tanto gestantes como no gestantes compartieron el mismo alelo



para el microsatélite 3,502, mientras que para el microsatélite 1,501 y el microsatélite 3,27 se
encontraron alelos predominantes de diferentes tamafos (Tabla 5).

Para seguir explorando los datos de diversidad obtenidos con la frecuencia alélica y la
distribucion alélica para los 3 microsatélites en cada uno de los grupos evaluados calculamos
la heterocigosidad esperada (He), esta medida permite establecer la probabilidad de que dos
clones seleccionados al azar de una poblacion presenten alelos diferentes. En nuestro estudio
se observaron altos valores de He, donde en el grupo de gestantes vario entre 80% y 90%
destacando la He mas alta para el microsatélite 3,27 y en el grupo de no gestantes la He vario
entre 79% y 86% (Tabla 5).

También se buscaron los haplotipos los cuales son las combinaciones de los diferentes
alelos encontrados en cada marcador, donde se encontraron en total 10 haplotipos para los 3
marcadores de P. vivax evaluados, de los cuales se encontré que 6 haplotipos que no se
comparten entre los dos grupos de estudio y 4 haplotipos se repiten en al menos 2 muestras.
En las gestantes el haplotipo que mas predominé fue el H1 y en el grupo de no gestantes el
H5, también se encontré que el H9 y H10 fueron haplotipos encontrados solo en el grupo de

no gestantes y H2, H4, H6 Y H7 fueron encontrados s6lo en las gestantes (Tabla 6)

Discusion

La diversidad genética parasitaria afecta los desenlaces clinicos de la malaria, la
respuesta a los antimalaricos y el desarrollo de la inmunidad naturalmente adquirida o
inducida por vacunas. Por ello, se han estado destinando herramientas que ayuden a entender
la biologia, la genética y la epidemiologia de los parésitos del género Plasmodium. Dentro de
los estudios de epidemiologia molecular en este campo se destacan los marcadores
moleculares, especialmente los microsatélites, los cuales debido a su neutralidad de presion de
seleccién y a su alto polimorfismo se han convertido en una buena herramienta para investigar
la diversidad, la historia evolutiva y la multiplicidad de las infecciones causadas por estos
parésitos (17, 23, 25). Este estudio tuvo como objetivo caracterizar la diversidad genética de
aislamientos clinicos de P. vivax en muestras de sangre periférica obtenidas de poblacion
gestante y no gestante en dos municipios de Cérdoba, mediante el analisis de tres marcadores
moleculares previamente reportados en otras investigaciones donde han descrito una alta
diversidad genética de P. vivax en el mismo tipo de aislamientos (6, 10, 26, 27).

Este estudio evalud algunas complicaciones que se han descrito durante el embarazo
asociado a malaria. Se observé aqui que las gestantes tenian anemia; hallazgo que concuerda

con lo reportado en otras investigaciones (5, 28). Aunque la anemia en las gestantes puede



estar presente de manera fisioldgica, y por condiciones nutricionales de las gestantes en estas
regiones, en muchos estudios se ha confirmado la contribucion que la infeccion malérica tiene
sobre los niveles de hemoglobina maternos, generando un riesgo, tanto para la gestante como
el producto de la gestacion. A pesar que en nuestro estudio no encontramos bajo peso al nacer
(<25009); pudimos observar que en los bebes producto de gestaciones con infeccion, el peso
al nacer estaba disminuido respecto a reportes que han hecho donde han evaluado pesos de
bebes nacidos de mujeres no infectadas. Estudios realizados en Tailandia, India y Asia
describieron como frecuentes la anemia y el bajo peso al nacer (5, 29, 30). Sin embargo, no
encontramos estudios que relacionen la presentacion de anemia y bajo peso al nacer u otras
complicaciones durante la gestacion con genotipos parasitarios exclusivos. Con los resultados
de este trabajo, tampoco fue posible explorar asociaciones entre la genética del parasito y los
desenlaces del embarazo, dado el numero limitado de muestras.

En este trabajo ademas se encontraron diferentes manifestaciones clinicas, las cuales
son muy similares entre los grupos gestante y no gestante. Estos resultados concuerdan con
otros autores gque describen las mismas manifestaciones clinicas durante la infeccién malarica
(31). A pesar de estos hallazgos no encontramos estudios previos donde hayan reportado una
asociacion entre genotipos especificos del parasito con las manifestaciones clinicas. De
acuerdo con los resultados que obtuvimos no se logrd hacer ninguna asociacion ya que las
manifestaciones clinicas encontradas son muy similares entre los dos grupos de estudio,
tampoco se relaciond la presencia de algin genotipo como el causante del sintoma ya que el
estudio contaba con un nimero de muestras pequefio. Es importante tener en cuenta que las
manifestaciones pueden estar influenciadas por factores como el estado inmunoldgico de la
persona, la carga parasitaria, la especie causante de la infeccion y la exposicién (32-35).

Se ha descrito que el grado de exposicion genera mas posibilidad de sufrir la infeccion
maldrica, en este estudio encontramos que cerca del 73% (22/30) de las gestantes y no
gestante residian en la zona rural, estando asi altamente expuestos a la malaria, el 63% (19/30)
de los participantes tenian antecedentes de infeccion en algin momento de su vida. En este
estudio no se evalu6 si los genotipos parasitarios que circulan en la zona rural son iguales a
los que circulan en zona urbana.

Lo que se conoce hasta ahora es que la infeccion malérica durante la gestacion se
asocia con alto riesgo de morbimortalidad materno-infantil, se reconoce que las mujeres
durante la gestacién se da una alteracion del balance de la respuesta inmune, asociandose esto
con una menor eficacia en la eliminacion de los paréasitos de la malaria, también se asocia con

complicaciones graves de la enfermedad (4).



Estudios sobre la diversidad genética plasmodial plantean que el alto nimero de
presentaciones alélicas observadas por locus y el alto valor de heterocigosidad esperada
indican que los parasitos circulantes de P. vivax ponen de manifiesto la complejidad
molecular de la infecciones causadas por esta especie, aunque los valores encontrados en
dichos estudios no arrojaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
gestante y no gestante (27).

En nuestro estudio intentamos investigar si los aislados de P. vivax obtenidos de
mujeres gestantes infectadas podrian mostrar caracteristicas genotipicas diferentes en
comparacion con las mujeres no gestantes. Los resultados de nuestro estudio demuestran que
el nimero de alelos encontrados por marcador fue alto para ambos grupos de estudio, al igual
que cuando se compararon todas las muestras se encontrd una mayor proporcion de alelos en
el grupo de gestantes, lo cual concuerda con estudios que se han hecho en Tailandia y
Myanmar en los mismos grupos (17). También se observaron altos valores de heterocigosidad
esperada (He) en ambos grupos gestante y no gestante para los tres microsatélites estudiados,
es de destacar que el microsatélite 3,27 en la poblacion gestante presento la He mas alta
(He=0,90) en comparacién con la hallada para el grupo de no gestantes (He=0,84), lo cual
puede inferir que la variabilidad genética de los aislamientos clinicos de las gestantes es alta
en comparacion con las no gestantes, junto con las frecuencias alélicas encontradas se observa
la complejidad de las dinamicas de las infecciones en las diferentes poblaciones.

En este trabajo también se calcularon las frecuencias de las infecciones policlonales,
como una medida de la complejidad de la infeccion, en términos genéticos y de la variabilidad
genética de los clones que circulan alrededor de una poblacién. Se observo que fue mayor el
namero de clones encontrados en el grupo de no gestantes, aunque con estos resultados no se
logrd establecer una diferencia estadisticamente significativa. Hay autores que plantean que
los niveles de parasitemia estan asociados con una forma directamente proporcional con la
presentacion de mas o menos clones, en este caso el grupo de no gestantes tenian un nivel de
parasitemia mas bajo respecto al grupo de gestantes y aun asi se detectaron méas clones (36,
37). Estos resultados contradicen lo reportado en otros estudios donde han encontrado
asociacion entre los niveles bajos de parasitemia y menor cantidad de clones detectados, el
hallazgo anterior puede explicarse por el tamafo de la muestra donde algunos valores de las
parasitemias aberrantes pudieron direccionar los resultados.

Otro aspecto importante de este de este estudio fue la combinacion de los diferentes
alelos (haplotipos) encontrados para los 3 marcadores. Encontramos 10 haplotipos en total,

donde 6 no se repetian entre las gestantes y no gestantes y 4 se compartieron en al menos dos



muestras de ambos grupos, a pesar que no encontramos otros estudios donde describieran
estos haplotipos ni su asociacion con algin grupo de estudio en particular, si observamos con
nuestros resultados que algunos haplotipos eran exclusivos de gestantes y otros de no
gestantes, aunque no podemos hacer una asociacion directa de estos resultados entre la
presentacion del haplotipo y el grupo de estudio debido a que la investigacidn se hizo con un
namero pequefio de muestras (n), se pensaria que al aumentar el (n) podriamos obtener una
mejor vision de los resultados.

Lo que se ha descrito es que la diversidad es una estrategia de las especies sometidas
constantemente a la presion del sistema inmune y de los medicamentos, una estrategia con la
cual buscan su supervivencia es aumentando sus tasas de diversidad genética, con esas
variaciones estan mostrando que se estan adaptando (38).

Los resultados de nuestro estudio demuestran que P. vivax tiene una alta diversidad,
un alto grado de potencial evolutivo, lo que puede permitirle adaptarse rapidamente a los
cambios ambientales, a las nuevas estrategias e intervenciones contra la malaria, es por eso
que estudios que contribuyan a entender la estructura genética de los parasitos de la malaria,
se hace esencial para el mejoramiento y la creacion de nuevas politicas de salud publica y
para disminuir la resistencia acelerada a los medicamentos (39). Para fortalecer estos
hallazgos se hace relevante la evaluacion de estos marcadores genéticos en las diferentes
regiones endémicas del pais, por grupos de estudio y en diferentes periodos de tiempo para asi
desarrollar una mejor interpretacion de la dindmica del parasito y sus genotipos entre los
diferentes grupos de estudio, hacer asociaciones entre los desenlaces clinicos de la malaria, la
respuesta al tratamiento entre otros.

Una limitacion importante del estudio fue la cantidad de muestras que se evaluaron, y
que so6lo evaluamos un periodo de tiempo, sin embargo estos resultados permiten hacer un
acercamiento a la comprensién de la diversidad genética de P. vivax entre las gestantes y no
gestantes de una zona endémica, suma al conocimiento sobre la epidemiologia de P.vivax y
puede servir como datos de referencia para poblaciones de alta endemicidad, los parametros
moleculares establecidos como las frecuencias alélicas, la heterocigosidad, la multiplicidad de
infecciones podrian ser Gtiles en el monitoreo de intervenciones, control y vigilancia.
Conclusiones
e Los hallazgos de este estudio confirman la utilidad del analisis de los microsatélites como

una herramienta genética para investigar las estructuras poblacionales de P. vivax.



e El uso de herramientas moleculares y la implementacion de marcadores moleculares como
los microsatélites permiten un mayor acercamiento a la genética y al comportamiento del
parasito en un area determinada.

e P. vivax presenta una alta diversidad genética en el grupo de gestantes, lo que puede

reflejar la complejidad y la mayor susceptibilidad a la infeccion.
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Tabla 1: secuencia de cebadores y sondas usadas para el diagnéstico molecular de la

infeccion por Plasmodium vivax

Secuenciade5 a3

F: GTTAAGGGAGTGAAGACGATCAGA

Plasmodium |R: CTTACTTCTACGTGCCCACT

spp P: FAM-ACCGTCGTAATCTTAACCATAAACTATGCCGACTAG-TAMRA

F: CCGACTAGGCTTTGGATGAAAGATTTTA

Plasmodium |R: AACCCAAAGACTTTGATTTCTCATAA

vivax P: TAMRA-AGCAATCTAAGAATAAACTCCGAAGAGAAAATTCT-BHQ2

Tabla 2: secuencia de cebadores y sondas usadas para los microsatélites de Plasmodium vivax

Microsatélites Secuencia5 a3’

F: (Primera PCR): TCCTGTAACTCCTGCTCTGT
R: CTTACTTCTACGTGCCCACT
1,502 F:(Segunda PCR) NED-AATTGTAGTTCAGCCCATTG

F:(Primera PCR): CCATGGACAACGGGTTAG
R: TCCTACTCAGGGGGAATACT
3,502 F:(Segunda PCR) FAM-GTGGACCGATGGACCTAT

F: (Primera PCR): TTTTTCAACTTGCTGCCCCCTG
R: CGTCATCGTCATTGCTCTGGAG
3,27 F:(Segunda PCR): FAM-GGACATTCCAAATGTATGTGCAGTCG




Tabla 3: caracteristicas generales de las gestantes participantes en este estudio

Gestante (n=15)

Parametros Mediana (RIC)
Semanas de gestacion 28 (12-31)
Niveles de hemoglobina (g/dL) 10 (9-10,7)

Peso del bebé (g) 3000 (2765-3522)
Gestaciones 2 (1-3)

Partos 1(1-2)

Tabla 4: caracteristicas generales de los grupos de estudio gestantes y no gestantes

Grupo de estudio

Gestante n=15 No gestante n=15
Valor de
Caracteristicas Mediana (RIC) p*
Edad (afios) 21(18-23) 28 (18-39) 0,23
Parasitemia/uL de sangre 5080 (2600-10800) |2780 (1346-4673) 0,07
Tiempo de residencia (Meses) 36 (12-84) 18 (2-204) 0,65
# Veces que le ha dado malaria 2 (1-2) 2 (1-2) 0,74

*Significacion estadistica (p<0,05) en la prueba no paramétrica de Mann-Whitney para

Los dos grupos



Tabla 5: comparacién de la diversidad genética de cada microsatélite, de acuerdo al grupo de
estudio gestante y no gestante

Gestantes (n=15)

1,501 3,502 3,27
% de éxito en la amplificacion 100% 100% 93
# de alelos encontrados 5 5 13
Alelo predominante (pb) 105 136 340
% de muestras policlonales 0 6,6 (1) 6,6 (1)
Heterocigosidad esperada (He ) 0,80 0,80 0,90

No gestantes (n=15)

1,501 3,502 3,27
% de éxito en la amplificacion 15 15 15
# de alelos encontrados 8 5 7
Alelo predominante (pb) 98 136 364
% de muestras policlonales 20(3) 13,3 (2) 6,6 (1)

Heterocigosidad esperada (He) 0,86 0,79 0,84




Tabla 6: haplotipos encontrados para los marcadores

Haplotipos Grupos de estudio
# 1,501-3,502,3,27 Gestante No Gestante
H1 105-136-340 3 1
H2 105-144-332 1 0
H3 119-160-288 1 3
H4 105-136-60 1 0
H5 98-136-364 2 5
H6 105-128-312 1 0
H7 84-128-316 1 0
H8 84-128-300 1 1
H9 84-136-336 0 1
H10 98-128-300 0 1

Graéfico 1: manifestaciones clinicas generales de la poblacidn gestante y no gestante

Manifestaciones clinicas generales de la poblacion de estudio

Astenia [ t—)
Dolor abdominal (bt
Dolor osteo-muscular (Sl — 10 |
Nauseas |l
Cefalen e e 1 13 i
Triada (Et— 12 i

0 5 10 15 20 25 30
Frecuencias de personas que presentan la manifestacion

Manifestaciones clinicas

M Gestante (n=15) M No gestante (n=15)

Frecuencia de las manifestaciones clinicas de acuerdo al grupo de estudio, las gestantes
reportaron todos los sintomas, la triada corresponde aquellos que presentaron

simultaneamente fiebre, escalofrios y sudoracion.
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