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Introducciéon.  Plasmodium falciparum es un pardsito altamente polimorfico, lo cual le permite
evadir la respuesta inmune del hospedero, diseminar la resistencia a medicamentos y favorecer
la transmision.

Objetivos. Analizar la diversidad genética de las poblaciones de P. falciparum en muestras de
cuatro zonas endémicas de malaria en Colombia.

Materiales y métodos. Se incluyeron muestras de sangre recolectadas en papel de filtro de
123 pacientes con malaria no complicada por P. falciparum durante los afios 2002 a 2004; la
genotipificacion se realizd mediante reaccion en cadena de la polimerasa con iniciadores
especificos para los marcadores moleculares de la regién polimérfica del bloque 2 del gen
msply del coddon 108 de dhffr.

Resultados. En el bloque 2 del gen msp1 se detect6 MAD20 en 95,9% (118/123; IC 95%: 90,8
a 98,7), K1 en 6,5% (8/123; IC 95%: 2,8 a 12,4) y RO33 en 2,4% (3/123; IC 95%: 0,5 a 6,9) de
las muestras. Para el gen dhfr, el alotipo mutante N108 se detect6 en todas las muestras
analizadas y el alotipo T108 en 3,2% (4/123; IC 95%: 0,9 a 8,1); el alotipo silvestre S108 se
encontrd en 34,1% (42/123; IC 95%: 25,8 a 43,2). Al combinar los resultados de ambos genes,
el 61,8% (76/123; IC 95%: 52,6 a 70,4) de las muestras correspondieron a infecciones simples
y el 38,2% (47/123; IC 95%: 29,6 a 47,4) a infecciones mixtas, siendo MAD20/N108-S108 la
combinacion més frecuente entre estas Ultimas (30,1%).

Conclusiones. Las infecciones simples, o sea, la presencia de un solo alelo en cada uno de
los genes, predominaron en las muestras estudiadas; las poblaciones de parasitos analizadas
fueron muy homogéneas en su composicidon genética.

Palabras clave: Plasmodium falciparum, PCR, variacion (genética), polimorfismo (genética),
Colombia.

Genotyping of the Plasmodium falciparum mspl  (block 2) and dhfr (codon 108) genes in
field samples collected in four endemic Colombian localities

Introduction. Plasmodium falciparum is a highly polymorphic parasite, which allows it to evade
the host’s immune response, spread drug resistance and favours transmission. Objectives. To
analyse the genetic diversity of P. falciparum populations in samples from four endemic localities
in Colombia.

Materials and methods. 123 blood samples were collected on filter paper from patients with
non-complicated P. falciparum malaria during 2002 to 2004. The samples were genotyped
using polymerase chain reaction with specific primers for the polymorphic region of block 2 of
the msp1 gene and the 108 codon of the dhfr gene.

Results. In mspl block 2, 95.9% (118/123; 95% CI: 90.8-98.7) of the samples harboured
MADZ20; 6.5% K1 (8/123; 95% CI: 2.8-12.4) and 2.4% RO33 (3/123; 95% CI: 0.5-6.9). For the
dhfr gene the mutant allele N 108 was found in all the samples amplified, T 108 in 3.2 % and the

101



GUERRA A.P., KNUDSON A., NICHOLLS R.S., et al

Biomédica 2006;26:101-12

wild type S 108 in 34.1%. Taking together all the results from both genes, 61.8% (76/123; 95%
Cl: 52.6-70.4) of the samples were simple infections and 38.2% (47/123; 95% CI: 29.6-47.4)
were mixed infections. MAD20/N108-S108 (30.1%) was the most frequent combination among

the latter.
Conclusions.

Simple infections, i.e, a single allelic type in each one of the genes studied,

prevailed among the circulating parasite populations. In this study the genetic composition of P.
falciparum parasite populations was very homogeneous.

Keywords:
Colombia.

La malaria es la infeccién parasitaria mas
importante en el mundo y es considerada como
el reto méas grande que enfrentan los paises del
tercer mundo en el campo de salud publica. Se
estima que cada afio se presentan 300 millones
de casos clinicos y entre 0,7 y 2,7 millones de
muertes (1,2). Aunque hay cuatro especies del
género Plasmodium que infectan a los seres
humanos, casi todas las muertes y gran proporcién
de la morbilidad se deben a Plasmodium
falciparum (3,4). En Colombia, la malaria
representa un importante problema de salud
publica en el 85% del territorio nacional y se estima
que entre 18 y 24 millones de personas habitan
zonas con riesgo de transmision (5). De acuerdo
con el Ministerio de la Proteccion Social, en
Colombia se presentan aproximadamente entre
150.000 y 200.000 casos de malaria al afio (6).

Las poblaciones naturales de P. falciparum son
extraordinariamente diversas, lo cual favorece la
transmision de la infeccion, el aumento del riesgo
de desarrollar patologia grave, ya que permite que
el parasito evada la respuesta inmune del
hospedero, y la dispersion de resistencia a los
medicamentos antimalaricos (7). Esta gran
diversidad genética de las poblaciones de
parasitos circulantes parece tener relacion directa
con la multiplicidad de la infeccién, la dinamica
de las infecciones en el tiempo, la endemicidad
de la malaria y la adquisicién natural de inmunidad
contra la enfermedad (8). Por consiguiente,
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conocer la estructura y dinamica de las
poblaciones circulantes de parasitos en una region
es importante, ya que puede facilitar la eleccion
de estrategias de control mas adecuadas (8).

El gen que codifica para la proteina 1 de superficie
del merozoito (msp1) ha sido ampliamente utilizado
para determinar la diversidad genética y geogréfica
de poblaciones de P. falciparum (9,10). La
secuencia de msp1 ha sido dividida en 17 bloques
de acuerdo con los niveles de divergencia inter-
alélica, y la mayoria de la variacion encontrada
es dimdrfica. Las secuencias pueden ser
agrupadas en dos familias alélicas denominadas
K1y MAD20, las cuales contienen repeticiones
de tripéptidos degenerados. El bloque 2 representa
una excepcion de ese dimorfismo, ya que presenta
un alelo adicional no repetitivo denominado RO33
(112). Los rearreglos en el bloque 2 de msply, por
tanto, la diversidad de este gen, pueden ser
generados por recombinacion genética durante la
reproduccion sexual que se lleva a cabo en el
vector (12), o por deslizamiento de cadenas
(strand-slippage) durante la reproduccion asexual
de los parasitos; esta ultima es menos frecuente
(13, 14).

En la posicién 108 del gen dhfr que codifica para
la enzima dihidrofolato reductasa, se pueden
presentar tres formas alélicas que corresponden
al tipo silvestre serina (S), al tipo mutante
asparagina (N) y al tipo mutante treonina (T) (15);
aunque este polimorfismo esta asociado con
resistencia a pirimetamina y cicloguanil, en este
trabajo se utiliz6 como marcador genético para el
estudio de la diversidad de las poblaciones de
parasitos.

En areas con intensa transmisiéon de malaria
(como algunas regiones de Africa) se han
observado altas tasas de recombinacién meiética
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y un gran namero de clones genéticamente
distintos (16), mientras que en areas con
transmisién baja, como Brasil, o intermedia, como
Vietnam, la generacidon de nuevos alelos es
menos dinamica y esta mas relacionada con
eventos de recombinacion mitética (13,14).

Estudios previos realizados en Colombia sobre la
diversidad genética de P. falciparum mostraron
gue las poblaciones de parasitos eran genética-
mente homogéneas al interior de cada region
geogréfica estudiada, aunque habia algunas
diferencias en la distribucién entre regiones (17-
20). En el presente trabajo se analiz6 la diversidad
genética de las poblaciones de P. falciparum
circulantes en cuatro zonas endémicas de malaria
en Colombia y la variabilidad de la poblacién de
parasitos durante el tiempo de la infeccion
malarica, utilizando como marcadores moleculares
la regidn polimorfica del bloque 2 del gen msply
el codén 108 del gen dhfr.

Materiales y métodos
Areas de estudio

El estudio se llevé a cabo en cuatro poblaciones
colombianas endémicas para malaria, las cuales
se seleccionaron con base en el indice parasitario
anual (IPA). Las localidades fueron La Carpa,
Casuarito, Tierralta y Puerto Libertador, ubicadas
en las regiones de la Amazonia, la Orinoquia y
del Uraba-bajo Cauca, respectivamente (figura 1).
La regidn de Uraba-bajo Cauca presentd un IPA
de 42,98, laregion de la Amazonia de 23,78 y la
de la Orinoquia de 11,83, cifras superiores al IPA
nacional de 5,5 registrado en el mismo afio (datos
correspondientes al afio 2003). La regién de Uraba-
bajo Cauca presentd el mayor IPA por regiones,
y dentro de ésta, los municipios de Puerto
Libertador y Tierralta presentaron los mayores
IPA, y aportaron el 38% de los casos de esa region
(22).

Recoleccion de muestras

Durante los afios 2002 a 2004 se recolectaron 123
muestras de sangre de pacientes con malaria en
el marco de un estudio de eficacia a la cloroquina
para el tratamiento de la malaria no complicada
por P. falciparum, siguiendo los protocolos
estandarizados por la OMS y la OPS (22), con
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Casuarito, Vichada

Figura 1. Localidades colombianas donde se realizé el
estudio de eficacia de cloroquina para el tratamiento de la
malaria no complicada por P. falciparum. En el mapa se
observan los departamentos de Cordoba, Vichada y
Guaviare (en area sombreada). En ellos, sefializados con
un circulo negro, se ubican las cuatro localidades donde se
llevé a cabo este estudio.

algunas modificaciones en los criterios de
inclusién. Asi, se seleccionaron pacientes de 2 o
mas afios de edad que presentaran malaria no
complicada con una parasitemia en el rango de
500 a 5.000 formas asexuales/ul de sangre.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica
del Instituto Nacional de Salud y presentado,
discutido y aprobado por parte de las autoridades
departamentales de salud de los sitios en donde
se realiz6 el trabajo de campo (23). Mediante la
firma de un consentimiento escrito, los pacientes
o los padres (o adultos responsables) en el caso
de menores de edad, aceptaron voluntariamente
participar en el estudio (24).

Antes de iniciar el tratamiento (dia 0), a todos los
pacientes se les tomd una muestra de sangre que
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se recolecto en circulos de papel filtro (Whatman
3 M) de 1 cm de diametro. Ademas, al 44% (n=49)
de los pacientes que presentaron falla terapéutica
al tratamiento con cloroquina se les tomé una
segunda muestra el dia de la falla. La respuesta
terapéutica de estos pacientes se clasifico en dos
categorias: falla terapéutica precoz del tratamiento
y falla terapéutica tardia del tratamiento (22).

Extraccion de ADN del parasito

Se tomd la mitad del circulo del papel filtro
impregnado con la sangre del paciente, se
resuspendié en saponina al 0,5% (Sigma) y se
incubo a 4°C durante toda la noche. El tubo con
la muestra se centrifugé a 12.000 g durante 3
minutos, se lavo tres veces con solucion salina
amortiguada con fosfatos (PBS) vy, luego, se
resuspendio en Chelex-100 (Bio-Rad), incubando
primero a 56°C durante 15 minutos y, luego, a
100°C durante 10 minutos. Se recuperé el ADN
presente en el sobrenadante, se distribuy6 en
alicuotas y se almacend a -20°C (18,25).

Biomédica 2006;26:101-12

Deteccion del alotipo en el bloque 2 del gen
mspl

La mezcla de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR universal) se ajusté a un volumen
final de 25 ply se prepar6 con 200 pM de dNTP,
0,5 uM de los iniciadores OK11y OK12 (cuadro 1),
1,5mM de MgCl, y 2,5 U de Taq ADN polimerasa
(Promega). El programa de amplificacién consistié
en un ciclo de denaturacién inicial a 94°C durante
2 minutos, seguido por 35 ciclos a 94°C durante
30 segundos, a 55°C durante 30 segundosy a
72°C durante 2 minutos, y una extension final a
72°C durante 2 minutos. Para definir el alotipo
presente se realiz6 PCR anidada utilizando los
iniciadores OK1y OK2 para el alotipo K1, OK3 y
OKA4 para el alotipo MAD20 y OK5 y OK®6 para el
alotipo RO33 (cuadrol), usando las mismas
condiciones de la PCR universal. Como control
positivo se utilizé ADN de las cepas de referencia
Haiti135 (para el alotipo K1), FCBL1 (para el alotipo
MAD20) y 7G8 (para el alotipo RO33) (19).

Cuadro 1. Iniciadores usados en la amplificacion de los genes msp-1y dhfr.

Amplicon Iniciador Secuencia 5- 3
Gen mspl
Bloque 2 S OK11 TAGAAGATGCAGTATTGACAGGTTA
As OK12 ATTCTAATTCAAGTCGATCAGTAAATAA
Alelo K1 S OK1 CTTAAAGAAGAAGAAATTACTACAAAAGGTGC
As OK2 GAGGGCTTGCACCAGATGAAGT
Alelo MAD20 S OK3 GTATTAATTGAAGGAACAAGTGGAACA
As OK4 TATCTGAAGGATTTGTACGTCTTGAATT
Alelo RO33 S OK5 ATTAAAGGATGGAGCAAATACTCAAGTTGT3
As OK6 TCTGAAGGATTTGCAGCACCTGGAGA
Gen dhfr
Universal 720 pb S AMP1 TTTATATTTTCTCCTTTTTA
As AMP2 CATTTTATTATTCGTTTTCT
Alelo S108 S SP1 ATGATGGAACAAGTCTGCGAC
As DIA3 GAATGCTTTCCCAGC
Alelo T108 S SP1 ATGATGGAACAAGTCTGCGAC
As DIA9 GAATGCTTTCCCAGG
Alelo N108 S SP1 ATGATGGAACAAGTCTGCGAC
As DIA12 GGAATGCTTTCCCAGT

Gen mspl: los iniciadores se usaron para amplificar el bloque 2 del gen mspl y establecer la presencia de los alelos K1,
MAD20 y RO33. Inicialmente se hizo un primer PCR para amplificar el bloque 2 del gen msp-1 usando los iniciadores OK11
y OK12. La PCR anidada se hizo usando como plantilla el producto amplificado en la primera PCR. Gen dhfr: los iniciadores
se emplearon para amplificar el gen y establecer la presencia de los alelos S108, T108 y N108. Inicialmente se hizo una
primera PCR para amplificar el gen dhfr, usando los iniciadores AMP1 y AMP2. La PCR anidada se hizo usando como

plantilla el producto amplificado en la primera reaccion. Amplicén:

sentido. (As): iniciador antisentido.
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Identificacion del genotipo en el codén 108 del
gen dhfr

El gen dhfrfue amplificado usando los iniciadores
AMP1y AMP2 (cuadro 1). La PCR (universal) se
realizé en un volumen final de 20 pl usando 200
UM de dNTPs, 1 pM de cada iniciador, 2,5 U de
Tag ADN polimerasa (Promega) y 1,5 mM de
MgCl,. El programa de amplificacion consistio en
un ciclo inicial de denaturacion a 94°C durante 3
minutos, 45 ciclos a 94°C durante 30 segundos,
a 45°C durante 45 segundos y a 72°C durante 45
segundos, y una extension final a 72°C durante 5
minutos. Para la segunda PCR (PCR anidada) se
us6 como iniciador sentido SP1 en todas las
reacciones y los iniciadores antisentido DIA3,
DIA9 y DIA12 para definir el genotipo silvestre
serina-108 (S108), el genotipo mutante treonina-
108 (T108) y el genotipo mutante asparagina-108
(N108), respectivamente (cuadro 1). Las reaccio-
nes de la segunda PCR se realizaron utilizando
las mismas condiciones descritas para la PCR
universal. El programa de amplificacion consistié
en un ciclo inicial de denaturacién a 94°C durante 3
minutos, 20 ciclos a 94°C durante 30 segundos,
a 55°C durante 45 segundos y a 74°C durante 45
segundos, y un ciclo final de extensién a 74°C
durante 5 minutos. Como control positivo se utilizo
ADN de las cepas de referencia 3D7 (para el alotipo
S108), FCB1 (para el alotipo T108) y T4 (para el
alotipo N108) (19, 26).

Complejidad de la infeccion

Las infecciones se clasificaron en simples o
mixtas con base en la deteccion de uno (infeccién
simple) o mas (infeccién mixta) alelos de cada
gen en cada muestra evaluada (19). Una muestra
se considerd como simple cuando en los ensayos
de PCR se produjo sefial sélo para un alelo del
gen msply sélo para un alelo del gen dhfr.

Analisis de los productos de PCR

Los productos de PCR para los dos marcadores
genéticos probados fueron resueltos por
electroforesis en gel de agarosa al 2%, tefiidos
en solucién acuosa de 1 pg/ml de bromuro de
etidio, visualizados sobre luz UV y analizados por
el programa One-Dscan one-dimensional electro-
phoresis (Scanalytic Fairfax, VA). Se creé una
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base de datos en Microsoft Excel (Office 2000
para Windows) en la que se registré la informacién
de cada paciente. Para todos los analisis se
calcularon los intervalos de confianza del 95%
(IC 95%).

Resultados

En el estudio se incluyeron 52 pacientes de
Tierralta, 53 de Puerto Libertador, 10 de La Carpa
y 8 de Casuarito, para un total de 123 pacientes.
Ciento doce pacientes no respondieron al
tratamiento con cloroquina, 46 con falla
terapéutica tardia y 66 con falla terapéutica precoz.

Genotipificacion del bloque 2 de msp1

Se detectaron las 3 formas alélicas del bloque 2
del gen mspl (MAD20, K1 y RO33) y, en todos
los casos, el tamafio del producto de PCR obtenido
para el alotipo K1 fue de 210 pb, aproximada-
mente; el del alotipo MAD20 fue de 150 pb,
aproximadamente; y el del alotipo RO33 fue de
190 pb, aproximadamente. Se encontr6 que en el
total de la poblacion estudiada la frecuencia de
MADZ20 fue de 95,9% (118/123) (IC 95%: 90,8 a
98,7), lade K1 fue de 6,5% (8/123) (IC 95%: 2,8 a
12,4) y la de RO33 fue de 2,4% (3/123) (IC 95%:
0,5a6,9). El alotipo MAD20 se present6 con una
frecuencia de 100% en La Carpa y en Puerto
Libertador; de 92,3% (48/52) (IC 95%: 81,5 a97,9)
en Tierralta, y de 87,5% (7/8) (IC 95%: 47,3 a
99,7) en Casuarito. El alotipo K1 se encontré en
Tierraltay en Casuarito con frecuencias de 11,5%
(6/52) (IC 95%: 4,4 a 23,4) y 25% (2/8) (IC 95%:
3,2 a 65,1), respectivamente. No se encontro el
alotipo K1 en La Carpa ni en Puerto Libertador. El
alelo RO33 se hallé en tres de los sitios
estudiados: en Tierralta, con una frecuencia de
1,9% (1/52) (IC 95%: 0,05 a 10,3); en Puerto
Libertador, también con una frecuencia de 1,9%
(1/53) (IC 95%: 0,05 a 10,1), y en Casuarito con
unafrecuencia de 12,5% (1/8) (IC 95%: 0,3 a52,7).

Genotipificacion del codén 108 de dhfr

Para el gen dhfr, en las 123 muestras analizadas
se detectd el alotipo mutante N108. Se observé
también una frecuencia de 34,1% (42/123) (IC
95%: 25,8 a 43,2) para el alotipo silvestre S108 'y
de 3,2% (4/123) (IC 95%: 0,9 a 8,1) para el alotipo
mutante T108. La presencia del alotipo S108 se
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observé en todos los sitios de estudio a excepcion
de Casuarito, y la mutacion T108 se observé
Unicamente en Tierraltay Puerto Libertador.

Complejidad de la infeccion

De las 123 muestras, 76 (61,8%; IC 95%: 52,6 a
70,4) correspondieron a infecciones simples y 47
(38,2%; IC 95%: 29,6 a 47,4) a infecciones
mixtas. Entre las infecciones simples se
encontraron 2 genotipos, MAD20/N108 con una
frecuencia de 60,2% (74/123) (IC 95%: 50,9 a
68,9) y K1/N108 con una frecuencia de 1,6% (2/
123) (IC 95%: 0,2 a 5,8), y para las infecciones
mixtas hubo 9 combinaciones distintas, siendo la
de mayor frecuencia la MAD20/N108-S108 con
30,2% (37/123) (IC 95%: 22,1 a 39). Las 8
combinaciones restantes fueron MAD20/N108-
T108-S108 y MAD20-K1/N108, con una frecuencia
de 1,6% cada una (2/123) (IC 95%: 0,2 a 5,8), ¥
MAD20/N108-T108, MAD20-RO33/N108, MAD20-
K1-RO33/N108-S108, K1/N108-S108, K1/N108-
S108-T108 y K1-RO33/N108, con una frecuencia
cada una de 0,8% (1/123) (IC 95%: 0,02 a 4,4).

Los resultados de la complejidad de la infeccién
en cada una de las localidades estudiadas se
presentan en el cuadro 2. Casuarito tuvo la mayor
frecuencia de infecciones simples con 75% (6/8)
(IC 95%: 34,9 a 96,8), seguida por Puerto
Libertador con 64,1% (34/53) (IC 95%: 49,8 a
76,9), Tierralta con 59,7% (31/52) (IC 95%: 45,1
a73)y La Carpacon 50% (5/10) (IC 95%: 18,7 a
81,3). La mayor frecuencia de infecciones mixtas
se encontré en La Carpa con 50% (5/10) (IC 95%:
18,7 a 81,3) y el genotipo presente en las cinco
muestras fue MAD20/N108-S108. En Tierralta,
aunque la frecuencia fue menor (40,3%) (IC 95%:
27 a 54,9) que la encontrada en La Carpa,
sobresale el hecho de haber detectado siete
genotipos distintos (cuadro 2). En Puerto Libertador
se encontraron tres combinaciones distintas de
alelos y en Casuarito, dos (cuadro 2).

Variabilidad genética de la infeccién por P.
falciparum en el tiempo

Se evalud el 44% de las muestras de los
pacientes que presentaron falla al tratamiento con
cloroquina (n=112); asi, se analizaron 49 muestras
pareadas (tanto del dia 0 como del dia de la falla)
con los marcadores mspl y dhfr. Cuando se
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genotipificaron las muestras del dia de la falla con
msp1 (bloque 2) sélo se obtuvo amplificacién en
42 muestras, y cuando se utilizé dhfr (codén 108)
s6lo hubo productos de PCR en 23 muestras; con
el resto de las muestras no se logré amplificar
ninguna de las formas alélicas. Teniendo en
cuenta lo anterior, s6lo 22 muestras pudieron
analizarse en forma pareada: 8 provenian de
Tierralta, 6 de Puerto Libertador, 3 de La Carpay
5 de Casuarito.

Los resultados obtenidos se muestran en el cuadro
3. En general no hubo variacién en el genotipo de
las muestras pareadas de los pacientes que se
analizaron; de las 22 muestras, 15 conservaron
el mismo genotipo tanto en el dia 0 como en el
dia de la falla, y 7 presentaron cambios. Las
muestras de dos pacientes de Tierraltay dos de
Casuarito fueron clasificadas en el dia 0 como
infecciones simples y para el dia de la falla se
detectaron infecciones mixtas, y dos muestras
de Puerto Libertador y una de la Carpa iniciaron
como infecciones mixtas y para el dia de la falla
la infeccién se habia transformado en simple.
Discusion

Los resultados de las cuatro localidades indican
que las poblaciones naturales de P. falciparum
gue circulan en estas &reas son muy
homogéneas. Aunque se encontraron nueve
genotipos distintos distribuidos entre los 47
pacientes con infeccién mixta, sélo detectamos
3 alelos para el gen msp1 (MAD20 de 150 pb,
aproximadamente, RO33 de 190 pb y K1 de 210
pb) y los tres alelos posibles (S108, N108 y T108
de 339 pb) para el codon 108 del gen dhffr.

Estos resultados concuerdan con los de un estudio
que se realiz6 en la regién de Uraba-bajo Cauca
con muestras de pacientes recolectadas entre los
anos 2000y 2001, en el cual la cantidad de alelos
diferentes paralos genes mspl1, msp2y glurp fue
muy baja; MAD20 de 147 pb fue el Gnico alelo
encontrado para mspl (20). Ademas, otro estudio
realizado en una localidad de la Costa Pacifica
colombiana con muestras tomadas entre julio y
septiembre de 1997, reportd 4 alelos para msp1i;
MADZ20-1 (218 pb), MAD20-2 (238 pb), K1 (210
pb) y RO33 (190 pb) (19). En nuestros resultados,
al igual que en los de Montoya y Gémez, el alelo
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Cuadro 2. Frecuencia de las infecciones simples y mixtas, y de los genotipos encontrados, en las cuatro poblaciones

colombianas estudiadas.

Localidad

Tipo de Genotipo Tierralta Puerto Libertador La Carpa Casuarito Total

infeccion N % N % N % N % N %
Infeccion MAD20/N108 29 559 34 64,1 5 50 6 75 74 60,2
simple K1/N108 2 3,8 0 0 0 0 0 0 2 16
Infeccién MAD20/N108-S108 15 28,9 17 32,1 5 50 0 0 37 30,2
mixta MAD20/N108-T108 1 1,9 0 0 0 0 0 0 1 08
MAD20/N108-S108-T108 1 1,9 1 1,9 0 0 0 0 2 16
MAD20-K1/N108 1 1,9 0 0 0 0 1 125 2 16
MAD20-K1-RO33/N108-S108 1 1,9 0 0 0 0 0 0 1 08
K1/N108-S108 1 1,9 0 0 0 0 0 0 1 08
K1/N108-S108-T108 1 1,9 0 0 0 0 0 0 1 08
MAD20-RO33/N108 0 0 1 1,9 0 0 0 0 1 08
K1-RO33/N108 0 0 0 0 0 0 1 125 1 08
Total 52 100 53 100 10 100 8 100 123 100

Cuadro 3. Variabilidad genética de P. falciparum a lo largo de la infeccién malarica.

No. de muestras Localidad Genotipo dia 0 Genotipo dia falla
1 Tierralta MAD20/N108-S108 MAD20/N108-S108
5 Tierralta

4 Puerto Libertador MAD20/N108 MAD20/N108

2 La Carpa

3 Casuarito

1 Tierralta K1/N108 K1/N108-S108

1 Tierralta MAD20/N108 MAD20/N108-S108
1 Puerto Libertador K1/N108-S108 MAD20/N108

1 Puerto Libertador K1/N108-S108 MAD20/N108

1 La Carpa MAD20/N108-S108 MAD20/N108

1 Casuarito MAD20/N108 MAD20-K1/N108

1 Casuarito MAD20/N108 MAD20-RO33/N108-S108

Genotipos detectados mediante PCR en 22 muestras pareadas del dia 0 y del dia de la falla terapéutica. Para hacer la
genotipificacién se usaron los marcadores moleculares mspl (bloque 2) y dhfr (codén 108) y n corresponde al nimero de
muestras con un genotipo especifico. Las dos primeras filas corresponden a 15 muestras que mantuvieron el mismo alotipo
a lo largo de la infeccién y las filas restantes corresponden a 7 muestras donde hubo cambios en el genotipo.

predominante para el gen mspl fue MAD20.
Aungue a simple vista los resultados de los tres
estudios muestran alelos de diferentes tamafios,
situacion que se podria interpretar como variacion
y cambio de alelos en el tiempo, debe tenerse
cautela en el analisis de estas observaciones, ya
gue se tiene evidencia del alto grado de
variabilidad entre laboratorios cuando se comparan
los resultados de distintos estudios epidemio-
I6gicos (27). Resulta interesante que al comparar
los resultados de los tres estudios con los de
Snewin (17), se observa cémo han ido cambiando

las poblaciones de parasitos a lo largo del tiempo.
Asi, antes de 1991 el alelo predominante en
Colombia era RO33, con una frecuencia de 83,8%,
seguido por MAD20 con 48,3% y K1 con 9,6%.
De la misma forma, el alelo K1 ha disminuido
progresivamente su frecuencia como lo
demuestran nuestros hallazgos (6,5%) y los de
Montoya (0%). Gémez, sin embargo, report6 una
frecuencia alta para K1 (11%), pero esto pudo
corresponder a una propagacion de tipo epidémico
teniendo en cuenta que las muestras de los
pacientes se tomaron durante un brote de malaria
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en una poblacién residente en un area pequefiay
aislada, donde la tasa de migracion era baja
(14,28).

Nuestros resultados y, en general, los de otros
autores colombianos contrastan fuertemente con
los de paises africanos, donde se pueden encontrar
un sinnimero de alelos para mspl, como fue
reportado en estudios realizados en Uganda,
donde se encontraron 45 alelos distintos (26 para
K1, 13 para MAD20 y 6 para RO33) (10); en
Senegal, donde se detectaron 36 alelos (21 para
K1, 13 para MAD20 y 2 para RO33) (29), y en
Nigeria, que present6 9 alelos diferentes (4 para
K1, 2 para MAD20y 2 para RO33) (30).

El escaso polimorfismo encontrado en nuestros
resultados coincide con lo reportado por Sallenave-
Sales en dos localidades brasileras donde
detectaron cinco alelos para el gen msp1 (2 para
K1, 2 para MAD20 y 1 para RO33) (31) y por
Haddad en Honduras, quien encontré 4 alelos (2
para K1y 2 para MAD20) (32).

Ya que nuestros resultados aportan informacién
de tres regiones geogréficas distantes unas de
otras y donde la poblacién humana mantiene altas
tasas de movilidad debido a las condiciones
sociales y econdmicas, estos aspectos sugieren
que el escaso polimorfismo alélico encontrado es
la condicion general en Colombia, a pesar de la
posible migracion de poblaciones humanas entre
regiones endémicas de malaria.

Aungue Colombia es considerada una zona de
baja transmisién comparada con otras regiones
en Africay Asia, la localidad de Tierralta presenta
indices parasitarios anuales de mas de 10,
mayores que el promedio nacional, lo que la define
como una region de alto riesgo de transmisién de
malaria en el pais (21). Esto sugiere que en
Tierralta es mas probable encontrar un mayor
numero de alelos y, por ello, a diferencia de las
otras localidades, se presenta con mayor
frecuencia el alelo K1. Sin embargo, existen otros
factores que pueden afectar la estructura de las
poblaciones de parasitos como son el esquema
terapéutico empleado, la movilidad de las
poblaciones humanas, las caracteristicas eco-
epidemioldgicas de la regiéon y la inmunidad del
hospedero (8,9).
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La complejidad de la infeccién también se
determind utilizando cada gen por separado; asi,
cuando sélo se us6 mspl, se obtuvo un porcentaje
de infecciones simples de 96%, y de mixtas de
4%. Cuando se utilizé sdlo dhfr, el porcentaje de
infecciones simples fue de 65% y el de mixtas de
35%. Aunque, los genes que codifican para
antigenos de superficie se utilizan para llevar a
cabo los estudios de diversidad genética, en este
trabajo se puede observar que los resultados con
el gen dhfraportaron una mayor informacién para
determinar la complejidad de la infeccién malérica.
Lo anterior sugiere que, a diferencia de los
estudios realizados en zonas de alta transmisién,
donde algunos autores aconsejan el uso de un
solo gen para genotipificar muestras del dia Oy
del dia de la falla al tratamiento (10,30), en zonas
de baja transmision es necesario el uso de varios
marcadores moleculares para establecer
realmente la diversidad genética de la poblacion
de parasitos circulantes. El uso del marcador dhfr
permitié detectar 42 infecciones que contenian,
ademas del alelo mutante N108, el alelo silvestre
S$108. Casuarito, localidad que tuvo el mayor porcen-
taje de infecciones simples, no presenté ninguna
muestra con el genotipo S108. Esta situacién
podria explicarse por el hecho de que en esta
localidad fronteriza con Venezuela posiblemente
la presion ejercida con sulfadoxina-pirimetamina
(S-P) haido eliminando gradualmente el genotipo
silvestre.

Aungue la mutacion puntual N108 se considera
clave en el desarrollo de resistencia a los
antifolatos, se necesita un efecto acumulativo de
mutaciones en los genes dhfry dhps para que
ésta se desarrolle (33,34). En Suramérica se han
observado niveles importantes de resistencia a
S-P relacionados con ciertas mutaciones
puntuales en estos genes. Asi, en Venezuela, pais
donde se presentan altos niveles de resistencia
clinica a S-P, la frecuencia de la mutacién N108
es del 96%. Estos genotipos resistentes han
tenido una difusién masiva, debido a que la
propagacion clonal ha facilitado su dispersién,
aumentando la diseminacion de la multi-
rresistencia a antimalaricos (35-37). La
prevalenciay alta frecuencia de la mutacién N108
en las poblaciones colombianas estudiadas (18,
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19,34,38), puede ser una sefial de alerta que indica
la necesidad de vigilar la aparicién de mutaciones
en otros codones en los genes dhfry dhps.

Al comparar los resultados del dia 0 y del dia de
la falla, 15 de 22 muestras conservaron el mismo
genotipo, lo cual demuestra la permanencia de
las poblaciones de parasitos a lo largo de la
infeccién. Esta permanencia de las poblaciones
puede darse por varios factores que permiten la
seleccién de cepas, entre ellos, la presion con
medicamentos, la cual genera resistencia (8, 39).
Los resultados de los estudios de eficacia in vivo
de tratamiento de la malaria no complicada por P.
falciparum con cloroquina, a partir de los cuales
se tomaron las muestras para el presente estudio
de diversidad genética, mostraron un porcentaje
global de falla terapéutica de 93,4%, con la
presencia del alelo mutante K76T en el gen pfcrt
en todas las muestras de P. falciparum estudiadas
tanto en el dia 0 como en el dia de la falla (datos
sin publicar). Esto indica que las poblaciones de
parasitos con los distintos alelos de msp1 o de
dhfr son resistentes a cloroquina y predominan
ampliamente en estas areas, limitando la
circulacion de otras poblaciones. Otro de los
mecanismos de seleccién es la evasion del
parasito a la respuesta inmune, gracias a la
capacidad que tienen ciertas poblaciones de evadir
la inmunidad del hospedero activando los
mecanismos de variacién antigénica, lo cual
determina las poblaciones circulantes en sangre
periférica y puede contribuir a un aumento de la
virulencia (40).

En las siete muestras restantes, a diferencia del
caso anterior, se detectaron nuevas poblaciones
de parasitos. Estos casos se consideran
recrudescencias y pertenecen al tipo en el cual
se observa, en infeccién simple o mixta, la
presencia de bandas idénticas en las muestras
pre y postratamiento, con la apariciéon de una banda
adicional después del tratamiento (10,41). Se
descarto6 la posibilidad de una reinfeccion porque
todas las fallas (22) se dieron dentro de los
primeros 14 dias de tratamiento (datos sin
publicar), y la tasa de picadura del vector no es lo
suficientemente alta para que ocurra este evento
(42).

GENOTIPIFICACION DE PLASMODIUM FALCIPARUM EN COLOMBIA

En Puerto Libertador dos muestras del dia 0 con
el genotipo K1/N108-S108 sufrieron un cambio en
el dia de la falla: desaparecio el alelo K1 y se
detect6 MAD20. Esta desaparicién de alelos se
puede atribuir a mecanismos que incluirian el
secuestro vascular de parasitos, la competencia
de poblaciones, la respuesta inmune especifica
del huésped o la presencia de gametocitemia, lo
gue puede confundir los andlisis de geno-
tipificacién (10,43), ya que los resultados pueden
ser clasificados erroneamente. También podria
atribuirse a limitaciones en la sensibilidad de la
PCR (10,44); asi, cuando se tienen diferentes
poblaciones y una presenta menor densidad
parasitaria con respecto a las otras, la PCR no
tiene la suficiente sensibilidad para detectar la
cepa que esta en menor cantidad (45). Las
limitaciones en la sensibilidad de la PCR, la
presencia de inhibidores (por ejemplo
hemoglobina) de la PCR en el ADN extraido, la
baja eficiencia en la extraccion del ADN o el efecto
del almacenamiento y la metodologia de
recoleccion de las muestras (temperatura,
humedad, calidad del papel de filtro) (46,47)
podrian explicar la ausencia de amplificacion en
las 27 muestras correspondientes al dia de la falla
terapéutica.

En conclusion, las poblaciones de parasitos
analizadas se caracterizaron por ser homogéneas
genéticamente, observandose una amplia
circulacion de parasitos que presentan una alta
frecuencia del alelo MAD20 en mspl y de la
mutacién N108 en el gen dhfr. Estos resultados
contribuyen al entendimiento de la transmision de
la malaria en Colombia y podrian ser Utiles para
la vigilancia y el control de la resistencia de
parasitos a los antimalaricos.
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