DETERMINACION DE LA MUTACION Asn-108 DEL GEN DE LA
DIHIDROFOLATO REDUCTASA (dhfr) DEL PARASITO Plasmodium
falciparum ASOCIADA CON RESISTENCIA in vitro A PIRIMETAMINA EN
MUESTRAS DE SANGRE DE PACIENTES INFECTADOS RESIDENTES EN EL
DEPARTAMENTO DE SUCRE

SHIRLEY PATRICIA ALJURE ROMERO
KATIA ISABEL MENDOZA BITAR

UNIVERSIDAD DE SUCRE
FACULTAD DE EDUCACION Y CIENCIAS
PROGRAMA DE BIOLOGIA
SINCELEJO
2005



DETERMINACION DE LA MUTACION Asn-108 DEL GEN DE LA
DIHIDROFOLATO REDUCTASA (dhfr) DEL PARASITO Plasmodium
falciparum ASOCIADA CON RESISTENCIA in vitro A PIRIMETAMINA EN
MUESTRAS DE SANGRE DE PACIENTES INFECTADOS RESIDENTES EN EL
DEPARTAMENTO DE SUCRE

SHIRLEY PATRICIA ALJURE ROMERO
KATIA ISABEL MENDOZA BITAR

Trabajo de grado como requisito para optar el titulo de Bidlogo con énfasis
en Biotecnologia

Director: DARY LUZ MENDOZA MEZA
MSc Ciencias Bioquimicas
Codirector: PEDRO BLANCO TUIRAN
MSc Medicina Tropical

UNIVERSIDAD DE SUCRE
FACULTAD DE EDUCACION Y CIENCIAS
PROGRAMA DE BIOLOGIA
SINCELEJO
2005



NOTA DE ACEPTACION

Primer Jurado

Segundo Jurado

Tercer Jurado

Ciudad y fecha:




Dedicatoria
A Dios

A mi mamd, Edith Romero Diaz
A mi famifia, Jose, Carlos, Tia Sofi

Shirley Aljure



AGRADECIMIENTOS
A Dios, por haberme regalado el don de la vida.
A mi madre, por sus valiosos consejos y constante apoyo.

A mis hermanos, en especial a Joseé, debido a que sin ayuda no hubiese sido

posible alcanzar esta meta.

A mi tia Sofi, por su gran apoyo familiar.

A mi compariera Katy, por amistad y carifio

A nuestra directora Dary Luz Mendoza, por su confianza y respaldo.

A nuestro codirector Pedro José Blanco Tuiran por hacernos esforzar cada dia y

ayudarme a sacar lo mejor de mi.

Al senor Calixto Galé, del Departamento de Epidemiologia del Hospital Regional

de Sincelejo, por su disposicion y ayuda incondicional.
Al profesor Eduar Elias Bejarano, por sus valiosos aportes.

A la Universidad de Sucre, por brindarme la oportunidad de adquirir mi formacion

profesional.
Al Instituto Nacional De Salud

A mis amigos del Laboratorio de Investigaciones Biomédicas: Mati, Anais, Elvin,
Nina, Ignacio, Salamon, Rafa, Maria Angelica y todas las demas personas que de

una forma u otra intervinieron con el desarrollo de esta investigacion.



Dedicatoria

A Dios

A mis padres, Regina Bitary Bertulfo Mendoza
A mis hermanas, Erika Isabely

Karina Isabel

Katia Isabel Mendoza Bitar



AGRADECIMIENTOS
A Dios, por haberme regalado el don de la vida.

A mis padres, por sus por que siempre me apoyaron y estimularon para alcanzar

mis metas.
A mis hermanas, por servirme de ejemplo y orientarme.

A la profesora Dary Luz Mendoza, por su apoyo incondicional y su orientacion en

el desarrollo de este proyecto.
Al doctor Pedro José Blanco Tuiran, por su.

Al sefior Calixto Galé, del Departamento de Epidemiologia del Hospital Regional
de Sincelejo, por la donacion de las muestras de sangre y la informacion

suministrada.
Al profesor Eduar Elias Bejarano, por sus valiosos aportes.

A la Universidad de Sucre, por brindarme los conocimientos necesario para

formarme como profesional.
Al Instituto Nacional De Salud, por la donacion de los controles positivos.

A mis comparieros del Laboratorio de Investigaciones Biomédicas: Mati, Sulje,
Rafa, Maria Angélica, Anais, Jahir, Jorge y todas las demas personas que de una

forma u otra intervinieron con el desarrollo de esta investigacion.



Unicamente los graduandos son responsables de las ideas expuestas en
este trabajo. Articulo 12 Resolucion 02 — 03.



TABLA DE CONTENIDO

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE GRAFICAS

LISTA DE TABLAS

LISTA DE FOTOGRAFIAS

LISTA DE ANEXOS

RESUMEN

SUMMARY

INTRODUCCION

1. MARCO TEORICO

1.1 CICLO DE VIDA DEL PARASITO
1.1.1 Ciclo esporogodnico

1.1.2 Ciclo esquizogonico

1.2 MANIFESTACIONES CLINICAS
1.3 DIAGNOSTICO

1.3.1 Gota gruesa

1.3.2 Extendido de sangre periférica

1.3.3 Deteccidn de antigenos

1.3.4 Deteccion de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH)

1.3.5 Microscopia de fluorescencia
1.3.6 Técnicas moleculares
1.4 EPIDEMIOLOGIA

1.5 RESISTENCIA DE Plasmoaium falciparum a los antimalaricos

1.561 El papel de la farmacocinética y

antimalaricos en la resistencia

1.5.2 Diseminacion de la resistencia

la farmacodinamia de

los

VI

5‘@@@@000000\10701.500—\

G
o W

RN
[00]



16 CLASIFICACION BIOLOGICA DE LOS MEDICAMENTOS
ANTIMALARICOS

1.7 GRUPO DE ANTIMALARICOS

1.8 MECANISMOS DE ACCION DE LAS DROGAS ANTIMALARICAS
1.8.1 Los inhibidores de la sintesis de acido desoxirribonucleico (ADN)
1.8.2 Los antagonistas del acido folico

1.8.3 Los Inhibidores de la dihidrofolato reductasa del acido folico

1.9 ACTIVIDAD ANTIMALARICA DE LA PIRIMETAMINA

1.10 MUTACIONES ASOCIADAS CON RESISTENCIA A PIRIMETAMINA
1.11 TECNICAS PARA DETERMINAR RESISTENCIA A DROGAS
ANTIMALARICAS

1.11.1 Estudios in vivo

1.11.2 Estudios de sensibilidad /7 vifro

1.11.3 Técnicas moleculares

1.11.3.1 Reaccion en Cadena de la Polimerasa alelo especifica

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3. METODOLOGIA

3.1 POBLACION DE ESTUDIO

3.2 UBICACION GEOGRAFICA DEL ESTUDIO

3.3 RECOLECCION DE INFORMACION

3.3.1 Encuestas

3.3.2 Obtencion de las muestras de sangre

3.3.3 Identificacion de las formas parasitarias y recuento parasitologico
3.3.4 Identificacion de mutaciones puntuales en el parasito

3.3.4.1 Extraccion de ADN

3.3.4.2 Ensayo de la PCR alelo especifica

19
20
20
20
20
20
21
22

22
23
25
26
28
28
28
29
29
29
30
30
30
30
31
32
33



3.4 VISUALIZACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR

3.5 FOTODOCUMENTACION

3.6 ANALISIS DE LOS RESULTADOS

4. RESULTADOS

4.1 POBLACION DE ESTUDIO

4.2 RESULTADOS DE LA ENCUESTA

4.3 IDENTIFICACION DE FORMAS PARASITARIAS Y RECUENTO
PARASILOGICO

4.4 IDENIFICACION DE LAS MUTACIONES EN EL GEN ahfr
4.4.1 Extraccion de ADN

4.4 .2 Estandarizacion de la PCR alelo especifica

4.4.3 PCR alelo especifica de las muestras

5. DISCUSION

6. CONCLUSIONES

7. RECOMENDACIONES

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXOS

36
36
37
38
38
38
42

42
43
43
44
48
52
53
54
61



LISTA DE FIGURAS

Pag.
Figura 1: Diferencias morfoldgicas entre Plasmodium vivax, P. falciparumy
P. malariae
Figura 2: Ciclo de vida del Plasmoaium 5
. o - : 11
Figura 3: Distribucion geogréfica de la malaria en el mundo
14

Figura 4: Distribucion de la resistencia a los antimalaricos de uso comun

Figura 5: Revision microscopica de la gota gruesa 31



LISTA DE GRAFICAS

Gréfica 1: Comportamiento de la malaria en el departamento de Sucre
durante 1998 — 2004

Gréfica 2 : Casos de malaria discriminados por especie de Plasmodium
diagnosticados en el departamento de Sucre durante octubre de 2002 y
marzo de 2004

Gréfica 3: Distribucion de casos de malaria segun el sexo

Grafica 4: Casos de malaria segun el grupo de edades en pacientes del

sexo masculino y femenino

Gréfica 5: Porcentaje de de casos de malaria en pacientes del sexo

masculino y femenino

Pag.

13

39

40

41

41

IT



LISTA DE TABLAS

Tabla 1: Casos de malaria registrados en Colombia en los afios 1998 -
2004

Tabla 2: Recuento semicuantitativo de formas parasitarias
Tabla 3: Secuencia de cebadores utilizados en la PCR alelo especifica

Tabla 4: Reactivos utilizados en la estandarizaciéon de la PCR alelo

especifica

Tabla 5: Temperaturas y tiempos de amplificacion para la estandarizacion

de la PCR alelo especifica

Tabla 6: Casos de malaria en el departamento de Sucre durante octubre
de 2002 y marzo de 2004

Tabla 7: Distribucidn de casos de malaria por Plasmodium falciparum

segun el origen de la infeccion

Tabla 8: Distribucion de los casos de malaria por Plasmodium vivax segun

el origen de infeccidn

Tabla 9: Ocurrencia Asn-108 y Ser-108 en DHFR de muestras obtenidas

de P. ralciparum

Pag.

12

31
34

35

35

38

40

40

47

I



LISTA DE FOTOGRAFIAS

Fotografia 1a, 1b, 1c: Trofozoitos de P. falciparum en extendidos de
sangre periférica. 1d: Gametocito de P. falcjparum en extendidos de

sangre periférica
Fotografia 2: : Extraccion de ADN organica de las muestras 1-15

Fotografia 3: Electroforesis del producto de amplificacion de la cepa Haiti
con los cebadores SP1 y DIA-3

Fotografia 4: Electroforesis de los productos de amplificacion de las

muestras con los cebadores DIA3 y SP1

Fotografia 5: Electroforesis de los productos de amplificaciéon con los
cebadores DIA3 y SP1

Fotografia 6: Electroforesis de los productos de amplificaciéon con los
cebadores DIA -12 y SP1

Fotografia 7: Electroforesis de los productos de amplificaciéon con los
cebadores DIA -12 y Sp1

Pag.

42

43

45

45

46

46



LISTA DE ANEXOS

ANEXO A. Formato de consentimiento informado
ANEXO B. Mapa del departamento de Sucre
ANEXO C. Formato de Recoleccion de Informacion
ANEXO D. Coloracién de Romanowsky (modificado)

ANEXO E. Esquema de tratamiento Farmacolégico

Pag.
62
63
64
66

67



RESUMEN

La malaria es causada por parasitos del género Piasmoaiurn, de las cuales P.
faicparum es el causante de la forma mas severa de la enfermedad. En Sucre
(Colombia), segun datos del departamento de epidemiologia de DASSALUD, el
numero de casos de malaria aumento de 371 en el afio 2000 a 611 para el afio

2004, sin conocerse las causas aparentes de este incremento.

Uno de los factores relacionados con el aumento de la morbilidad y mortalidad
causada por malaria es la resistencia que el parasito P. /aic.parum ha desarrollado
hacia los antimalaricos. La resistencia a pirimetamina ha sido asociada con la
presencia de mutaciones puntuales en el gen que codifica para la enzima

Dihidrofolato reductasa, componente de la ruta biosintética de folatos del parasito.

El propdsito del presente estudio fue detectar la presencia de cepas de PF.
falcparurm con la mutacion Asn 108 en DHFR, asociada con resistencia i1 vifo a

la pirimetamina en muestras obtenidas en el departamento de Sucre.

La investigacion se llevo a cabo entre octubre del 2002 y marzo del 2004. La
deteccion del genotipo silvestre Ser-108 y del genotipo mutante Asn-108 se
realizd mediante un ensayo de PCR alelo especifica. Durante el estudio se
reportaron 122 casos de malaria por FP. faicparumn, de los cuales 6,6 % eran
infecciones autoctonas y 93,4% adquiridas en departamentos vecinos endémicos.
De 36 muestras analizadas por PCR, el 38,9 % presento el genotipo Asn —108, el
resto de las muestras presentd el genotipo Ser- 108.

Estos resultados indican que una de las principales causas del aumento en los
casos de malaria registrados en Sucre son las migraciones y flujo frecuente de
personas infectadas, provenientes de municipios de alta endemicidad. Este es un
factor importante en la aparicion de cepas de FP. falcparum resistentes a la

pirimetamina.
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SUMMARY

Malaria is caused by Piasmoaium parasites; from them, P. faicparum is
responsible of the most severe forms of the disease. The number of cases in Sucre
(Colombia) increased from 371 in the year 2000 to 611 cases in 2004, without

known the real causes of this increment

One of the reasons related to the increase of morbidity and mortality caused by
malaria is the drug resistance that P. 7aicparum has developed to antimalarials
drugs. The resistance to pirimetamina has been related to point mutations in the
gene codifing for the dihydrofolate reductase (DHFR), component of the
biosynthetic route of folate of the parasite. The objective of the present study was
to detect the presence of P. jaicparum strains with the Asn 108 DHFR mutation,

associated with in vifro pyrimethamine resistance in samples from Sucre

The investigation was carried out from october of 2002 to march of 2004. The
detection of the wild genotype Ser- 108 and the mutant genotype Asn -108 was
performed by allele specific PCR. During the study, 122 cases of malaria by ~.
falcparum were reported, from which 6.6 % were native infections and 93.4% were
acquired in other endemic areas. From 36 samples analized by PCR, 27.7 %
displayed the genotype Asn -108; the remainder samples displayed the genotype
Ser -108.

These results indicate that one of the main causes of the increase of registered
malaria cases in Sucre, are the migrations and frequent flow of infected people,
from endemic region. This is an important factor by the appearance of ~.

falcparum strain with resistance to pirimetamina.
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INTRODUCCION

La malaria ocupa el primer lugar en el mundo entre las enfermedades parasitarias
por su gran morbilidad y mortalidad anual, constituyéndose en un importante
problema de salud publica en grandes zonas de Africa, Asia y América del Sur
con aproximadamente 400 millones de casos y alrededor de 2.7 millones de

muertes anuales (1,2).

En Colombia, el 90.2% del territorio reune las condiciones favorables para la
existencia de los mosquitos del género Anopheles, transmisores de la enfermedad
(2, 3). Estudios realizados recientemente en dos subregiones geograficas del
departamento de Sucre demostraron la presencia de especies de Anopheles
vectoras de parasitos del género Plasmodium, causantes de la malaria en
humanos (4). Adicionalmente, datos de la oficina de epidemiologia de DASSALUD
Sucre y del Ministerio de Salud muestran un aumento de casos reportados de
malaria entre el afio 2000 y el 2004 (5).

Uno de los problemas en el control de la malaria es la propagacion de la
resistencia a los medicamentos antimalaricos, que ha llegado a ser considerado
como una de las principales causas de las altas cifras en morbilidad y mortalidad
en el mundo (6). Por esta razon existe la necesidad de hacer una busqueda de la

resistencia a los antimalaricos que se administran en Colombia (7).

En esta investigacion se empled la técnica de PCR alelo especifica para detectar
la mutacion Asn-108 del gen de la dihidrofolato reductasa (ahfr) frecuentemente
asociada con resistencia /1 wiro a pirimetamina, farmaco empleado en el
tratamiento de malaria (8, 9, 10,11). Las muestras fueron tomadas de pacientes
diagnosticados como positivos para malaria por Plasmodium falcjparum, mediante
técnicas microscopicas durante un periodo comprendido entre octubre del 2002 vy
marzo del 2004.



Esta investigacion sirve de base para el desarrollo de nuevos proyectos que
tengan como objetivo determinar el estado de resistencia de P. falcparum a
medicamentos antimalaricos incluidos en el regimen de Seguridad Social y de uso
en el departamento de Sucre. El conocimiento generado a partir de estas
investigaciones es necesario para el disefio de estrategias de control
farmacoldgico de la malaria en zonas, que como Sucre, estan influenciadas por

otras de alta endemicidad.



1. MARCO TEORICO

La malaria es una enfermedad infecciosa trasmitida por el mosquito hembra
Anopheles spp, y causada por parasitos protozoarios del género Plasmodium,

cuya ubicacion taxondmica es:

Subphylum: Apicoplexa

Clase: Sporozoae
Subclase: Coccidia
Orden: Eucocciada
Suborden: Haemosporina
Familia: Plasmodidae
Geénero: Plasmodjurn

Se conocen cuatro especies de Plasmoaium, causantes de la infeccion en el
hombre: P. falciparum, P. vivax, P. malariae y P. ovale, los cuales pueden
diferenciarse morfolégicamente cuando se observan en extendidos microscopicos
(2,12) (figura 1).

El primer hito real en el conocimiento de la malaria fue el descubrimiento por el
médico cirujano francés Carlos Luis Alfonso Laveran que la enfermedad era
causada por un organismo unicelular, clasificado en esa época como Oscillaria
malanae. Mas tarde Romanowsky, hizo posible el estudio detallado del parasito al
introducir una nueva técnica de coloracion, poco después, Ronald Ross demostro
que los mosquitos transmitian la enfermedad mientras se alimentaban de sangre.
Este descubrimiento fue la clave para el control de la infeccion y condujo a la
desecacion de los pantanos donde crecian los mosquitos, al uso de mosquiteros
por la noche para evitar la picadura cuando los mosquitos son mas activos y

finalmente al desarrollo de insecticidas eficaces (2, 13,14).
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Figura 1: Diferencias morfolégicas entre Piasmoaium vivax, P. falcparum y P
maianae. Fuente: Manejo integral de la malaria (MENDOZA N. 2000).

1.1 CICLO DE VIDA DEL PARASITO
Existen dos ciclos diferentes, uno que se desarrolla en el mosquito llamado

esporogonico, en el cual hay reproduccion sexual y otro que se efectua en el

hombre, con reproduccion asexual, llamado ciclo esquizogodnico (figura 2).



ciclo de vida del parasito
T

1 e

/ J espumzui;\?%?z

[ (vt D
?:Fi; HJ’JI \‘u\ C_.f"?s‘eﬁ/uﬁ/ merozoito

’ W1 f%\ ~ 4
{ I- ns g

Figura 2: Ciclo de vida del Piasmoaium. Fuente: Organizacion Mundial de la Salud
OMS .2002.

1.1.1 Ciclo esporogoénico.

Se efectua en las hembras de mosquitos del género Ariopheles, que se infectan al
ingerir sangre de una persona que tenga parasitos sexualmente diferenciados en
machos y hembras, Illamados respectivamente microgametocitos vy
macrogametocitos. Estas formas sexuadas entran al estdomago del mosquito, y
contindan su desarrollo hasta convertirse en microgametos y macrogametos, los
cuales se fusionan y forman un zigoto. Este se transforma en una célula alargada
y movil de aproximadamente 20 micras de longitud llamada ooquinete, la cual
penetra la pared del estbmago del mosquito y se coloca entre las capas epitelial y

muscular. Alli crece y se divide asexualmente en numerosos elementos



filamentosos llamados esporozoitos que se diseminan por el cuerpo del mosquito,
pero se localizan de preferencia en las glandulas salivares, donde permanecen

hasta ser inoculados al hombre durante una nueva picadura (2,15).
1.1.2 Ciclo Esquizogonico.

El ciclo en el hombre comienza con la penetracion intracapilar de los esporozoitos
a través de la piel. Existen dos etapas de reproduccidon esquizogonica, la
exoeritrocitica y la eritrocitica. La etapa exoeritrocitica comienza con la
penetracion de los esporozoitos a los hepatocitos. Dentro de cada hepatocito
parasitado se forma el esquizonte tisular primario, el cual madura y deforma la
célula hepatica y libera miles de merozoitos tisulares los cuales van a la
circulacion para invadir los eritrocitos. Este proceso toma entre 8 — 25 dias para
P. falciparum y 8 — 27 dias para P. vivax. En el caso de P.vivaxy de P. ovale
algunas formas tisulares pueden entrar en un periodo de hibernacion llamada fase
criptobiotica, en el cual son llamados hipnozoitos. Cuando estos salen tardiamente

a la circulacion producen las recaidas (2).

La fase eritrocitica se da cuando los merozoitos procedentes de esquizontes
tisulares invaden los eritrocitos mediante un proceso de invaginacion, en donde
toman inicialmente forma anillada, denominados trofozoitos que al madurar
adquieren una configuracion irregular. Utilizan la hemoglobina para su nutricion,
aprovechando la globina de la célula, de la cual queda como producto residual el
pigmento malarico que aparece en el protoplasma del parasito como acumulos de
color café oscuro. Al dividir su cromatina se constituye el esquizonte que madura y
rompe el eritrocito liberando los merozoitos, La liberacion de los merozoitos
ocurre cada 48 horas en P. vivax, P. falciparumy P. ovaley cada 72 horas en P.
malariae. Cada una de estas formas del parasito invade un nuevo eritrocito y da

comienzo a otro ciclo eritrocitico.

Algunos merozoitos, al parecer, estan programados genéticamente para constituir

los elementos masculinos y femeninos, es decir los gametocitos, que circulan



como formas infectantes para los mosquitos y no producen sintomatologia en el
hombre. Estos gametocitos no llevan a reactivacion de la infeccion humana y si no
son ingeridos por los mosquitos desaparecen espontaneamente de la sangre. En
P. raicparum, los gametocitos aparecen en la sangre circulante 1 a 3 semanas
después de haber parasitemia asexuada y permanecer 4 a 6 semanas después de
terminada (2, 15).

1.2 MANIFESTACIONES CLINICAS

Todos los sintomas comunes de malaria se asocian con la invasion de los
eritrocitos y la destruccion subsiguiente de estas células. La fiebre caracteristica
se produce cuando los globulos rojos infectados estallan y liberan merozoitos,

hemoglobina y toxinas de los protozoos al torrente sanguineo (16).

Los primeros sintomas de la infeccion son inespecificos y consisten en cefalea,
letargo, nauseas, vOmitos, diarrea y mialgias. Estos sintomas aparecen, al

principio, cuando un pequeno numero de eritrocitos es destruido.

La enfermedad tiende hacia la cronicidad, estado que se caracteriza por periodos
de latencia, con etapas de recaidas o recrudescencia. Se entiende por recaida a la
sintomatologia debida a la reaparicion de merozoitos procedentes de hipnozoitos
hepaticos, principalmente en P wvivax desencadenada por traumas,
inmunosupresion, etc. La recrudescencia consiste en la presencia de sintomas
causados por el aumento de la parasitemia circulante, después de un periodo de 2
a 3 semanas, en que esta es tan baja, que no permite el diagnostico microscopico.
La recrudescencia se puede presentar con cualquiera de las especies de
Plasmodium pero principalmente con P. falciparum y con frecuencia se debe a

tratamientos incompletos o a resistencia a los antimalaricos (2).



1.3 DIAGNOSTICO

El diagnostico parasitologico actual se basa en la identificacion de los parasitos del
género Plasmodium en la gota gruesa y el extendido de sangre periférica.
También se encuentran disponibles pruebas seroldgicas, técnicas moleculares y la
deteccion de antigenos. Aunque unas presentan mas sensibilidad y especificidad
que otras, estas técnicas se han disefiado con el fin de ofrecer a la comunidad un
diagnostico rapido y confiable que disminuya el riesgo de complicaciones o de

muertes por esta enfermedad (17).
1.3.1 Gota gruesa.

Este procedimiento permite detectar parasitos circulantes aun cuando la
parasitemia es baja, ya que concentra varias capas de sangre (20- 30 en relacion
con el extendido) para ser examinadas simultaneamente. La sensibilidad de la
gota gruesa es muy buena: la probabilidad de no detectar el parasito cuando la
parasitemia es de 20 parasitos / mm al examinar 200 campos, es menor del 1 %.
Sin embargo, la morfologia de los parasitos puede aparecer distorsionada por el

proceso de deshemoglobinizacion y por el secado lento de las laminas (17, 18).

La gota gruesa es el procedimiento de diagnostico mas utilizado en el mundo. En
Colombia este método ha sido aprobado por el Ministerio de Salud. Se realiza
mediante la puncion capilar de un dedo de la mano o del pie si es un bebé y se

tine con cualquiera de los colorantes derivados de Romanowsky (17, 18).
1.3.2 Extendido de sangre periférica.

Este método aunque mucho menos sensible que la gota gruesa, permite observar
todas las caracteristicas morfologicas del parasito y del eritrocito parasitado, lo
cual facilita el diagnostico de la especie de Plasmodium que siempre es necesario

determinar en todos los casos de malaria (18).



1.3.3 Deteccién de antigenos.

Se basa en la deteccidon mediante anticuerpos monoclonales contra la proteina Il
rica en histidina derivada de los trofozoitos y gametocitos jovenes no maduros de
P. falciparum. Existe en forma de tirillas reactivas que detectan un limite de 60
parasitos asexuales por microlitro. Esta técnica se conoce comunmente como
Parasight—F (2, 17).

1.3.4 Deteccion de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH).

Esta enzima es producida por los parasitos sexuados y asexuados de todas las
especies de plasmoaium y distingue la especie P. falcjparum, pero no separa las
tres especies que no son P. falciparum. Comercialmente se consigue como
Optimal (2, 17).

1.3.5 Microscopia de fluorescencia.

Este método utiliza tubos capilares recubiertos con un anticoagulante para
recolectar la sangre obtenida por la puncion del dedo, que contiene fluorocromo
naranja de acridina para colorear el ADN nuclear y el ARN citoplasmatico de los

parasitos. Este procedimiento se conoce con el nombre de QBC (2, 17).

La separacion de las células de la sangre se hace en una microcentrifuga especial
para los tubos capilares y se lee mediante un aparato de luz ultravioleta conectado
a un microscopio comun, pero con condensador de campo oscuro. EI ADN y el
ARN fluorescente, lo cual permite identificar los protozoos en la parte superior de

la capa de globulos rojos separados en el tubo capilar (2, 17).
1.3.6 Técnicas moleculares.

Otra técnica de diagnostico es la amplificacion y deteccion de las secuencias de
acido desoxirribonucleico (ADN) especificas mediante técnicas basadas en la PCR

(reaccidon en cadena de la polimerasa). Esta técnica requiere de dos cebadores



que detectan la secuencia en el parasito y de la enzima Taq polimerasa, necesaria
para la amplificacion de las secuencias copia. Luego la secuencia amplificada se
detecta por sondas especificas de Fiasrmoaium o son analizadas en un gel de
electroforesis. La prueba de la PCR tiene mayor sensibilidad, y detecta ADN y
ARN utilizando las técnicas especificas de género o especie de Flasmoaium (2,
17).

1.4 EPIDEMIOLOGIA

La malaria es una enfermedad infecciosa de transmision vectorial, que
compromete la salud y el desarrollo socioecondmico en regiones tropicales y
subtropicales de todo el mundo. Anualmente se producen entre 300 y 500 millones
de casos clinicos de los cuales el 80% son debidos a Plasmodium falcijparumy se
originan principalmente en los paises africanos al sur del desierto del Sahara y
cerca del 20% restante son producidos por Plasmodium vivax que se encuentra

ampliamente distribuido en los continentes Asiatico y Americano. (19).

El numero de muertes por esta causa se calcula en 1,1 a 2,7 millones al afo, de
las cuales 1 millbn son nifos menores de cinco anos. Segun la organizacion
mundial de la salud el 40% de la poblacion mundial habita en lugares de riesgo de

adquirir la infeccion (1, 2) (figura 3).
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Figura 3: Distribucién geografica de la malaria en el mundo. Fuente: Organizacion
Mundial de la Salud. OMS, 2002.

En América latina, 21 paises poseen areas de riesgo para la transmision de la
malaria y dentro de estos paises Brasil, Colombia y otros de la region Andina
( Bolivia, Venezuela, Peru ) aportan mas del 80% del total de los casos, siendo

mayor el indice parasitario para Flasmoaium vivax ( 60% de los casos ) (19, 20).

En Colombia el 90.2% del territorio rural, situado por debajo de los 1600 m.s.n.m
presenta las condiciones climaticas, geograficas y epidemiologicas aptas para la
transmision de la enfermedad, estimandose que entre 18 a 24 millones de

personas se encuentran en riesgo de enfermar o morir por esta causa (21).

Anualmente se registran en Colombia entre 130 y 150 muertes por malaria, la
mayoria en la Costa Pacifica y Uraba — Bajo cauca. Las zonas de mas alto riesgo
de transmision de la enfermedad son la region del Uraba — Bajo rio Cauca y el Alto
Sinu, la Costa Pacifica, y los territorios de la Orinoquia y la Amazonia. Existen 550
municipios con algun grado de transmision de la enfermedad y cerca de 130 son

de alto riesgo (22).
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En Colombia el numero de casos reportados en 1998, afo en el cual la
transmision de la malaria se observo influenciada por fendémeno del nifio, alcanzé
188.379 casos. En el ano 1999 se informaron 71.012 casos; para el ano 2000 se
reportaron 139.637 casos confirmados, durante el 2001 se registré un total de
112.589 casos de los cuales el 65.2% correspondian a Flasmcaium vivax y el
33.1% a Piasmoaium 1aicparum. En el transcurso del 2003 se reportaron en el
pais 124.077 casos de malaria 12% menos de |lo observado en el 2002 (23). En el
2004 se reportaron 77.539 casos de malaria por P. vivax, 43.354 por P. faicparum

y 2.284 por infeccion mixta (tabla 1).

ANOS N° DE CASOS
1998 188.379
1999 71.072
2000 139.637
2001 112.589
2002 138.966
2003 124.077
2004 123 177

Tabla1: Casos de malaria registrados en Colombia en los afios 1998 - 2004

El comportamiento de la malaria en el departamento de Sucre durante los ultimos
siete afnos presenta una tendencia hacia el aumento, con un predominio de la
malaria por Plasmodium vivax, conclusion que se deriva del analisis de los casos
reportados anualmente al Ministerio de Salud (grafica 1a, 1b). Sin embargo, hay
que tener en cuenta que existe un subregistro importante de casos que podrian
modificar estas cifras. Adicionalmente, la mayoria de los casos reportados en
estos afos en Sucre corresponden a casos importados, es decir infecciones
adquiridas fuera del departamento; los casos autoctonos fueron reportados en los
municipios de San Onofre, Palmito, Sampues, San Marcos, Ovejas, Tolu y Tolu

viejo, segun datos suministrados por DASSALUD, Sucre (gréfica 1c, 1d).
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Grafica 1: Comportamiento de malaria en el departamento de Sucre durante 1998
— 2004. a: Casos de malaria diagnosticados. b: Casos de malaria segun
especie causante. c: Casos de malaria por P. faicparum importados y
autdctonos. d: Casos de malaria por P. vivax importados y autoctonos

1.5 RESISTENCIA DE Plasmodium falciparum A LOS ANTIMALARICOS

La resistencia del Plasmodium a los medicamentos de uso comun en la poblacion
es un fenbmeno que ha afectado a casi todos los paises con transmision de
malaria, incrementandose durante los ultimos 20 afios y esta relacionada como
una de las principales causas del aumento en la morbilidad y mortalidad de la
malaria a nivel mundial. En la actualidad el P. falciparum es resistente a la
cloroquina y la sulfadoxina—pirimetamina en casi toda la regibn amazonica y a la

cloroquina en la Costa del Pacifico de Sudameérica (24) (figura 4).
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Figura 4: Distribucién de la resistencia a los antimalaricos de uso comun. Fuente
Organizacién Mundial de la Salud. OMS, 2002.

La resistencia a los antimalaricos se define como la habilidad de una cepa de un
parasito para sobrevivir, multiplicarse o ambos a pesar de la administracion y la
absorcion de un farmaco en dosis iguales o mayores a las recomendadas, pero
dentro de los limites de tolerancia del paciente (25). Esta resistencia se puede
deber a varios mecanismos. mutacion esporadica de los microorganismos con
adaptacion del agente patdgeno a la droga, activacion de caminos metabdlicos
distintos para realizar la glicolisis aerobia y sintesis de aminoacidos, neutralizacion
de la droga por secreciones producidas por el protozoario y/o formacion de

metabolitos que inactivan la droga (2).

Los parasitos mutantes son seleccionados si la concentracion del farmaco es
suficiente para inhibir el crecimiento de parasitos sensibles pero inadecuada para
inhibir aquellos con sensibilidad reducida o resistentes; este fendmeno se
denomina presion de seleccion (25). Dentro de este contexto, las mutaciones

espontaneas son eventos atipicos y, por tanto, su probabilidad de presentacion es
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mayor segun aumenta la biomasa de una infeccion. Las infecciones con altas
densidades parasitarias son comunes en pacientes no inmunes, en los cuales, un
cuadro de malaria aguda puede presentar entre 10° y 10™ formas asexuales del
parasito, correspondientes a parasitemias del orden de 0,001% a 10%. Si se
asume una distribucion aleatoria de mutantes, un paciente con una parasitemia del
1% presenta una probabilidad 1.000 veces mayor de albergar un parasito mutante

resistente que un paciente con una parasitemia de tan so6lo 0,001%. (26).

Varios factores influyen en la seleccion de parasitos resistentes, principalmente
aquellos relacionados con medicamento-hospedero y medicamento-parasito como

se describe a continuacion.

1561 EI papel de la farmacocinética y la farmacodinamia de los
antimalaricos en laresistencia.

La farmacocinética se refiere al conjunto dinamico de procesos (absorcion,
distribucion, metabolismo y eliminacion) que permiten que un farmaco se
encuentre en concentraciones terapéuticas en la sangre. La farmacodinamia tiene
que ver con la relacion entre la concentracion de este farmaco y su efecto en el
parasito, asi como la magnitud con la que se alcanza este efecto. Ambos procesos

son importantes en la seleccidn de parasitos resistentes (27).

Entre los parametros farmacocinéticos, el mas importante para la seleccion de
parasitos resistentes es el tiempo de vida media (T %2). EI T 72 se define como el
tiempo que debe transcurrir para que se reduzca a la mitad el nivel de un farmaco
en la sangre (27). La mayoria de los antimalaricos tienen T 2 prolongado:
cloroquina, 1 a 2 meses; mefloquina, 2 a 3 semanas; sulfadoxina, 10 dias,
pirimetamina, 3 dias, mientras que antimalaricos como la quinina, o los derivados
de la artemisinina, de 16 horas y 45 minutos respectivamente presentan T 72
cortos. Los antimalaricos con T %2 prolongados tienen una mayor probabilidad de

seleccionar parasitos resistentes que aquellos con T 2 cortas (26).
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Cuando se administran farmacos con T % prolongada, la presion de seleccion
puede ocurrir durante dos eventos: cuando los parasitos de una nueva infeccion
se encuentran con concentraciones subterapéuticas de los farmacos que se
administraron en una infeccion primaria, las cuales pueden llegar a inhibir
parasitos altamente sensibles pero no parasitos con sensibilidad reducida o
resistentes, y/o cuando los parasitos de una infeccion primaria logran sobrevivir al
tratamiento inicial, usualmente en bajas densidades, y posteriormente se ven
expuestos a concentraciones subterapéuticas del medicamento que ofrece la
oportunidad a aquellos parasitos con sensibilidad reducida o resistentes (pero no a
aquellos altamente sensibles) de multiplicarse. En contraste, cuando se usan
farmacos de T %2 corta los parasitos sobrevivientes o aquellos procedentes de una
nueva infeccidbn no se ven expuestos al medicamento, y, por tanto, la presion de
seleccion sobre los parasitos mutantes con baja sensibilidad o resistentes es

minima (26).

Ademas de las caracteristicas farmacocinéticas del medicamento, otro factor que
afecta el surgimiento de la resistencia es su farmacodinamia. El principal objetivo
de los antimalaricos consiste en eliminar los parasitos de una infeccion; sin
embargo, la diferencia en la farmacodinamia de los antimalaricos hace que no
todos presenten la misma eficacia frente al parasito en sus diversos estadios.
Cuando los farmacos ejercen su efecto maximo pueden disminuir la biomasa
parasitaria en un rango que varia entre 100 y 10.000 veces por ciclo asexual. La
tasa de reduccion parasitaria obtenida al dividir la biomasa inicial de una infeccion
por la biomasa de la misma a las 48 horas de recibir tratamiento, es un buen
estimador de la potencia de un antimalarico. De esta manera, los derivados de la
artemisinina que presentan una tasa de reduccion parasitaria de 10* por ciclo
asexual son considerablemente mas potentes que otros medicamentos, como la
doxiciclina o la clindamicina, con una tasa de reduccion parasitaria de tan solo 10

por ciclo asexual (26).
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El efecto selectivo sobre algunos estadios especificos del parasito influye de
manera significativa en la respuesta clinica y parasitologica del paciente a su
tratamiento. Por ejemplo, los medicamentos antifolatos, tales como la sulfadoxina-
pirimetamina y el proguanil, actuan frente a los estadios de trofozoito maduro y
esquizonte temprano, mientras que las quinoleinas y sus relacionados como la
quinina, la mefloquina, la cloroquina y la amodiaquina, presentan una mayor
eficacia sobre el estadio de trofozoito joven. Asi, la eliminacion de los parasitos se
alcanza con mayor rapidez cuando se administran antimalaricos que actuan frente
a estadios tempranos del parasito, como la cloroquina que actua con mayor
rapidez que la sulfadoxina-pirimetamina. Por su parte, los derivados de la
artemisinina producen la respuesta terapéutica mas potente y rapida que cualquier
otro antimalarico existente en la actualidad. Estos compuestos presentan un
amplio espectro de accion sobre los estadios asexuales de P. fa/ic.parum debido a
que actuan desde los estadios de anillo joven hasta el esquizonte maduro. Las
formas de esquizonte resultan ser relativamente resistentes a la mayoria de los
antimalaricos, lo cual puede ocasionar recrudescencias. Dentro de este contexto,
la infeccion de un paciente soOlo se erradicara si las concentraciones de los
farmacos que se administraron exceden la concentracion requerida para mantener
la multiplicacion del parasito por debajo de 1 hasta que el ultimo parasito haya sido
eliminado (esta concentracion equivale a la concentracion minima inhibitoria — CMI
- 0 aquélla necesaria para inhibir el 99% de los parasitos en la infeccion IC gg) O
hasta que el numero de parasitos descienda a niveles tales que puedan ser

eliminados por el sistema inmunoldgico del paciente ( 26 ).

La persistencia de parasitos de una infeccion primaria puede evitarse con el uso
de medicamentos potentes que actuen frente a varios estadios del parasito. Si
esto no es posible y después de una infeccidbn primaria aun se encuentran
parasitos sobrevivientes, la seleccion de aquellos resistentes podria reducirse al
usar medicamentos de T 2 corta. Estos ultimos también reducen la probabilidad

de seleccionar parasitos con sensibilidad reducida o resistentes procedentes de
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una nueva infeccidn. Sin embargo, una consideracion importante es que los
medicamentos de T 2 corta usualmente requieren dosis repetidas que afectan la

adherencia del paciente al tratamiento y, por tanto, su eficacia (26).

1.5.2 Diseminacion de laresistencia.

La resistencia a los antimalaricos soélo se disemina e incrementa si los parasitos
mutantes resistentes son transmitidos satisfactoriamente a nuevos hospederos.
Asi, en teoria, la diseminacion de la resistencia esta dada principalmente por: a- la
diversidad genética de las poblaciones de parasitos en el area endémica, b- el
numero de picaduras infectivas o tasa de inoculacion entomoldégica como una
medida de la intensidad de la transmision, y c- la estabilidad de la transmision. En
las areas donde existe una amplia diversidad genética de Plasmoaiurmy coexisten
parasitos sensibles y resistentes, la recombinacion de diferentes aislamientos, la
cual ocurre en el intestino del mosquito infectado, disminuye la probabilidad de
diseminacion de la resistencia. Si la diversidad genética es baja, la probabilidad de
recombinacion genética se disminuye y los clones resistentes tienden a
permanecer en las poblaciones, siempre y cuando el hecho de ser resistente no

impligue cambios que alteren su probabilidad de supervivencia (26).

La velocidad con que ocurre la diseminacion de la resistencia depende de la
intensidad de la transmision. La mayor intensidad de transmision en Africa podria
explicar la rapida diseminacion de resistencia a los antimalaricos en este
continente. La intensidad de la transmision, por su parte, también determina otros
factores que afectan la diseminacion de la resistencia como el desarrollo de la
inmunidad clinica y, asi, el numero de parasitos expuestos a medicamentos
(Presion de seleccion) y la respuesta inmune de la poblacion (premunicion) capaz

de eliminar bajos niveles de parasitos (26).

En las diferentes areas endémicas de malaria, los factores epidemiologicos del

hospedero, del medicamento y del parasito interactuan para favorecer el
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surgimiento y la diseminacion de la resistencia o para no hacerlo. Mientras se
comprende mejor este fendbmeno y el peso relativo de cada uno de estos factores
en la evolucion de la resistencia a los antimalaricos, se requiere la implementacion

de medidas para su control (26).

1.6 CLASIFICACION BIOLOGICA DE LOS MEDICAMENTOS ANTIMALARICOS

Para el tratamiento de la malaria es necesario tener en cuenta tres aspectos
importantes acerca de la biologia del parasito: la especie de Plasmodium presente
en el enfermo; la etapa del ciclo de vida que puede ser influenciada por los
antimalaricos; y la susceptibilidad de la cepa del parasito al medicamento que se

desea administrar (2).

El parasito, en cada etapa de su ciclo de vida, tiene caracteristicas metabdlicas
propias que hacen variar la terapéutica. Segun estos criterios los farmacos
utilizados en el tratamiento de la malaria se dividen en: esquizonticidas sanguineos,

esquizonticidas tisulares, gametocidas y esporontizidas (2, 28).
1.7 GRUPOS DE ANTIMALARICOS

Los medicamentos antimalaricos se pueden clasificar segun su estructura quimica

y su actividad bioldgica en los siguientes grupos (2, 28, 29):

o 4 - aminoquinoleinas ( cloroquina y amodiaquina)

o 8 - aminoquinoleinas (primaquina)

o Hidroximetilquinoleinas (quinina, quinidina y mefloquina)

o Diaminopiramidinas (pirimetamina y trimetoprim)

o Sulfonamidas (sulfadoxina)

o Diguanidas ( proguanil, clorproguanil y cicloguanil)

o Hidroximetilfenantrenos (halofrantrina)

o Sesquiterpenolactonas ( arteméter, artesunato)

. Antibidticos ( tetraciclinas, doxiciclina, minociclina, clindamicina)
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1.8 MECANISMOS DE ACCION DE LAS DROGAS ANTIMALARICAS
1.8.1 Los inhibidores de la sintesis del acido desoxiribonucleico (ADN).

Actuan inhibiendo la incorporacion del fosfato en los acidos ADN y ARN sobre los
parasitos en su fase de crecimiento. También interfieren en la sintesis de ciertas
enzimas indispensables para la vida del parasito, como son la 6-fosfofructoquinasa

y la citocromo C- reductasa (2).
1.8.2 Los antagonistas del acido félico.

En su fase eritrocitica los parasitos son incapaces de utilizar el acido folico
preformado y por lo tanto necesitan sintetizarlo a partir del acido para — amino —

benzoico (PABA). Las sulfas actuan simplemente como antagonistas competitivos

2).
1.8.3 Los Inhibidores de la dihidrofolato reductasa del acido félico.

La reductasa del acido folico es necesaria tanto en el hombre como en el parasito,
para la transformacion del acido félico a acido folinico; este ultimo es esencial en la
sintesis de las bases de acidos nucleicos. El ser humano, aunque no puede
sintetizar el acido folico lo obtiene de la alimentacion y luego lo transforma en acido
folinico. Puede también utilizar acido folinico preformado procedente de los
alimentos o como suplemento nutritivo. En cambio el parasito no puede utilizar el
acido folinico de la naturaleza, pues su unica fuente es el derivado del acido folico
que él sintetiza, por esta razén la administracion de drogas que inhiben la
reductasa del acido félico interrumpen el metabolismo del parasito y no perjudican

el de las células humanas (2).
1.9 ACTIVIDAD ANTIMALARICA DE LA PIRIMETAMINA

La dihidrofolato reductasa (DHFR) y la timidilato sintetasa (TS) son enzimas que

junto con la serina hidroximetil transferasa, son de importancia fundamental en el
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metabolismo intermediario de nucledtidos pirimidinicos y acidos nucleicos,
catalizando secuencialmente reacciones en la sintesis de novo de la timidina 5
monofosfato (dTMP). En este ciclo, el H4-folato ademas de actuar como
transportador de grupos monocarbonados, sufre una oxidacion y posterior
reduccion durante las reacciones catalizadas porla TS y la DHFR respectivamente.
El blogueo tanto de la actividad DHFR como de la TS da lugar a una disminucion
de dTMP en la célula y “muerte celular por falta de timina “. Estas dos enzimas
estan siendo extensamente estudiadas por su crucial papel en la sintesis de DNA y

su importancia como blanco de agentes quimioterapéuticos (30, 31).

Dentro los protozoos examinados hasta el momento, ambas actividades se
presentan formando parte de una misma proteina bifuncional (DHFR-TS). La
actividad DHFR y la TS estan presentes en la misma cadena polipeptidica
formando un dimero. Esto ha hecho que los protozoos dependan de la sintesis age
novo para satisfacer sus necesidades de folatos y por otra parte, carezcan de ruta
de sintesis de bases puricas lo que convierte a la sintesis del dTMP en la ruta
mayoritaria de utilizacion de folatos en estos organismos. La perturbacion del
metabolismo del folato constituye por tanto un blanco de accion para la
quimioterapia. Los inhibidores de la DHFR como la pirimetamina impiden la
regeneracion de H4-folato a partir de H2-folato, producto generado en la sintesis de
dTMP (30, 31).

1.10 MUTACIONES ASOCIADAS CON RESISTENCIA A PIRIMETAMINA

Analisis genéticos de aislados de P. falcjparurn han demostrado claramente que la
resistencia a la pirimetamina es causada por mutaciones puntuales en el gen que
codifica la proteina blanco de la pirimetamina, DHFR, conduciendo a cambios en
aminoacidos del sitio activo de la enzima. EI aminoacido serina en la posicion 108
(Ser — 108) esta ligado a la sensitividad a pirimetamina y cicloguanil, mientras que
la mutacion Ser- 108 a Asn- 108 esta asociada con resistencia a pirimetamina y la

mutacion Ser — 108 a Thr — 108 confiere resistencia a cicloguanil. Ademas, el
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cambio de una asparagina por una isoleucina en el codon 51, de una cisteina por
una arginina en el codon 59 una isoleucina por leucina en el codon 164 y una
cisteina por una arginina en el codon 50 se han asociado con un incremento de la
resistencia. Estos hallazgos se sustentan en la determinacion de la secuencia
completa de la region codificante DHFR en una serie de aislados de P. rfaicparum
cuya sensibilidad a pirimetamina han sido previamente determinadas por pruebas
in wilro (9, 10, 30, 32, 33)

Estudios epidemiolédgicos de la prevalencia a mutaciones en areas con diferente
resistencia a pirimetamina se han realizado en algunos paises del Sudeste Asiatico
usando secuenciacion de ADN. Sin embargo, esta técnica es muy costosa lo que
limita su uso en estudios epidemiologicos a gran escala. Por este motivo se ha
utilizado la técnica de PCR vy restriccion enzimatica para detectar mutaciones

puntuales en el gen ahfrdel P. faicparum (9, 34, 35, 36).

Adicionalmente el gen aAfrpuede usarse como marcador molecular para establecer
el polimorfismo de parasitos circulantes, identificar infecciones mixtas, relacionar
patrones genéticos con ubicacion geografica y generar conocimiento encaminados

a la planeacioén del control de la enfermedad (37).

111 TECNICAS PARA DETERMINAR RESISTENCIA A DROGAS
ANTIMALARICAS

1.11.1 Estudios /n vivo.

Los estudios /7 vivo se constituyen en un método seguro para detectar resistencia
a antimalaricos, ya que se ha demostrado que la presencia de mutaciones en
genes que codifican para las enzimas DHFR y DHPS no siempre se correlaciona
con falla terapéutica a pirimetamina y sulfadoxina, lo que sugeriria que la falla
terapéutica estaria relacionada con la progresiva acumulacion de mutaciones en
los genes implicados. Adicionalmente existen factores intrinsecos en el huésped
que pueden influir en la resistencia, la interaccibn medicamento respuesta del

huésped no puede ser detectada en las pruebas /7 vifro. A este respecto, estudios
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realizado por el grupo de malaria de la Universidad de Antioguia sugieren que los
altos niveles de parasitismo intestinal en la poblacion rural del municipio de Turbo,
pueden estar influyendo en las diferencias observadas de resistencia /n vilro'y

resistencia in vivo a Cloroquina (38, 39).

La respuesta al tratamiento es evaluada con indicadores parasitologicos y clinicos.
La respuesta parasitologica se basa unicamente en el cambio de la densidad
parasitaria en el paciente como respuesta a una dosis estandar de un
medicamento antimalarico. La gota gruesa se toma los dias 2, 3, 7, 14 (y 21 y 28
para los estudios de 28 dias), asi como cualquier otro dia en que el paciente
presente fiebre. La respuesta parasitologica se categoriza empleando el siguiente

esquema:

Resistencia de tipo Il (RIIl). Si la densidad parasitaria del dia 2 es >25% de la

densidad parasitaria del dia O.

Resistencia de tipo Il (RIl). Si la densidad parasitarias del dia 2 es < 25% de la

densidad del dia O y siguid siendo positiva el dia 7.

Resistencia de tipo | (RI) temprana. Si la gota gruesa fue negativa el dia 2 con una
gota gruesa positiva en cualquier dia entre el dia 3 y dia 14. Si la gota gruesa fue
negativa en cualquier dia entre el dia 2 y el dia 6 y fue positiva en cualquier dia
entre el dia 7 y el dia 14. Si la gota gruesa fue positiva el dia 2 con una densidad
de parasitos asexuados < 25% del dia O, una gota gruesa negativa el dia 7, y una

gota gruesa positiva en cualquier dia entre el dia 8 y el dia 14.

Sensible / Rl tardia. Si la densidad parasitaria del dia 2 fue negativa o <25% de la
densidad del dia O y, ademas fue negativa entre los dias 7 y 14. (nota: en un
estudio de 28 dias, las cepas sensibles se distinguiran de una RI tardia mediante

la ausencia de parasitemia en las visitas de seguimiento del dia 21 y 28) (40).

1.11.2 Estudio de sensibilidad /n vitro.
Este método usado como estandar para monitorear la sensibilidad a los

medicamentos antimalaricos, consiste en determinar el porcentaje de inhibicion de
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la invasion y el desarrollo de parasito en presencia de los medicamentos. El
procedimiento se realiza en microplacas de titulacion que contienen microcultivos
sincronizados de las formas eritrociticas maduras del Fi/asmcaium. Los cultivos se
realizan en un medio de cultivo apropiado suplementado con hipoxantina, HEPES,
glucosa, sangre humana 0" hasta un hematocrito del 5%. El ensayo parte de un
cultivo con la parasitemia apropiada (numero de gldébulos rojos afectados por el
parasito) y como control se emplea un cultivo del parasito sin el medicamento. El
porcentaje de inhibicidbn se calcula con base en la relacion entre la parasitemia
calculada para cada cultivo con o sin medicamento y con las diferentes dosis del
medicamento y se interpreta con base en una grafica de dosis frente a la
respuesta. Para determinar la resistencia del P. falcparum a pirimetamina en
estudios /7 wiro se calcula la concentracion a la cual esta droga inhibe en un 50%
la actividad de la enzima DHFR (ICsg) (40, 41).

En estudios realizados en Sudan (42) se determin6 la relacidén entre las mutaciones
puntuales en el gene ahfry la respuesta /i viro a pirimetamina encontrando que
los parasitos de tipo silvestre presentaban un ICso de 0.01- 0.13 pg/100 pl mientras
que los aislados con doble o triple mutacion tenian valores de |Csq de 9.0-12.8
Mg/100 pl lo que indica que el aumento en el numero de mutaciones puntuales esta

asociado con un incremento en los niveles de |Csg para pirimetamina (42).

En una muestra representativa de personas diagnosticadas como positivas para
malaria por P. falcparum en el municipio de Turbo, se determiné /in vivo e in virola
frecuencia y el grado de resistencia de Fraic.parum a los tres farmacos, cloroquina,
amodiaquina y sulfadoxina-pirimetamina para ello se realizaron analisis clinicos y
parasitolégicos durante catorce dias. Como resultado se obtuvo que en las pruebas
in vivo P.1aiciparurm mostré resistencia a cloroquina, amodiaquina y sulfadoxina-
pirimetamina con una frecuencia de 97, 7 y 13% respectivamente; /n wviro las cifras
correspondientes fueron 21, 23 y 9% respectivamente. La concordancia entre los
resultados /n vivo e in wiro para cloroquina fue del 23%. Este estudio tambien fué

realizado en el municipio de Zaragoza - Antioguia encontrando que la prevalencia
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de resistencia a cloroquina era del 67% a amodiaquina 3% y a sulfadoxina —
pirimetamina 9%. En las pruebas / wifro todos los antimalaricos evaluados
mostraron sensibilidad. La concordancia para la cloroquina fue del 33% mientras

que para amodiaquina y sulfadoxina-pirimetamina fue del 100% (39, 43).
1.11.3 Técnicas moleculares.

Las técnicas moleculares han surgido como una alternativa para detectar en forma
rapida cepas del parasito que podrian ser resistentes a antimalaricos. Estas
técnicas no requieren de grandes volumenes de sangre infectada ni cultivos del
parasito, ya que el analisis puede realizarse a partir de una gota de sangre fijada en

papel filtro o a partir de laminas de diagnostico.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una de las técnicas moleculares
usada para el diagnostico de la malaria y para detectar la presencia de mutaciones
puntuales en genes del parasito, las cuales han sido asociadas con resistencia /n
vifro a los antimalaricos. La técnica de PCR consiste en la amplificacion de un
fragmento del gen de interés donde se encuentran las mutaciones, para esto se
utilizan oligonucleotidos sintéticos (iniciadores) cuya secuencia ha sido previamente
disefiada con ayuda de los bancos de secuencias de genes como el GENBANK
(38).

Generalmente la técnica de PCR se combina con otras herramientas de la biologia
molecular como es la restriccion enzimatica, en la cual los productos de PCR son
sometidos a digestion con una enzima de restriccion cuyo sitio de corte involucra la
ubicacion de la mutacion, de esta forma si la mutacion esta presente la enzima no

podra cortar el fragmento (38).

Son muchas las investigaciones que se han realizado utilizando esta técnica para
detectar mutaciones puntuales en el gen aAfr. En trabajos realizados por Zindrou y
otros (36) la discriminacion entre aislados sensibles y resistentes a pirimetamina se

logré mediante la digestion del producto de PCR (gen dhfr) con la enzima de
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restriccion A/u|. En este ensayo el ADN de aislados sensibles (AGC) fue digerido
con A/u | mientras que el ADN de los aislados resistentes (AAC) no lo fue. Sin
embargo, este método no pudo distinguir entre cepas resistentes a pirimetamina y
cepas resistentes a cicloguanil. Este inconveniente fue resuelto en otros estudios
al utilizar enzimas especificas para cada mutacion como la BGsr| que detecta el

genotipo Asn-108, y la Scrfl que detecta el genotipo Thr-108 (35, 44).

En Venezuela, un estudio con 54 aislados colectados de P. falcparum dio como
resultado un 96% con la mutacion Asn-108, un 4% con el genotipo silvestre Ser-
108 y no se encontré mutaciones Thr 108 o Val 16 relacionadas con resistencia a
cicloguanil. En este estudio también se detecté la presencia de mutaciones en las

posiciones 50, 51, 59, y 164 del gen afifrmediante ensayo PCR anidado (45).

En estudios realizados en Apartad6-Antioquia, al norte de Colombia, se analizaron
por restriccion enzimatica 25 muestras de sangre parasitada con P. falciparum
encontrando que el 63% contenian el codon Asn-108 en el gen aAfr relacionado
con resistencia a pirimetamina mientras que en ninguna de las muestras se

detecto el coddn Thr-108 relacionado con resistencia a cigloguanil (46).

Alternativamente una adaptacion de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR
alelo especifico) ha sido disefiada para detectar en forma rapida secuencias que
difieren en un solo par de bases, obviando el paso de la restriccion enzimatica y

permitiendo el analisis de un gran numero de muestras.

1.11.3.1 Reaccién en Cadena de la Polimerasa alelo especifica.

La técnica de PCR alelo especifica se fundamenta en la amplificacion eficiente que
ocurre cuando hay un perfecto acople entre el ADN blanco y el 3’ terminal del
cebador diagnostico. Un solo cambio nucleotidico puede ser rapidamente
detectado por un cebador de PCR que tenga un nucledtido 3’ terminal
complementario a la mutacion. La deteccion de la mutacion en la posicion 108 del

dominio DHFR de Plasmodium falciparum es rapidamente identificada ya que en
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todos los casos, se ha encontrado que Asn -108 es codificada por el coddn AAC,
Ser 108 por AGC y Thr 108 por ACC (9).

La reaccion en cadena de la polimerasa alelo especifica ha sido ampliamente
utilizada para la deteccion de mutaciones puntuales asociadas a la resistencia in
vlro a medicamentos antimalaricos. En estudios realizados en el Amazonas
brasilefio se empled el ensayo de PCR alelo especifica para determinar la
prevalencia de cepas de PFiasmoaium faicparum resistentes a pirimetamina,
encontrando que 38 de las 42 muestras colectadas contenian el codon AAC (Asn
108), asociado con la resistencia a pirimetamina; cuatro muestras contenian el
codon AGC (Ser 108), tipo silvestre; mientras que ninguno contenia el codon ACC
(Thr 108) asociado con resistencia a cicloguanil. Estos resultados indican una
estrecha relacion entre la alta incidencia de la mutacion DHFR Asn 108 y la
resistencia a pirimetamina en el Amazonas, lo cual ademas es consistente con las
tasas de error reportadas por el medicamento Fansidar (combinacion sulfadoxina-

pirimetamina) (9).
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2. OBJETIVOS
2.10BJETIVO GENERAL

Determinar la mutacion Asn-108 del gen ahAfrque codifica para enzima dihidrofolato
reductasa de Plasmodium falciparum, comunmente asociada con resistencia /n
vifro a pirimetamina, en muestras de sangre colectadas de pacientes infectados del

departamento de Sucre.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Evaluar la situacidon de la malaria por Plasmodium falciparum en el

departamento de Sucre.

o Identificar la presencia del coddn Ser-108 en el gen ahAfr de cepas de
Plasmoaium falcjparum sensibles a pirimetamina, mediante ensayo de PCR

alelo especifica.

o Identificar la presencia de los codones Asn 108 y Thr-108 en el gen dhfrde
cepas de Plasmodium falciparum frecuentemente asociados con resistencia

a pirimetamina y cicloguanil, mediante ensayo de PCR alelo especifica.

o Comprobar las ventajas del ensayo utilizado para la deteccion de la

mutacién Asn 108.
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3. METODOLOGIA

3.1POBLACION DE ESTUDIO

El presente estudio tuvo como poblacion de referencia personas residentes en
municipios del departamento de Sucre, que consultaron los centros de salud de sus
comunidades con sintomas de cefalea, letargo, nauseas, vomitos, diarrea, mialgias
y fiebre recurrente, y que fueron remitidos y/o diagnosticados en el hospital regional
de Sincelejo como positivos para malaria mediante técnicas microscopicas, entre
octubre de 2002 a marzo de 2004.

Criterios de inclusioén:

o Todo paciente positivo para malaria por Plasmodium falciparum.

o Aceptar voluntariamente por escrito a participar en el estudio, segun lo

establece la resolucion 008430 del Ministerio de Salud (Anexo A).

Criterios de exclusion:

o Todo paciente menor de cinco afos y mayor de setenta anos.
o Estar bajo tratamiento con drogas antimalaricas
o presentar malaria complicada (46).

3.2 UBICACION GEOGRAFICA DEL ESTUDIO

El estudio se realiz6 en el departamento de Sucre, localizado a 8° 17’ y 10° 08’ de
latitud Norte y los 74° 32’ y 75° 43’ de longitud Oeste. Limita al norte y al este con el

departamento de Bolivar, al sur y el oeste con el departamento de Coérdoba, y al
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oeste y norte con el mar Caribe, presentando una temperatura promedio anual de
28°C (Anexo B).

3.3 RECOLECCION DE INFORMACION
3.3.1 Encuestas.

Se aplicd una encuesta a una muestra de pacientes seleccionados al azar con
diagnostico positivo de malaria para establecer el origen de la infeccion; en la
encuesta se incluyeron preguntas sobre la edad, sexo, lugar de residencia y

sintomas relacionados (Anexo C).
3.3.2 Obtencion de las muestras de sangre.

A los pacientes con malaria por P. falciparum, se les extrajo 3 ml de sangre
periférica, esta se verti6 en tubos que contenian EDTA como anticoagulante.
Adicionalmente se extrajo una muestra de sangre periférica de una persona no
infectada de malaria, esta muestra se utilizO como control negativo para los
ensayos de PCR (9). Este procedimiento fue realizado por personal especializado

del Hospital Regional de Sincelejo.
3.3.3 Identificacion de formas parasitarias y recuento parasitolégico.

Las laminas utilizadas para la identificacion de las formas parasitarias del
Plasmoaium falciparurm y el recuento parasitologico, fueron donadas por la oficina
de epidemiologia del Hospital Regional de Sincelejo Il nivel. Estas laminas fueron

coloreadas utilizando el método de Romanowsky modificado (Anexo D).

Para observar la muestra al microscopio, se enfoco primero con objetivo de 10x y
40x para seleccionar aquellos campos donde se encontrara un mayor numero de
glébulos blancos, posteriormente, se adiciond una gota de aceite de inmersion y se
enfoco con objetivo de 100x. Para iniciar la busqueda de formas parasitarias se

recorrio la gota gruesa como se observa en la figura 5 (18, 47).
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Figura 5: revision microscdpica de la gota gruesa

Para el célculo de la parasitemia se realizd un recuento semicuantitativo que
consiste en informar la especie de Flasmcaium que ocasiona la infeccion vy el
numero aproximado de formas parasitarias (trofozoitos, esquizontes vy

gametocidas) encontrados en la gota gruesa (tabla 2) (18, 47).

RANGO DE PARASITOS
EQUIVALENCIA EN CRUCES
ENCONTRADOS
1 - 10 en 100 campos microscopicos +
11 - 100 en 100 campos microscdpicos ++
1 — 10 por campo microscépico +++
> 10 por campo microscépico ++++

Tabla 2: Recuento semicuantitativo de formas parasitarias.

3.3.4 Identificacion de mutaciones puntuales en el parasito.

La identificacidon de la mutacion puntual en la posicion 108 del gen dhfr de P.
falciparumn, se realizo utilizando la tecnica PCR — alelo especifica, que permite
detectar mutaciones asociadas con resistencia a pirimetamina y cicloguanil. Estos
estudios moleculares se realizaron en el laboratorio investigaciones Biomédicas de

la Universidad de Sucre.

Para la extraccion de ADN de sangre de pacientes positivos para malaria se
ensayaron tres protocolos: extraccion de ADN organica, extraccion de ADN con

altas concentraciones de sales y extraccion de ADN con resina Chelex- 100.
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3.3.4.1 Extraccion de ADN.

e Extraccion de ADN organica

Se centrifugé 600uL de sangre a 3000 rpm por 15 minutos, se descartd el
sobrenadante y el precipitado fue suspendido en un volumen igual de buffer de
lisis (TRIS - HCI0,2 M. pH 8, EDTA 0,02 M. SDS 2%) y proteinasa K a 200 pg/mL.
La mezcla se incubd durante una hora a 55 °C, transcurrido este tiempo se inactivo

la proteinasa K a una temperatura de 94 °C durante 5 minutos.

Luego se centrifugd nuevamente a 12.000 rpm por 10 minutos y extrajo el
sobrenadante, a este se le adicion6 un volumen igual de fenol equilibrado con TRIS
HCI 0,1 M pH 8 y se homogeniz6 por inversion del tubo durante 15 minutos a una
temperatura de 4 °C. Luego se centrifugd la mezcla a 12.000 rpm por 10 minutos
transfiriendose la fase acuosa a un nuevo tubo eppendorf, adicionandole una
décima parte del volumen de acetato de sodio 3 M y 2.5 volumenes de etanol al
95% y se incubs6 durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se centrifugo la
mezcla a 12.000 rpm por 5 minutos, se descarto el sobrenadante y el precipitado se
resuspendio en etanol al 70% nuevamente centrifugandose a 12.000 rpm por 5
minutos a 4 °C; se descarto el sobrenadante y el precipitado fue resuspendido en
100 pl de TE (TRIS HCI 10 mM, EDTA 1 mM) y fué almacenado a 4 °C hasta su
uso. (36, 48).

e Extraccidon de ADN con altas concentraciones de sales

Se tomaron 490 yL de sangre a la cual se le agregd 500 pL de buffer de lisis (TRIS
— HCI 10 Mm PH 8.0; EDTA 0.1M; SDS 0.5%) y proteinasa K a 1 mg/ml. Esta
mezcla se incubd a una hora a 55 °C. Pasado este tiempo nuevamente se incubd

por 5 minutos a 94 °C. Se centrifug6 a 12.000 rpm por 10 minutos a4 °C.

El sobrenadante que se obtuvo se le agregd un volumen igual de acetato de
potasio 5M, se coloco en hielo por 10 minutos invirtiendo constantemente el tubo.

Luego se volvio a centrifugar a 12.000 rpm por 5 minutos a 4 °C.
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Se desecho el precipitado y al sobrenadante obtenido se le adicionaron un volumen
de isopropanol, este se colocd en hielo durante 10 minutos. Se centrifugo la mezcla
a 12.000 rpm por 5 minutos a 4 °C. Al precipitado se le agregd 1 ml de etanol al
70% dejandose en hielo por 15 minutos. Nuevamente se centrifugdé a 12.000 rpm
por 5 minutos a 4°C. El tubo que contenia el precipitado se dejo secar durante 15
minutos, por ultimo se le adiciond 80 ul de TE y fue almacenado a -20°C hasta su
uso (50).

e Extraccidén de ADN con resina Chelex 100.

Se colocd una gota de sangre en el papel filtro, y cuando esta estuvo seca se
recortd 1 cm y se depositd en un tubo eppendorf de 1.5 ml, adicionandole 1 ml de
saponina 0.5%, mezclandose el contenido con vortex y se incub6 toda la noche a
4°C. Al dia siguiente se centrifugé a 12.000 rpm por 3 minutos, se descarto el

sobrenadante y el tubo se lavo tres veces con PBS (Buffer salino fosfato).

Se agregaron 150 pl de Chelex-100 5% (previamente calentado por 5 minutos a
90°C), mezclandose en vortex por 30 segundos. Nuevamente se incubd por 15
minutos a 56°C, realizando constantemente vortex durante y después de la
incubacion. Se volvid a incubar por 10 minutos a 100°C, se centrifugé a 13.000 rpm
por 5 minutos, se recupero el sobrenadante y nuevamente se centrifugd a 13.000
rpm por 10 minutos con el fin de limpiar el ADN de Chelex. Se separaron en cuatro

viales y se almacenaron a -20°C hasta su uso. (51)

3.3.4.2 Ensayo de la PCR alelo especifica.

e Estandarizacion de la PCR.

Las mutaciones puntuales se detectaron con los cebadores DIA-3 (especifico para
Ser 108), DIA-9 (especifico para Thr108), y DIA 12 (especifico para Asn108).

Todos estos cebadores se usaron en conjunto con el cebador SP1 (Tabla 3) (9).
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Secuencia Tm(IM| P.M | Longitud
Cebador % GC
5 _, 3¢ Na+) | (ug/umol) Pb
DIA 3 GAATGCTTTCCCAGC 53 58 4,529 15
DIA 9 GAATGCTTTCCCAGG 53 58 4.569 15
DIA 12 GGAATGCTTTCCCAGT 50 60 4.873 16
SP1 ATGATGGAACAAGTCTGCGAC 48 69 6.480 21

Tabla 3: Secuencia de cebadores utilizados en la PCR alelo especifica.

La estandarizacion del ensayo de PCR se realizd6 con el ADN de cepas de P~.
falcjparum, donadas por el Laboratorio de Bioquimica del Instituto Nacional de
Salud: cepa Haiti sensible a pirimetamina (control positivo para Ser- 108), cepa
Indonesia resistente a pirimetamina (control positivo Asn- 108) y la cepa FCB2
resistente a cicloguanil (control positivo para Thr-108) (7). Se ensayaron varias
concentraciones de cebadores (500ng, 400ng ,300ng, 200ng, 100ng, 50ng, 40ng,
30ng), asi mismo se realizé con el Mgcl2 (1.5mM, 2.0mM, 2.5mM, 3.0mM, 3.5mM)
y varias condiciones de temperatura y tiempos en un termociclador (HIBRAID PCR
Express), hasta obtener bandas definidas y nitidas correspondientes al fragmento
de 337 pb. En la tabla 4 se resumen las concentraciones de reactivos y en la tabla

5 los tiempos y temperaturas utilizados en la amplificacion.
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Reactivo Co:s:lr:lt;:t;ién Co:::gtgrizc;ién VOIUZIJQL'; final
Buffer 1X 1x 2.5
MgCl, 1.0a 3.5mM 2.5mM 2.5

DNTP's 0.2 mM 0.2 mM 25

Cebadores 500 a 40ng 40ng 2.5
Taq pol 1U /reaccion 1U/reaccion 0.2
ADN (50ng/pl) 1
H,O para PCR 11.3
Volumen final 25

Tabla 4: Reactivos utilizados en la estandarizacion de la PCR alelo especifica.

Etaoa Te°C T°C Tiempo Tiempo N°
P evaluada | escogida | gyaluado | escogido |de ciclos
Desna_tu_ra_lllzacmn 94 94 2 ] 7y5 7 minutos 1
inicial minutos
Desnaturalizacion 94 94 30,45seg| 45 00 40
y 1 minuto
Alineacion %6, 52.2, 45 45 1 minuto 40
45 segundos
. 45 .
Extensién 74,72 72 1 minuto 40
segundos
Extension final 74.72 72 5 minutos | 5 minutos 1

Tabla 5. Temperaturas y tiempos de amplificacion para la estandarizacion de la

PCR alelo especifica.

o Amplificacion de las muestras:

Las condiciones de amplificacion de las muestras fueron las siguientes: 2.5 mM de
Mgcl2, DNTP’s 2.0 mM, cebadores 40 ng, Taq polimerasa 1 Unidady 1 ul de ADN

de Plasmodium falciparurm.
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Los parametros para la amplificacion fueron: un paso inicial de desnaturalizacion a
94 °C por 7 minutos seguido por 40 ciclos de 45 segundos de desnaturalizacion a
94° C, 1 minuto de alineamiento a 45° C y 1 minuto de extension a 72° C.
Después del ultimo ciclo se incluyd un paso de extension final a 74° C por cinco

minutos.

Se usaron dos controles negativos para cada uno de los ensayos: ADN humano y

agua filtrada estéril, esto con el fin de indicar posibles contaminaciones.
3.4 VISUALIZACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR

Para la visualizacion de los productos de PCR se realizé una electroforesis en gel
de agarosa al 2%; este gel se hizo con 100 ml de buffer TBE (Tris-Borato 45Mm
EDTA 1Mm) y 2 g de agarosa. La agarosa se disolvidé calentando la solucion sin
dejar hervir y con agitacion moderada constante. Luego se dejo enfriar a
temperatura ambiente y se vertid en un molde para geles (Bio-rad) con un peine.
Seguidamente se tomd una alicuota del producto de PCR (4/5 del volumen a
correr) y se agrego 1/5 de volumen del tampdn de carga Orange G (Sigma, USA)
se mezcld y se agregod en los pozos del gel en cantidades de 15 ul. En el primer
pozo se adiciono 2 ul del marcador de peso molecular ADN Ladder de 100 bp
GeneRuler™ (MBI Fermentas). Posteriormente se corrieron las muestras y el
marcador en un tanque de electroforesis horizontal sub-cell model 96 de Biorad,
con 650 ml de tampon TBE y Bromuro de Etidio a una concentracion final de 0.5
ug/ml, el cual actua como intercalante de ADN facilitando su observacion al
exponerlo a la luz UV. Se espero el tiempo necesario, hasta, que las muestras
hubieran llegado al frente de corrido del gel, luego de someterlo a 90 voltios de
intensidad (51).

3.5 FOTODOCUMENTACION.

Al término de la electroforesis se procedido a fotografiar los geles con bandas

consideradas consistentes. Este fotografiado se realizd en el momento de la
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observacion del gel en el transiluminador (Luz UV) 254/312 NM (Sigma, USA) con

una camara digital Fugisilm Finepix 26 — 50.
3.6 ANALISIS DE LOS RESULTADOS.

Los datos obtenidos en las encuestas se tabularon en una hoja de calculo del
programa Excel Windows XP y se analizaron con estadisticas descriptivas. Para
interpretar los resultados observados en el gel de agarosa al 2%, se calculdo el
tamano de los fragmentos a partir de los tamafios en pares de bases (pb) de las
bandas del marcador de peso molecular. Para lograr esto se realizé una grafica en
una hoja de calculo Microsoft Excel con el logaritmo de la distancia de corrido en
centimetro de cada una de las muestras contra cada uno de los fragmentos del

marcador.
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4. RESULTADOS

4.1 POBLACION DE ESTUDIO

Durante el periodo de estudio comprendido entre octubre del 2002 y marzo del
2004, se reportaron al hospital regional de Sincelejo, 636 casos por Plasmodium
vivax, 122 por Plasmodium falciparum y 10 por infecciones mixtas. El 93.4% de las
infecciones causadas por P. falciparum fueron adquiridas en zonas endémicas
como los departamentos de Coérdoba y Antioquia mientras que el 6.6% fueron
infecciones autdctonas de los municipios de San Onofre, Sampues, Ovejas, Tolu,
Tolu viejo, Galeras y Los Palmitos. Los casos de P vivax presentaron un
comportamiento similar a lo observado con P falciparurm siendo el 92.3 % de los

casos importados y el 7.7% autdctonos (Tabla 6).

Casos de malaria | Nimero de casos | Casos autéctonos Casos
importados
por especie
P vivax 636 49 587
P. falciparum 122 8 114
Total 758 57 701

Tabla 6: Casos de malaria en el departamento de Sucre durante octubre de 2002
y marzo de 2004.

4.2RESULTADOS DE LA ENCUESTA

Setenta y seis pacientes infectados por malaria respondieron la encuesta y
aceptaron participar voluntariamente durante el periodo de muestreo del presente

estudio; de estos, el 57% correspondian a infecciones causadas por Plasmodium
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falcparum, el 42% por FPiasmoaiurm vivax, y el 1% por infecciones mixtas (grafica
2). De los 43 casos de malaria por P. faicparurm, 41 (95,3%) fueron adquiridos en
zonas endémicas como los departamentos de Antioquia (en los municipios de
Zaragoza, Taraza, Caceres, Medellin, EI Bagre), Cérdoba (en los municipios de
Tierra Alta, Valencia, Montelibano), Bolivar (en el municipio de Puerto Rico), Choco
(en el municipio de Llord) y Norte de Santander (en el municipio de Tibu); siendo el
departamento de Antioquia quien aportd la mayoria de los casos. Las infecciones
autoctonas se registraron en el municipio de Los Palmitos (Tabla 7). Los casos de
malaria por FPiasmoaium vivax fueron adquiridos en los departamentos de Cdrdoba

y Antioquia (Tabla 8).

" 57% muestras positivas para
42% muestras positivas

para Poowivax

P falcinarum

1% infeccion mixta

Gréfica 2: Casos de malaria discriminados por especie de Piasmoaium
diagnosticados en el departamento de Sucre durante octubre de 2002 y
marzo de 2004
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LUGAR DE LA INFECCION N° DE CASOS PORCENTAJE
ANTIOQUIA 21 49%
CORDOBA 17 40%
BOLIVAR 1 2%
CHOCO 1 2%
NORTE DE SANTANDER 1 2%
SUCRE 2 5%

TOTAL 43 100%

Tabla 7: Distribucion de casos de malaria por Plasmodium falciparum segun el

origen de la infeccion.

LUGAR DE LA N° DE CASOS PORCENTAJE
INFECCION
ANTIOQUIA 17 53%
CORDOBA 15 47%
TOTAL 32 100%

Tabla 8: Distribucién de los casos de malaria por Plasmodium vivax segun el
origen de infeccion.

El 88% de los pacientes que diligenciaron la encuesta pertenecian al género
masculino y se encontraban en un rango de edad entre 8 y 66 afos con una
positividad de infeccion por P. falciparum del 62%. Los pacientes del género
femenino (12%) presentaban edades entre los 4 y 45 afios y padecian en su

mayoria malaria por P. vivax (67%) (grafica 3, 4, 5).

67 pacientes de sexo
masculino

9 pacientes de sexo
femenino

Gréfica 3: Distribucion de casos de malaria segun el sexo.
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Gréafica 4. Casos de malaria segun el grupo de edades en pacientes del sexo
masculino y femenino

37% P. 1% infecciones 33%
vivax ixtas F.iaiciparum

62% P.
falciparum

67% Pvivax

Gréfica 5a: porcentaje de casos de malaria por especie parasitaria en pacientes
del sexo masculino b: porcentaje de casos de malaria por especie
parasitaria en pacientes del sexo femenino.

Los pacientes encuestados manifestaron presentar diversos sintomas
relacionados con la enfermedad como son escalofrios, cefalea, fiebre, sudoracion
nauseas, vomito, y diarrea. A estos pacientes se les suministro el tratamiento
adecuado para P. vivaxy P. faicparurm no complicado, formulado por el ministerio

de proteccion social (anexo E).
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4.3 IDENTIFICACION DE FORMAS PARASITARIAS Y RECUENTO
PARASITOLOGICO

En las laminas observadas en el microscopio se visualizaron dos formas

parasitarias: trofozoitos y gametocitos (fotografia 1).

Al realizar el recuento parasitologico se encontrd que el 2,8% de las laminas tenian
de uno a diez parasitos en 100 campos microscopico, el 25% de 11- 100 parasitos
en 100 campos microscopico, el 44% uno a diez por campo microscopico, y el 28%

presentaban mas de diez parasitos por campo microscopico.

Fotografia 1a, 1b y 1c: Trofozoitos de P. falcijparum en extendidos de sangre
periférica, las laminas fueron coloreadas utilizando el método de
Romanowsky modificado. Los trofozoitos se observan como anillos
pequenos y delicados con uno o dos puntos de cromatina de color rojo,
mientras que el citoplasma se colorea de azul. 1d: Gametocito de P
falcjparum en extendidos de sangre periférica. Los gametocitos
presentaban una forma creciente de semiluna.

4.4 IDENTIFICACION DE LAS MUTACIONES EN EL GEN ahfr.

Para identificar las mutaciones en el gen ahfrse procesaron 36 muestras de sangre
periféerica de pacientes diagnosticados como positivos para malaria por P.

falciparurm.
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4.4.1. Extraccion de ADN.

Para la extraccion de ADN del parasito se utilizaron tres protocolos de extraccion:
Extraccion de ADN organica, extraccion de ADN con resina Chelex y extraccion de
ADN con altas concentraciones de sales, obteniendo los mejores resultados con el
método de extraccion organica, que permitié obtener una buena cantidad de ADN

(fotografia 2).

PRSGREATEST 6 SO O8I 12 1.3 14 15

—.—--—-b--“q--

N 1 IR

Fotografia 2: Extraccién de ADN organica de las muestras 1-15.

4.4.2. Estandarizacion de la PCR alelo especifica.

Para estandarizar la técnica de PCR, se realizaron diferentes ensayos utilizando
varias concentraciones de cloruro de magnesio (Mgcl2), cebadores, tiempos y
temperaturas de amplificacion hasta obtener bandas bien definidas y nitidas
correspondientes al fragmento de 337 pb. Los mejores resultados se obtuvieron
con una concentracion de MgCl, a 2.0 mM y 2.5 mM con los cuales se lograron
fragmentos nitidos y consistentes, mientras que con altas concentraciones (3.5
mM) se observaron bandas muy opacas y poco consistentes. La concentracion de
la reaccion escogida fue de 2.5 mM por ser la mas utilizada en la amplificacion del
ADN. (Resultados no mostrados). De igual manera se evalu6 la concentracion de
los cebadores realizando un PCR con diferentes concentraciones de los cebadores
SP1 y DIA -3 (500 a 30 ng); manteniendo constante las condiciones y cantidades
de los otros reactivos. La concentracion mas adecuada en este ensayo fue la de

40 ng de cebador con lo que se disminuyo el barrido en el corrido electroforetico,
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mientras que con altas concentraciones de cebador se originaron bandas

inespecificas. (Resultados no mostrados)

Con base en estos resultados se realizdé un nuevo ensayo de PCR manteniendo las
concentraciones de los reactivos y variando las condiciones de la amplificacion, asi:
un ciclo de desnaturalizacion a 94°C/ 7 minutos, seguido por 40 ciclos de 45
segundos a 94° 1 minuto de alineamiento a 45°C, y 1 minuto de extension a 72°C
Después del ultimo ciclo se incluyd un paso de extension final a 72° C por cinco
minutos. Con estas condiciones se obtuvo una banda nitida del control positivo

correspondiente a 337 pb (fotografia 3).

1031 ph

BO0 ph
500 phb
400 phb

300 ph
200 ph

337 pb

100 pb
B0 pb —

Fotografia 3: Electroforesis del producto de amplificacién con los cebadores SP1
y DIA-3. Pozo1. Marcador de peso molecular DNA Ladder (100 pb)
GeneRuler™. Pozo2. Amplificacion del ADN de P.faicparum cepa Haiti
(Ser- 108) usado como control positivo. Pozo3. Control negativo (agua
filtrada esteéril).

4.4.3 PCR alelo especifica de las muestras.

De las 36 muestras de sangre periférica analizadas mediante el PCR alelo
especifica 20 presentaban el genotipo silvestre Ser — 108 (AGC) relacionado con
sensibilidad a pirimetamina (fotografia 4 y 5), 14 muestras mostraron la mutacion
Asn108 (AAC) relacionada con resistencia a pirimetamina (fotografias 6 y 7) y

ninguna presento el genotipo Thr-108 que confiere resistencia a cicloguanil.
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Dos de las muestras no amplificaron con ninguno de los pares de cebadores
utilizados. Ninguno de los pacientes presentd una infeccion mixta con cepas de P.

faicparum portadoras del genotipo Ser-108 y el genotipo Asn —108.

500 pb
400 pb

300 pb

Fotografia 4: Electroforesis de los productos de amplificacién de las muestras con
los cebadores DIA3 y SP1. Pozo1. Marcador de peso molecular DNA
Ladder (100 Pb). Pozo 2. Control positivo, ADN ade P. 1aicparum cepa Haiti.
Pozo 3, 4, 5, 6, 8, 9. Muestras positivas para Ser-108. Pozo 7. Muestra
negativa para Ser-108. Pozo 10. Control Negativo, agua filtrada esteril.

2 3 456 78910112 1831415 1617

500 pb
400 pb

300 pb

200 pb

Fotografia 5: Electroforesis de los productos de amplificaciéon con los cebadores
DIA3 y SP1. Pozo1. Marcador de peso molecular DNA Ladder (100 Pb).
Pozo 2. Control positivo, ADN de P. rfaicparum cepa Haiti. Pozo 3. Control
Negativo, agua filtrada estéril. Pozo 4, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17.

Muestras positivas para Ser-108. Pozo 5, 6, 7, 8, 9. Muestras negativas
para Ser-108.

45
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500 pb
400 pb
300 pb
200 pb

Fotografia 6: Electroforesis de los productos de amplificacion con los cebadores
DIA -12 y SP1. Pozo1. Marcador de peso molecular Ladder (100 pb DNA).
Pozo 2. Control positivo, ADN de P. faicparum cepa Indonesia. Pozo 3.
Control negativo, agua filtrada estéril. Pozo 4. ADN humano. Pozo 5, 10y
11. Muestras positivas para Asn-108. Pozo 6, 7, 8, 9. Muestras negativas
para Asn-108.

12 3 4 56 6 7 8 9 10 1112

Fotografia 7: Electroforesis de los productos de amplificacion con los cebadores
DIA -12 y Sp1. Pozo1. Marcador de peso molecular Ladder (100 pb DNA).
Pozo2. Control positivo, ADN de P. faicparum cepa Indonesia. Pozo 3.
Control negativo, ADN humano. Pozo 4. Control negativo agua filtrada y
esteril. Pozos 5, 6, 7y 8. Muestras positivas para Asn-108. Pozo 9, 10, 11,
12. Muestras negativas para Asn-108
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Las muestras positivas para Asn 108 correspondian a pacientes que habian
adquirido la enfermedad en zonas endémicas como los municipios de Caceres,
Zaragoza, Taraza, Caucasia, Tierra alta y Puerto Libertador. Tres de las muestras
analizadas portadoras del genotipo AAC pertenecian a municipios del
departamento de Antioquia en donde se ha reportado resistencia a pirimetamina
como son Turbo y Zaragoza. Las muestras autdéctonas no presentaron el genotipo
mutante (Tabla 9).

il;‘l;g:;igﬁ N° de muestras Ser-108 Asn-108 Thr-108
LiE:r?erltgor 7 4 3 0
El Bagre 4 0 4 0
Caucasica* 3 2 0 0
Tierra Alta 3 3 0 0
Taraza 3 2 1 0
Zaragoza 2 0 5 0
Palmito 2 2 0 0
Caceres 2 0 5 0
Turbo 1 0 1 0
Valencia 1 1 0 0
Puerto Rico 1 1 0 0
Lloré 1 1 0 5
Tiba 1 1 0 3
Puerto Berrio 1 1 0 0
Montelibano 1 1 0 0
Medellin 1 0 1 0
Coérdoba* 1 0 0 0
San Benito 1 1 0 0

Tabla 9: Ocurrencia Asn-108 y Ser-108 en DHFR de muestras obtenidas de P.
falciparum * Muestras que no amplificaron
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5. DISCUSION

Desde octubre del 2002 a marzo del 2004, el numero de casos importados de
malaria por P. falciparum en el departamento de Sucre, superd considerablemente
el numero de casos autoctonos, lo cual indica que las migraciones y el flujo de
personas infectadas provenientes de zonas endémicas vecinas (Antioquia,
Coérdoba y el sur de Bolivar) es uno de los principales factores responsables del

aumento de casos reportados en los ultimos arios.

Estudios recientes revelaron la presencia de especies de Anopheles, vectoras de
Plasmoaium, en dos municipios del departamento de Sucre (4) por lo que los casos
autoéctonos pueden ser producto de la transmision del parasito desde una persona
con una infeccién importada a otra persona que reside en municipios de Sucre
donde existe el vector; como lo hace suponer la presencia de gametocitos de ~.

falciparum en el extendido de sangre periférica de algunos de los pacientes.

De los 36 pacientes estudiados para la mutacion DHFR Asn-108, el 72% present6
parasitemias elevadas, lo cual aumenta la probabilidad de que estos parasitos
desarrollen resistencia a los antimalaricos, principalmente hacia los medicamentos
con una vida media prolongada, como la sulfadoxina- pirimetamina. Investigaciones
previas indican que un paciente con parasitemias iguales o mayores al 1%,
presentara una probabilidad mil veces mayor de albergar un parasito mutante

resistente que aquellos pacientes con parasitemias menores (26).

Catorce (38.9%) de las muestras analizadas para el genotipo DHFR presentaron la
mutacion Asn-108, todas las muestras correspondian a infecciones importadas,
once de ellas adquiridas en municipios de Antioquia. Esto es de especial interés ya
que estudios previos realizados en Antioquia, demuestran la existencia de cepas de
P. falcjparurm con esta mutacion; adicionalmente, la resistencia /n vivo a

sulfadoxina-pirimetamina también ha sido reportada (39, 43, 46).
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Investigaciones previas indican que el aminoacido 108 es clave para la unidén de la
pirimetamina y que un cambio de serina a asparagina confiere una resistencia
moderada al medicamento. Una segunda mutacion, ya sea en la posicion 51, 59 o
en la 164 confiere al parasito un alto nivel de resistencia a pirimetamina /in wiro
(52). El genotipo Asn-108 se ha reportado en diversas regiones del mundo donde
existe resistencia a sulfadoxina- pirimetamina. En Colombia, la mutacion se report6
en zonas endémicas para P. faic,parum, como Apartado (Antioquia) junto a otras

mutaciones como la lle-51y Arg-59 (46).

Mediante pruebas de sensibilidad /7 vilro se ha podido determinar que parasitos
aislados de pacientes que presentan falla terapéutica a pirimetamina, poseen un
ICso de 500 a 1500 veces mayor que el ICsg de los pacientes susceptibles al
medicamento, estos valores de ICsg elevados han sido relacionados con el genotipo

Asn-108 de DHFR en estudios de cruces genéticos (9).

En nuestro estudio, ninguno de los catorce pacientes infectados con cepas de ~.
falcparum DHFR Asn-108, reportd falla terapéutica a sulfadoxina- pirimetamina.
Para explicar esto, proponemos que: a) las cepas mutantes de P raicparum
obtenidas presentan solo el cambio en el aminoacido 108 de DHFR y que carecen
de las otras mutaciones que potencian la resistencia a pirimetamina; b) las
mutaciones en DHFR, incluyendo el aminoacido 108, estdn compensadas por el
gen riahps silvestre. ElI gen prafips codifica para la dihidropteroato sintetasa,
enzima componente de la ruta biosintética de folatos y que es el blanco terapéutico
de la sulfadoxina, medicamento que se usa en combinacion con la pirimetamina,
para potenciar su efecto antimalarico. Esto ya ha sido postulado por otros
investigadores quienes han asociado la resistencia /7 vvo con la frecuencia de
mutaciones en DHFR y DHPS (52) y/o c) que la diversidad genética de las cepas
de P. faicparum introducidas en el departamento de Sucre, sea alta. Cuando
existe una alta diversidad genética y coexisten parasitos sensibles y resistentes, la
recombinacion entre los diferentes aislamientos aumenta, lo cual disminuye la

probabilidad de diseminacion de la resistencia (26). Para confirmar lo anterior es
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necesario la busqueda de otras mutaciones asociadas con resistencia a
sulfadoxina- pirimetamina y la realizacion de estudios de diversidad genética de las

cepas de P. falciparum circulantes en Sucre.

Adicionalmente, ninguna de las 36 muestras analizadas mostrd el genotipo
Thr-108, asociado con resistencia /7 wiro a cicloguanil, resultados similares fueron
reportados en aislados del Uraba antioquefio (46). El cicloguanil es un
medicamento que no es utilizado en Sucre para el tratamiento de la malaria por lo
que se esperaria no encontrar esta mutacion. Este ensayo se constituye entonces,

en un control del PCR.

La técnica de PCR alelo especifica, es una alternativa para detectar en forma
rapida cepas de P. faicparum que pueden ser resistentes a los antimalaricos.
Mediante esta técnica se obvia el cultivo del parasito, ya que permite trabajar con
muestras de ADN extraidas directamente de pequerfios volumenes de sangre (una
gota es suficiente) de los pacientes infectados, aun si la parasitemia es baja.
Adicionalmente no requiere de segundas rondas de amplificacion, por lo que se
disminuye el riesgo de contaminacion de las muestras. Treinta y cuatro (94.4%) de
las muestras fueron analizadas satisfactoriamente por PCR, solo 2 no amplificaron,
esto puede ser debido a residuos quimicos del proceso de extraccion de ADN que
pueden inhibir la reaccion. Se ha reportado que el método de extraccidn organica
con fenol puede dejar restos de reactivos que inhiben la Taq polimerasa (36).
Adicionalmente, otro factor determinante en el procesamiento del ADN es el tiempo
entre la obtencion de la muestra y la extraccion del mismo. Cuando las muestras no
se procesan rapidamente, la lisis de las ceélulas sanguineas libera nucleasas que

degradan el ADN y por lo tanto no ocurre la amplificacion.

Este estudio es el primer acercamiento hacia la busqueda de mutaciones puntuales
asociadas con resistencia a pirimetamina en muestras de pacientes infectados con
P. 1aicparum en Sucre, lo cual es de gran importancia para establecer la relacion

existente entre la mutacidon encontrada y la resistencia del parasito a la
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pirimetamina. Los resultados obtenidos en esta investigacidon, sumado a los
recientemente reportados en otras regiones de Colombia ponen en manifiesto una
acelerada variacion geneética del parasito para evadir al tratamiento farmacolégico,
lo cual hace pertinente la continuidad de las investigaciones encaminadas a la

busqueda de nuevas alternativas terapéuticas para el control de la enfermedad.
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6. CONCLUSIONES

El aumento en el numero de casos de malaria reportados desde octubre del
2002 a marzo del 2004 es ocasionado principalmente por las migraciones y
flujo frecuente de personas infectadas, proveniente de zonas de alta

endemicidad que introducen el parasito en Sucre.

El 72% de las personas a las cuales se les determiné el genotipo DHFR —
108 tenian parasitemias altas, lo cual aumenta la probabilidad de albergar

parasitos de P. falciparurm mutantes.

El genotipo Asn-108 fue encontrado en el 38.9% de las 36 muestras
analizadas para esta mutacion, lo cual indica la existencia de la resistencia

in vifro moderada a la pirimetamina.

Todas las muestras mutantes DHFR Asn 108 correspondian a infecciones
importadas, el 78.5% provenientes de municipios endémicos de Antioquia,
donde existe reporte de resistencia /n vifro e in vivo a la sulfadoxina-

pirimetamina.

Ninguno de los pacientes infectados con P. falciparum participantes del
presente estudio reportd falla terapéutica al medicamento, lo que sugiere la
existencia de otros mecanismos inherentes al parasito u al huésped, que

podrian estar atenuando el efecto de la mutacion.

La PCR alelo especifica es una técnica molecular de gran utilidad para la
deteccion de mutaciones puntuales en genes del parasito, que codifican

para blancos terapéuticos de la malaria, como la enzima DHFR-TS.
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7. RECOMENDACIONES

Realizar estudios adicionales para detectar otras mutaciones en el gen ahfr
relacionadas con resistencia a pirimetamina como son la lle -51, Arg-59, y

la Leu-164 en cepas de Plasmoaium falciparum.

Buscar las mutaciones puntuales en el gen ahfs relacionadas con resistencia a
sulfadoxina como son las mutaciones en los residuos 436 (Ser —» Phe)
(Ser > Ala) 581 (Ala — Gly), 437 (Ala —» Gly) 613 (Ala —Ser)
(Ala—>Thr) y 540 (Lys—>Glu).

Llevar a cabo un sistema de seguimiento a todo paciente que resulte positivo
para malaria por Plasmoaium falciparum, con el objetivo de verificar la

eficiencia del medicamento administrado.

Complementar los estudios moleculares con estudios /77 vivo para relacionar la
presencia de determinadas mutaciones en los genes dhfr y ahfs con la

resistencia a fansidar en muestras colectadas en el departamento de Sucre.
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ANEXO A. Formato de consentimiento informado

LABORATORIO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS

DETERMINACION DE LA MUTACION Asn-108 DEL GEN DE LA
DIHIDROFOLATO REDUCTASA (ahf) DEL PARASITO Plasmodium falciparum
ASOCIADA CON RESISTENCIA in vitro A PIRIMETAMINA EN MUESTRAS DE

SANGRE DE PACIENTES INFECTADOS RESIDENTES EN EL

DEPARTAMENTO DE SUCRE

CONSENTIMIENTO INFORMADO:

Yo- he sido informado por los estudiantes de Biologia con
énfasis en Biotecnologia Katia Isabel Mendoza y Shirley Patricia Aljure sobre el
trabajo que realizan en malaria, utilizando para ello técnicas de Biologia Molecular,
motivo por el cual me tomaran una muestra de sangre periférica con el fin de
determinar la presencia de la mutacidon Asn -108 en el parasito Plasmodium

falciparum relacionado con resistencia a pirimetamina.

Teniendo en cuenta todas las garantias que me ofrecen admito que estoy de

acuerdo en participar en este trabajo de investigacion.

Firma y cédula del voluntario
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ANEXO B. Mapa del departamento de Sucre.

CORDOBA
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fuente:http://www.asocajas.org.co/PAGINAS/enlaces/departamentos/SUCRE.htm
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ANEXO C. Formato de Recoleccion de Informacion.

UNIVESIDAD DE SUCRE
FACULTAD DE EDUCACION Y CIENCIAS
PROGRAMA DE BILOGIA
LABORATORIO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS

“DETERMINACION DE LA MUTACION Asn-108 DEL GEN DE LA
DIHIDROFOLATO REDUCTASA (ahfi) DEL PARASITO Plasmodium falciparum
FRECUENTEMENTE ASOCIADO CON RESISTENCIA /n vitro A PIRIMETAMINA
EN MUESTRAS DE SANGRE DE PACIENTES INFECTADOS RESIDENTES EN
EL DEPARTAMENTO DE SUCRE”

1. Laboratorio remitente: SI () NO () Cual?
2. Fecha:

3. Nombre del paciente:

4. Lugar donde reside:

5. Ha viajado en los ultimos 15 dias a alguno de estos lugares:

Cérdoba () Bolivar () Antioquia () Choco ()
Otros

6. Edad:

7. Sexo: F() M ()

8. Estado de embarazo: Sl () NO ()

9. Sintomas por los cuales el paciente asistié a consultas:

Fiebre () Escalofrios () Sudoracién () Dolor de Cabeza ()
Vémitos () Diarrea () Oftros:

10. Personas cercanas a usted manifiestan mismos sintomas

SI() NO ()
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11. Prueba de diagnostico
Gota gruesa ()
Extendido ()
ELISA ()
PCR ()
12. Parasitemia
+ () ++ () +++ () ++++ ()
13. Tipo de infeccién:
P.vivax ()

P. r1aiciparum ()
Mixta ()

Otros ()

14. Ha tenido paludismo anteriormente: SI() NO ()
15. Hace cuanto

Dias Semanas Meses ARos

16. Ha tomado antimalaricos recientemente SI() NO()
17. El medicamento fue prescrito porun médico Sl () NO ()
18. Especifique el tratamiento:

Farmaco:

Dosis

19. Se realizd controles del tratamiento: Sl() NO ()
En caso de repuesta positiva especifique cual

20. Cumplié usted con las dosis del tratamiento:  SI( ) NO ()
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ANEXO D. Coloracion de Romanowsky (modificado).

Formulacion.

Solucion A (de doble potencia)

Cloruro de azul de metileno (medicinal)................c.cc s 0.8g
AZUT T O AZUIN B oo 0.5g
Disolver en 250 ml de solucion amortiguadora.

Solucién B (de doble potencia)

Eosina amarilla, hidrosoluble...................ccocooiiiii 1.0g
Disolver en 250 ml de solucion amortiguadora.

Para efectuar la coloracion sobre el terreno, se puede usar la solucion A ya diluida
en proporcion recomendada (una o dos gotas por cada 5 ml de solucion
amortiguadora).

Inmediatamente antes de la tincidn se afade una gota de solucién B por cada 5 ml
de solucion A diluida.

Coloracién de Romanowsky (modificado) procedimiento.

Colocar los portaobjetos de las gotas gruesas con la cara hacia la concavidad de la
placa plastica para la coloracion.

Deje deslizar por debajo de los portaobjetos la mezcla recién preparada de solucion
A y solucion B de doble potencia hasta que se lleven la depresion evitando la
formacion de burbujas. Emplear 5 ml de solucidn amortiguadora por cada una o
dos gotas de solucion de doble potencia. Para diluir la muestra final emplear 5 ml
de solucion A diluida por cada gota de solucion B de doble potencia. Deje actuar el
colorante por 10 minutos. Sumergir brevemente la lamina en solucidon
amortiguadora para eliminar el exceso de colorante.

Deje escurrir y secar mediante calor suave y abanicado. Proceda a realizar la
lectura en microscopio 6ptico con objetivo de inmersion
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